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WSTĘP 

1.Tlenek azotu i jego synteza. 

Furchgott i Zawadzki w 1980 stwierdzili w śródbłonku naczyń krwionośnych 

obecność niezidentyfikowanego czynnika rozszerzającego naczynia krwionośne 

określanego skrótem EDRF od nazwy angielskiej Endothelium Derived Relaxant 

Factor (śródbłonkowy czynnik relaksujący naczynia krwionośne). W wyniku 

intensywnych badań w ostatniej dekadzie stwierdzono, że EDRF jest to tlenek azotu 

(NO) i występuje w różnych komórkach i tkankach. NO bierze udział w regulacji 

wielu procesów i odgrywa istotną rolę w układzie nerwowym, krwionośnym i 

immunologicznym. 

Tlenek azotu bierze udział w procesie uczenia i pamięci, reguluje przepływ i 

ciśnienie krwi w naczyniach krwionośnych, hamuje agregacje płytek. NO stymuluje 

cytozolową formę cyklazy guanylanowej i wzrost produkcji cGMP, jest hamowany 

przez inhibitory NOS i hemoglobinę w mózgu, mięśniach gładkich, płytkach krwi 

(Miki i wsp. 1977, Knowles i wsp. 1989, Moncada i Higgs 1990, Okada 1992, 

Kiedrowski i wsp. 1992). Nadmierne uwalnianie NO może być toksyczne i 

powodować degenerację i śmierć neuronów (Dawson i wsp. 1991a, Garthwaite 

1991). 

NO jest gazem, występuje w formie wolnego rodnika, ponieważ posiada jeden 

niesparowany elektron na orbitalu 2TZ. W zależności od pH środowiska przechodzi w 

formę kationową lub anionową, łatwo może oddawać lub przejmować elektron. Jest 

związkiem bardzo reaktywnym o krótkim czasie życia około 6-1 Os. Łatwo dyfunduje 

do sąsiednich komórek gdzie aktywuje cyklazę guanylanową, która stanowi główną 

drogę przekazywania informacji. Tlenek azotu aktywuje również procesy S-

nitrozylacji i ADP-rybozylacji białek. NO powstaje z grupy guanidynowej L-argininy w 

reakcji katalizowanej przez syntazę tlenku azotu (NOS) (Rye. 1.) Koproduktem reakcji 

jest L-cytrulina, która powstaje w stosunku stechiometrycznym do NO. W mózgu L-

cytnilina powstaje wyłącznie na drodze przemiany L-argininy katalizowanej przez 

syntazę NO, ponieważ nie stwierdzono karbomoilotransferazy, enzymu, który 
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katalizuje syntezę L-cytruliny z L-ornityny (Ratner i wsp. I960, Kemp i Woodbury 

1965, Sadasivudu i Rao 1976, Furchgott i Zawadzki 1980, Nakamura i wsp. 1991, 

Garthwaite 1991) 

kolagen poliaminy 

mocznik k a rbam o i 1 ofosfo r an 

ATP 

proteiny 

PPi 

NO 

AMP 

fumaran 

arginino- bursztynian ATP 

AMP 4 PPi 

Rycina 1. 

Cykl mocznikowy w mózgu. 

L-arginina bierze udział w reakcji powstawania L-ornityny katalizowanej przez arginazę, dalej 
powstaje kolagen i poliaminy. Z L-argininy przy udziale syntazy tlenku azotu (NOS) powstaje w 
stechioetrycznym stosunku L-cytrulina i NO. L-cytrulina jest dalej metabolizowana do 
argininobursztynianu przez syntazę argininobursztynianową i dalej do argininy i fumaranu przez liazę 
argininobursztynianową. W mózgu L-cytrulina nie powstaje z L-omityny, ponieważ nie stwierdzono 
obecności karbamoilotransferazy. 

NO i L-cytrulina powstają w kilku etapowej reakcji, której produktem pośrednim jest 

N-hydroksy- L-arginina. Kofaktorami syntazy NO są fosforan dinukleotydu 

nikotynoamidoadeninowego (NADPH), dinukleotyd flawinoadeninowy (FAD), 

mononukleotyd flawinowy (FMN), tetrahydrobiopteryna (H4B) oraz kalmodulina. 

Związki te uczestniczą w przekazywaniu elektronów w procesie utlenienia i redukcji 
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(Rye. 2.) (Stuehr i wsp. 1991, Marietta 1993)- W pierwszym etapie reakcji do 

powstania N-hydroksy-L-argininy potrzebny jest 1 mol NADPH i lmol tlenu 

cząsteczkowego (02). W dalszych etapach do powstania L-cytmliny zaangażowane 

jest 0.5 mola NADPH i 0.5 mola 02, oraz tetrahydrobiopteryna (H4B) i równe ilości 

FAD, FMN (Hevel i wsp. 1991, Mayer i wsp. 1991, Bredt i wsp. 1992). Kalmodulina, 

FAD i FMN są odpowiedzialne za przekazywanie elektronów z NADPH do domeny 

redukującej a następnie do grupy hemowej (Bredt i wsp. 1991, Su i wsp. 1995). 

Sugeruje się, że kalmodulina spełnia funkcję molekularnego przewodu w przepływie 

elektronów z NADPH poprzez flawiny do gmpy hemowej tetrahydrobiopteryny 

(Abu-Sound i Stuehr 1991, Sheta i wsp. 1994, Matsuoka i wsp. 1994). W przypadku 

braku substratu, L-argininy, syntaza NO może uczestniczyć w przekazywaniu 

elektronów z NADPH do 02 w syntezie H202 (Pou i wsp. 1992, Klatt i wsp. 1993). 

L-arginina 

NADPH+H 

Fe3* NADP 

(FAD/FMN) 

H20*L -cytrulina /2q-H2biopteryna 

NO 
Rycina 2. 
Schematyczne przedstawienie przebiegu reakcji syntezy tlenku azotu i 
L-cytruliny z L-argininy katalizowanej przez syntazę tlenku azotu. 
W pierwszym etapie reakcji do powstaje N - hydroksy-L-arginina zużyty zostaje 1 mol NADPH i lmol 
02. Natomiast w następnych etapach do powstania L-cytruliny i NO potrzebne jest dodatkowo 0.5 
mola NADPH i 0.5 mola 02. W reakcję zaangażowane są tetrahydrobiopteryna (H4biopterina) oraz 
równe ilości dinukleotydu flawinowy (FAD) i mononukleotydu flawinowy (FMN). 

http://rcin.org.pl



4 

2. Izoformy syntazy tlenku azotu i ich lokalizacja w mózgu. 

Odkryto 3 izoformy syntazy NO. 

Konstytutywna izoforma NOS zależna od wapnia i kalmoduliny o masie 

cząsteczkowej 155kDa występuje przede wszystkim w cytozolu neuronów i stąd 

nazwano ją neuronalną izoformą syntazy NO (nNOS-typ I). Niedawno stwierdzono 

jej obecność również w mikrogleju (Murphy i wsp. 1993, Wood i wsp. 1994). 

Izoforma niezależna od wapnia indukowana jest przez cytokiny jak np IL-1, y-

interferon, bakterie lipopolisacharydy i określana jest jako indukowana syntaza NO 

(iNOS - typ II). Masa cząsteczkowa enzymu wynosi 130 kDa. Występuje w cytozolu 

makrofagów, komórek mikrogleju i w astrocytach. W regulacji aktywności iNOS 

bierze udział kalmodulina, która po trwałym związaniu z cząsteczką iNOS czyni ją 

niewrażliwą na zmiany stężenia wapnia (Chao i wsp. 1992). Po indukcji raz 

wytworzone białko indukowanej izoformy syntazy NO może być aktywne przez 

wiele godzin i dni. 

Konstytutywna izoforma enzymu zależna od wapnia i kalmoduliny, która 

występuje w śródbłonku naczyń krwionośnych określana jest mianem śródbłonkowej 

syntazy NO (eNOS-typ III). Izoenzym eNOS o masie cząsteczkowej 135 kDa 

występuje również w neuronach hipokampa w astrocytach, mikrogleju, w mięśniach 

gładkich naczyń (Knowles 1990, Chao i wsp. 1992). Izoenzym ten stwierdzano 

zarówno w cytozolu jak i w błonach komórek. W wyniku procesu mirystylacji N-

koniec białka enzymu przyłącza się do błony (Pollock i wsp. 1991, 1992, Lamas i 

wsp. 1992, Sessa i wsp. 1992). W przypadku eNOS fosforylacja przez kinazy białkowe 

może powodować translokację enzymu z błon do cytozolu. Aktywność 

konstytutywnych izoform syntazy NO podwyższana jest na wskutek wzrostu stężenia 

Ca2+ i utrzymywana przez czas trwania sygnału wapniowego (Marietta 1991). 

Aktywność konstytutywnych izoform syntazy NO zarówno izoformy neuronalnej i 

śródbłonkowej kontrolują jony wapnia występujące w cytoplaźmie komórki w 

zakresie stężeń około 0.1 - 0.5 |aM (Knowles i wsp. 1989). 

Syntaza NO jest enzymem regulowanym przez wiele czynników, posiada domenę 
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redukującą i utleniającą. W regulacji aktywności enzymu poza wymienionymi 

kofaktorami biorą udział również kinazy białkowe: kinaza białkowa C (PKC), kinaza 

białkowa zależna od wapnia i kalmoduliny (Ca"+ /CaMPKII), kinaza białkowa zależna 

od cAMP (PKA), oraz zależna od cGMP (PKG). Istotną rolę w modulacji aktywności 

enzymu przypisuje się kalcyneurynie, specyficznej fosfatazie regulowanej przez 

wapń i kalmodulinę (Dawson i wsp. 1993a). 

W ostatnim dziesięcioleciu zlokalizowano gen dla eNOS na chromosomie 7, podczas 

gdy gen dla neuronalnej NOS i indukowanej NOS zlokalizowano na chromosomach 

12 i 14 (Bredt i wsp 1992, Nakane i wsp. 1995, Xu i wsp. 1994, Bmne i wsp. 1994). 

Oczyszczono i sekwencjonowano: nNOS, eNOS i iNOS (Bredt i Snyder 1990, Bredt i 

wsp. 1991, Nathan i wsp. 1992, Jausseus i wsp. 1992, Lamas i wsp. 1992, Lowenstein i 

wsp. 1992, Xie i wsp. 1992, Nakane i wsp. 1995, Förstermann 1991 ab, 1994, Nathan i 

Xie 1994,). Stwierdzono niewielkie różnice w sekwencji aminokwasowej między 

izoformami. W wyniku sekwencjonowania zlokalizowano miejsca wiążące dla 

poszczególnych kofaktorów oraz miejsca fosforylacji. NADPH wiąże się z domeną 

aminokwasów w pozycji 1204-1429 (Porter i Kasper 1996). Kinaza zależna od cAMP 

fosforyluje aminokwas, serynę w pozycji 372. W domenie N-końca łańcucha wiązana 

jest tetrahydrobiopteryna, która oddziaływuje allosterycznie z miejscem wiązania 

substratu, L-argininy (Boyhan i wsp.1997). Między 720-750 aminokwasem określono 

miejsce wiązania dla kalmoduliny. Kalmodulina oddziela domenę redukującą od 

domeny utleniającej (Ryc. 3-) 
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NH, 
H4B 

™ | | 

500 1000 

NADPH 

COOH 

nNOS 

NH, 
M H4B 

I im I 
500 1000 

NADPH 

COOH 

eNOS 

NH2 
H+B 

|FMN| m 
500 1000 

COOH 

NH, 

I i®®; I NADPH 

TMD COOH 

iNOS 

CPR 

Rycina 3. 

Molekularna budowa izoform syntazy tlenku azotu i cytochromu P-450. 

Neuronalna, śródbłonkowa ł indukowana syntaza NO oraz cytochrom P-450 posiadają podobną 
budowę molekularną, zawierają miejsca wiążące dla FAD, FMN, NADPH. Na N-końcu znajduje się 
miejsce wiązania tetrahydrobiopteryny (H4B). Miejsce wiążące dla kalmoduliny (CaM) znajduje się 
między domeną redukującą a utleniającą. Neuronalna i śródbłonkowa syntaza NO zawierają miejsce 
fosforylacji dla zależnej do cAMP kinazy białkowej (PKA- oznaczone jako P) na N-końcu łańcucha. 
Śródbłonkowa syntaza NO posiada miejsce wiązania poprzez proces mirystylacji z błoną komórkową 
(oznaczone jako M). 
FAD-dunekleotyd flawinowy, FMN-mononukleotyd flawinowy, NADPH fosforan dinukleotydu 
nikotynoamidoadeninowego, CAM-kalmodulina, nNOS -neuronalna syntaza NO, eNOS-śródbłonkowa 
syntaza NO, iNOS -indukowana syntaza NO, CRP-cytochrom P-450. 

Wiązanie CaM do syntazy NO zmienia konformację tego enzymu (Bredt i wsp. 1991, 

1992, Matsuoka i wsp. 1994, Sheta i wsp. 1994). Sekwencja aminokwasowa białka 

NOS w 50% jest identyczna z cytochromem P-450 (Bredt i wsp. 1991), Identyczna jest 

domena redukująca cytochromu P-450 i syntazy NO oraz prawdopodobnie 

identyczna jest droga przekazywania elektronów w obu enzymach. Wiadomo, że 

enzym jest fosforylowany przez kinazy białkowe ale wciąż istnieją w literaturze 

kontrowersje czy fosforylacja ma wpływ na zmianę aktywności. Stymulacja estrem 

forbolu oczyszczonej NOS powodowała obniżenie aktywności, natomiast 
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zastosowanie FK-506 lub Cyklosporyny A, inhibitorów kalcyneuryny, powodowały 

wzrost aktywności syntazy NO (Nakane i wsp. 1991, Breclt i wsp. 1992, Dawson i 

wsp. 1993a). Badania Bmne i Lapetina (1991) wykazały, że kinaza białkowa zależna 

od cAMP fosforyluje syntazę NO ale nie wpływa na zmianę aktywności enzymu. 

Fosforylacja eNOS powoduje translokację enzymu z błon do cytozolu. 

Ufosforylowana eNOS jest wyłącznie obecna w cytozolu i uważana za formę 

nieaktywną ( Pollock i wsp. 1991, 1992, Michel i wsp. 1993)-

3. Lokalizacja syntazy NO w mózgu 

Zastosowanie technik immunochemicznych pozwoliło na zlokalizowanie syntazy NO 

w komórkach różnych części mózgu. Szczególnie bogate w syntazę NO są neurony 

móżdżku, opuszki węchowej, natomiast mniejszą aktywność wykazano w korze 

mózgowej, prążkowiu i hipokampie (Bredt i wsp. 1990b, De Vente i wsp. 1998) 

Znaczącą aktywność poza neuronami stwierdzono również w komórkach mikrogleju 

(Wood i wsp. 1994). Syntaza NO współistnieje z NADPH-diaforazą enzymem, którego 

znaczenie nie jest dokładnie poznane (Bredt i wsp. 1990, 1991). Sugenije się, że 

syntaza NO ma taką samą aktywność katalityczną jak NADPH-diaforaza i oba enzymy 

mogą być reprezentowane przez to samo białko (Dawson i wsp. 1991b, Hope i wsp. 

1991). Obecność NADPH-diaforazy stwierdzono w 2% neuronów kory mózgowej 

(Dawson i wsp. 1991b). Stwierdzono, że w takich chorobach jak niedotlenienie 

mózgu, choroba Alzheimera, pląsawica Huntingtona komórki neuronalne zawierające 

NOS/NADPH-diaforazę są odporne na działanie NO oraz na neurodegenerację 

(Uemura i wsp. 1990). 

Stymulacja receptorów glutamatergicznych typu NMDA powoduje wzrost aktywność 

konstytutywnej izoformy nNOS. Badania mRNA receptora NMDA wykazały, że 

większość komórek pozytywnych dla NOS w korze mózgowej i prążkowiu zawiera 

więcej mRNA dla białek receptora NMDA w porównaniu do neuronów 

pozbawionych syntazy NO w tym samym regionie mózgu (Price i wsp. 1993). 
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4. Inhibitory syntazy tlenku azotu 

Ze względu na istotną rolę NO w szeregu procesach fizjologicznych w celu 

dokładniejszego poznania mechanizmu jego działania poszukiwano związków 

hamujących syntezę NO. Szeroko stosowanymi inhibitorami syntazy NO używanymi 

do badań naukowych okazały się analogi L-argininy, nitro i metylo pochodne L-

argininy. 

N-metyl-L-arginina (NMLA) specyficzny inhibitor wszystkich izoform syntazy NO 

jest łatwo transportowany do komórki, jak również jest substancją stabilną (Knowles i 

wsp. I99O, Ogden i Moore 1995). NMLA hamuje nieodwracalnie aktywność syntazy 

NO poprzez wiązanie się do miejsca substratu (Lambert i wsp. 1991, Olken i 

wsp.I99I, Olken i Marietta 1993, Feldman i wsp. 1993, Klatt i wsp. 1994a). NMLA 

może być substratem dla syntazy NO ale reakcja jest około 50 razy wolniejsza niż w 

przypadku L-argininy. W wyniku przemiany NMLA powstaje jako produkt pośredni 

N-hydroksy-N-metyl-L-arginina. W procesie demetylacji powstaje N-hydroksy-L-

arginina, która ulega dalszej przemianie do L-cytruliny i NO. Ostatecznym produktem 

demetylacji jest formaldehyd, który nieodwracalnie hamuje aktywność enzymu (Klatt 

i wsp. 1994a) 

N-nitro-L-arginina (NNLA) działa podobnie, hamuje konstytutywne izoformy 

syntazy NO, nNOS i eNOS (Furfine i wsp. 1993, Mayer i wsp 1993). Posiada o wiele 

niższe zdolności inhibicji iNOS aniżeli NMLA. NNLA powoduje wzrost hamowania 

enzymu w czasie, a powinowactwo inhibitora do miejsca wiązania substratu jest 

podobne dla nNOS i eNOS. Inaktywacja enzymu polega na wiązaniu się NNLA do 

miejsca wiążącego substrat, L-argininę i ulega bardzo powolnej dysocjacji (Klatt i wsp 

1993). NNLA podana dootrzewnowo hamuje około 90% aktywności syntazy NO 

przez 5 dni. 

7-Nitroindazol (7-NI) jest nowym silnym inhibitorem syntazy NO wykazującym 

większe powinowactwo do neuronalnej izoformy enzymu (Babbedge i wsp. 1993, 

Moore i wsp. 1993ab). Z badań ze znakowaną [3H]tetrahydrobiopteryną wynikało, że 

7-NI obniża specyficzne wiązanie H4B do enzymu (Michel i wsp. 1993, Klatt i wsp. 
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1994b). Wiązanie 7-NI do grupy hemowej tetrahydrobiopteryny powodowało zmianę 

konformacji enzymu w wyniku oddziaływań allosterycznych obu miejsc wiążących 

H4B i L-argininę. Konsekwencją było obniżenie powinowactwa enzymu do L-agrininy 

(Klatt i wsp. 1994b). Maksymalne hamowanie aktywności syntazy NO przez 7-NI w 

około 80% obserwowano po 30 min od podania związku dootrzewnowo, natomiast 

po 4 godz. hamowane było około 40% aktywności enzymu. 7-NI podany doustnie 

hamował maksymalnie 40% aktywności syntazy NO po 30 min, a po 4 godz. nie 

wywierał żadnego wpływu (MacKenzie i wsp. 1994). 

Wzrost stężenia cGMP i uwalnianie NO zależne od pobudzenia receptora NMDA 

było hamowane przez inhibitory syntazy NO oraz przez hemoglobinę (Garthwaite i 

wsp. 1988ab, Bredt i Snyder 1989, Okada 1992, Moncada 1992). Inhibitory syntazy 

NO, inhibitory nukleotydów flawinowych oraz inhibitory kalcyneuryny powodowały 

obniżenie wzrostu aktywności syntazy NO i stężenia cGMP zależnego od 

pobudzenia receptora NMDA w hodowli komórek nerwowych z kory. Zastosowanie 

błękitu nitrotertrazolu, dichlorofenolu powodowało hamowanie powstawania NO 

poprzez wiązanie się do miejsca wiązania NADPH (Klatt i wsp. 1992). Antagonista 

kalmoduliny obniżał wiązanie kompleksu Ca2+/kalmoduliny do enzymu i hamował 

aktywność konstytutywnych form syntazy NO (Bredt i Snyder 1990). 

Inhibitory syntazy NO efektywnie zapobiegały śmierci komórek powodowanej 

przez aktywację receptorów glutamatergicznych typu NMDA. Neurotoksyczność 

wywołana pobudzeniem receptorów NMDA ulegała obniżeniu przez zahamowanie 

aktywności NOS przez antagonistów kalmoduliny, inhibitory flawinów, oraz 

hemoglobinę (Dawson i wsp. 1993b). 

Syntaza NO jest substratem dla kalcyneuryny, zależnej od Ca"' i kalmoduliny 

fosfatazy, która defosforyluje enzym i powoduje wzrost jego aktywności (Dawson i 

wsp. 1992, Dawson i Snyder 1994). FK-506 i cyklosporyna A, inhibitory kalcyneuryny 

zapobiegały wzrostowi aktywności syntazy NO oraz neurotoksyczności 

spowodowanej stymulacją receptora NMDA w neuronach (Fruman i wsp. 1992, Liu i 

wsp. 1991, 1992, Dawson i wsp 1993a). FK-506 wpływał neuroprotekcyjnie "in vitro" 

na przeżywalność neuronów w hodowli neuronów i "in vivo" w miejscowej ischemii 

mózgu (Shiga i wsp.1992, Sharkey i Butcher 1994). 
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5. Zależna od receptora NMD A synteza tlenku azotu 

Z badań wynika, że NO odgrywa istotną rolę zarówno w procesach 

fizjologicznych i patologicznych w ośrodkowym układzie nerwowym. W wyniku 

stymulacji jonotropowego receptora glutamatergicznego typu NMDA następuje 

napływ Ca"ł do wnętrza komórki. Jony wapnia łącząc się z kalmoduliną aktywują 

syntazę NO w części postsynaptycznej neuronu i powodują wzrost uwalniania NO. 

Obecnie uważa się, że istotną rolę w aktywacji syntazy NO w wyniku pobudzenia 

receptora NMDA odgrywa interakcja z białkami jak PSD-95 (Snyder i wsp. 1998, 

Brenman i wsp. 1996). NO w części postsynaptycznej, gdzie jest syntetyzowany może 

wpływać na aktywację czynnika transkrypcyjnego NFkB a w przypadku nadmiernego 

pobudzenia receptorów NMDA i nadmiernego uwalniania NO może brać udział w 

wolnorodnikowym uszkodzeniu DNA. Prowadzi to z kolei do aktywacji enzymu 

jądrowego syntazy poli ADP-rybozy (PARS) i w wyniku zwiększonej ADP-rybozylacji 

białek jądrowych do wyczerpanie ATP i NAD, co w konsekwencji może doprowadzić 

do śmierci neuronów (Dawson i Dawson 1996). Tlenek azotu dyfunduje do 

sąsiednich komórek, gdzie głównie aktywuje cyklazę guanylanową powodując 

wzrost stężenia cGMP w części presynaptycznej zakończeń nerwowych działa jako 

przekaźnik zwrotny (Knowles i wsp. 1989, Moncada i wsp. 1991). Cykliczny GMP 

powstaje z GTP w reakcji katalizowanej przez cyklazę guanylanową, oraz jest 

hydrolizowany do 5'-GMP przez fosfodiesterazę zależną od cGMP (PDE) (Doerner i 

Alger 1988, Beavo i wsp. 1990). Cykliczny GMP działać może bezpośrednio lub 

poprzez kinazę białkową zależną od cGMP (Poupardin-Tritsch i wsp. 1985, Hofmann 

i wsp. 1992, Butt i wsp. 1993, 1994, Francis i Corbin 1994, Wang i Robinson 1997). 

Ponadto NO może wywierać swoje działanie przez aktywację procesu ADP-

rybozylacji białek przez adeninodifosforano-rybozotransferazę (ADP-

rybozotransferazy) (Brune i Lapetina 1989, Brune i wsp. 1994). NO może brać udział 

w procesie S-nitrozylacji białek, powodując modulację aktywności enzymów i 

receptorów, w tym receptora NMDA (Ryc. 4.). 
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Rycina 4 

Kaskada związana z syntezą tlenku azotu i jego działaniem. 

Pobudzenie receptorów NMDA powoduje napływ jonów wapnia, który wiąże się z kalmoduliną 
powoduje aktywację syntazy tlenku azotu (NOS). NO powstaje w wyniku konwersji L-argininy 
katalizowanej przez NOS w obecności kofaktorów, jako ko-produkt powstaje L-cytrulina. Uwalniany 
NO aktywuje NFkB a w konsekwencji PARP, enzym jądrowy. Dyfunduje do części presynaptycznej 
neuronu lub sąsiednich komórek, gdzie głównie aktywuje cyklazę guanylanową (CG) powodując 
wzrost stężenia cGMP, a także może aktywować proces ADP-rybozylacji białek (ADP-R), S-nitrozylacji 
grup SH białek (S-nitro). Powstający cGMP reguluje aktywność zależnej od cGMP fosfodiesterazy, 
która powoduje hydrolizę do 5-GMP. cGMP poprzez aktywację zależnej od cGMP kinazy białkowej 
(PKG) fosforyluje białka jak GAP-43, DARPP-32, obniża stężenie wewnątrzkomórkowe wapnia, 
reguluje kanały potasowe. 

Cykliczny GMP powstający w wyniku aktywacji receptora NMDA i wzrostu 

uwalniania NO odgrywa ważna rolę w transdukcji sygnału poprzez aktywację kinazy 

białkowej zależnej od cGMP (PKG). Cykliczny GMP może kontrolować procesy pre- i 

postsynaptyczne w tym uwalnianie neurotransmiterów jak glutaminianu, oraz 

regulować wewnątrzkomórkowe stężenie jonów wapnia [Ca2+]j, jak również 

powodować modulację funkcji kanałów wapniowych i potasowych, ekspresję genów 

wczesnych w komórkach (Johnston i Morris 1994, Haby i wsp. 1994, 
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Garthwaite i Boulton 1995, Jaffrey i Snyder 1995, Dawson i Dawson 1996, Wang i 

Robinson 1997). Substratem clla PKG są białka takie jak receptor Ins(l,4,5)P3, 

wymieniacz sodowo-wapniowy, napięciowo-regulowany kanał wapniowy typu L i N, 

ATPaza, białko G, oraz białka pęcherzyków synaptycznych jak DARPP-32, GAP-43 

(Hofmann i wsp. 1992, Buisson i wsp. 1993, Butt i wsp. 1994, Francis i Corbin 1994, 

Garthwaite i Buolton 1995) Cykliczny GMP podobnie jak NO uczestniczy w 

procesach LTP i LTD. Tlenek azotu pełni funkcję zwrotnego przekaźnika, działając 

na zakończenia presynaptyczne w wyniku aktywacji cyklazy guanylanowej lub ADP-

rybozotransferazy dochodzi do zwiększenia wyrzutu glutaminianu (Garthwaite i 

Garthwaite 1988a, Bredt i Snyder 1989, Gaily i wsp. 1990, Dawson i wsp. 1992, 

1993b, Bogdanv i Wurtman 1997). Uwalniany glutaminian z zakończeń 

pre synaptycznych działa na receptor NMDA i powoduje z kolei wzrost uwalniania 

NO i stężenia cGMP oraz aktywację dalszych procesów transdukcji sygnału w 

hodowli komórek ziarnistych móżdżku, w skrawkach kory mózgowej i hipokampa, 

w hodowli organotypowej kory mózgowej lub hipokampa (Garthwaite i Garthwaite 

1988a, Wróblewski i wsp. 1989, Southam i wsp. 1991, Dawson i wsp. 1991a, East i 

wsp. 1991). Neurotoksyczne działanie glutaminianu może odgrywać ważną rolę w 

patologii ischemicznej, chorobach neurodegeneracyjnych jak choroba Alzheimera, 

pląsawica Hugtingtona (Choi 1988ab, Muldrum i Garthwaite 1990, Lipton i wsp. 

1994). 

Agoniści receptora NMDA, oraz związki modulujące jego aktywność jak glicyna i 

D-seryna, jak również agoniści receptora AMPA i receptora kainowego powodują 

wzrost stężenia cGMP w móżdżku i hipokampie poprzez aktywację neuronalnej 

syntazy NO (Danysz i wsp 1989, Wood i wsp. 1989,1990, 1992, Wood i Rao 1991, 

Garthwaite 1991, Kiedrowski i wsp.1992, Mayer i wsp. 1992, Okada 1992). W wyniku 

stymulacji receptorów metabotropowych następuje wzrost aktywności syntazy NO i 

stężenia cGMP poprzez uwalnianie jonów wapnia z magazynów 

wewnątrzkomórkowych przy udziale inozytolo(l,4,5) trifosforanu (IP3) powstającego 

na drodze hydrolizy fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforanu (PIP2). PKG fosforyluje 

PKC hamując jej aktywność co prowadzi do obniżenia aktywności PLC i zmniejszenia 

produkcji I( 1,4,5 )P3- Cykliczny GMP powstający w wyniku aktywacji receptora NMDA 
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przez aktywację PKG może wpływać na obniżenie uwalniania jonów wapnia z 

siateczki śródplazmatycznej przez fosforylację receptora IP3 w miejscu 1755 na 

serynie (Ferris i Snyder 1992, Mery i wsp. 1991, Shmidt i wsp. 1993, Robinson i wsp. 

1993, Wang i wsp. 1995, Gatti i wsp. 1996). 

Ważnym mechanizmem regulacji wewnątrzkomórkowego stężenia jonów wapnia 

przez cGMP jest aktywacja ATPazy. ATPaza wapniowa siateczki śródplazmatycznej 

posiada białko regulatorowe fosfolambdan, które po fosforylacji przez PKG jest 

oddysocjowywane z ATPazy i powoduje aktywację enzymu (Sarcevic i wsp. 1989). 

PKG może obniżać [Ca~+]j przez wpływ na kanał wapniowy zależny od potencjału 

kanał typu L. Fosforylacja obu podjednostek kanału lub jednej powoduje długotrwałe 

jego otwarcie. Obie jednostki a i ß są fosforylowane przez PKG oraz w mniejszym 

stopniu przez PKA (Nishimura i wsp. 1992, Heli i wsp. 1993, 1994, Meriney i wsp. 

1994). Podobnie modulowany może być przez PKG kanał wapniowy typu N. Napływ 

jonów wapnia przez te kanały może wpływać na uwalnianie neurotransmiterów. 

Receptor glutamatergiczny, NMDA poprzez aktywację zależnych od wapnia 

procesów w tym syntazy NO i produkcję NO bierze udział w procesie długotrwałego 

wzmocnienia synaptycznego (Long Term Potention, LTP) w mechanizmie 

komórkowej pamięci (Böhme i wsp. 1991, Dawson i Snyder 1994a). Szereg danych 

wskazuje, że NO bierze udział w mechaniżmie LTP w hipokampie, świadczy o tym 

hamowanie LTP przez inhibitory NOS (O'Dell i wsp. 1991, Izumi i wsp. 1992, 

Zomurski i Izumi 1993, Zhuo i wsp. 1993, 1994 Schuman i Madison 1991, 1994ab) 

Inhibicja LTP przez inhibitory syntazy NO jest odwracalna przez L-argininę. Podanie 

postsynaptycznie inhibitorów NOS do warstwy CA! hipokampa efektywnie zaburza 

LTP (Schuman i Madison 1991, O'Dell i wsp. 1991, 1994). U myszy pozbawionej genu 

dla nNOS obserwowano jednak LTP w warstwie CA{ hipokampa, w którym 

pośredniczył NO. W wyniku tych badań powstała wątpliwość co do udziału NO w 

LTP. Badania immunologiczne wykazały, że w warstwie CA1 hipokampa obecna jest 

śródbłonkowa syntaza NO (Dinerman i wsp. 1994, O'Dell i wsp. 1994). Okazało się, 

że w LTP śródbłonkowa syntaza NO wydaje się być istotniejsza aniżeli neuronalna 

NOS (O'Dell i wsp. 1994). Długotrwała depresja synaptyczna (Long Term Depression, 

LTD) w móżdżku jest innym zjawiskiem plastyczności synaptycznej (Ito i wsp. 1989, 
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Shibuki i Okada 1991). Stymulacja LTD była hamowana przez inhibitory NOS, a 

nitroprusydek sodu inicjował LTD (Izumi i Zorumski 1993, Vincent 1995). NO może 

działać poprzez cGMP, ponieważ podanie analogu cGMP, dibutyleno-cGMP 

powodowało inicjację LTP, ponieważ stwierdzono, że cGMP likwidował inhibicję LTP 

spowodowaną inhibitorami NOS (Haley i wsp. 1992, Hartell 1996). Wyniki te 

sugerują, że NO stymuluje pre synaptyczne uwalnianie neurotransmiterów poprzez 

cGMP jak również być może poprzez mechanizm ADP-rybozylacji białek (Schuman i 

Madison 1994). Inhibitor cyklazy guanylanowej lub kinazy białkowej zależnej od 

cGMP blokuje indukcję LTP w skrawkach hipokampa oraz LTD w móżdżku (Haley i 

wsp. 1992, Zhuo i wsp. 1994, Boulton i wsp. 1995, Arancio i wsp. 1995). Liczne 

badania wykazały bezpośrednią rolę cGMP w LTD (Okada 1992, Daniel i wsp. 1993, 

O'Dell i wsp 1991, 1994, Vincent 1995). 

Obserwowane w procesie starzenia zaburzenie mechanizmów pamięci i obniżenie 

zdolności intelektualnych pojawiają się w niektórych chorobach wieku starczego jak 

choroba Parkinsona, Alzheimera. Przyczyną mogą być zmiany dotyczące zaburzeń 

układu glutamatergicznego, dopaminergicznego, cholinergicznego. Szereg obserwacji 

wskazuje, że proces fizjologicznego starzenia ośrodkowego układu nerwowego 

związany jest z zachodzącą równocześnie degeneracją neuronów a także 

zaburzeniami neurotransmisji oraz mechanizmów przekazywania sygnału od 

receptorów błonowych aż do jądra komórkowego. Czynnikami, którym przypisuje się 

dominującą rolę w starzeniu są wolne rodniki. Proces starzenia doprowadza do 

zmian aktywności enzymów oraz stężeń neuroprzekaźników, jak glutaminian, zmian 

cytozolowego stężenia jonów wapnia i aktywności kanałów jonowych oraz funkcji 

receptorów (Pepeu i wsp. 1993, Samochocki i Strosznajder 1994). Wychwyt zwrotny 

oraz uwalnianie glutaminianu, jednego z najważniejszych pobudzających 

neuroprzekaźników w mózgu starczym jest znacząco obniżone (McEntee i Crook 

1993). Wzrost stężenia cGMP spowodowany aktywacją receptora NMDA ulega 

obniżeniu w mózgach starczych. Badania wiązania ligandów do receptora NMDA 

wykazały obniżenie ilości specyficznych miejsc wiązania w mózgach starczych 

(Peterson i Cotman 1989, Tramaru i wsp. 1991, Wenk i wsp. 1991, Cimino i wsp. 
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1993). Ponadto w mózgu starczym obserwuje się ubytek ilości postsynaptycznych 

receptorów glutamatergicznych typu NMDA oraz mniejszą ich wrażliwość na agonistę 

i niektóre modulatory, w przeciwieństwie do receptorów AMPA czy kwasu 

kainowego, które nie podlegają modyfikacji przez proces starzenia (Tramaru i wsp. 

1991)- W wyniku stymulacji receptorów glutamatergicznych kwasem kainowym 

obserwowano jednak mniejszy wzrost zewnątrzkomórkowego stężenia cGMP w 

dializacie z móżdżku u szczurów 24 miesięcznych niż 3 miesięcznych (Vallebuona i 

Raiteri 1994). Stwierdzono obniżenie podstawowego stężenia cGMP oznaczanego 

metodą immunofluorescencyjną w móżdżku starczym (De Vente i wsp. 1990) oraz 

zmniejszenie około 50-30% neuronów reagujących z NADPH-diaforazą w korze 

mózgowej i prążkowiu starczym w porównaniu z dojrzałym (Yamada i wsp. 1996). 

Natomiast w dalszym ciągu kontrowersyjna jest sprawa aktywności syntazy NO. 

Vallebuana i Raiterii (1994) obserwowali obniżenie podstawowej aktywności syntazy 

NO w hipokampie, natomiast nie stwierdzili zmian móżdżku starczym w porównaniu 

z dojrzałym. Stwierdzano wzrost aktywności syntazy NO w chorobie Alzheimera i 

Parkinsona. 

6. Neurotoksyczny mechanizm działania tlenku azotu w mózgu. 

NO syntetyzowany nadmiernie może być związkiem cytotoksycznym i może poprzez 

aktywację procesów wolnorodnikowych i czynnika transkrypcyjnego NFkB 

uszkadzać DNA i doprowadzać do śmierci neuronu. Neurodegeneracja i śmierć 

neuronów w następstwie hipoksji lub ischemii związana jest z nadmiernym 

uwalnianiem aminokwasów pobudzających (EAA) (Beuveniste i wsp 1984, 1988) ich 

interakcją ze specyficznym podtypem receptora glutamatergicznego, NMDA (Olnej i 

wsp. 1978, Choi 1987). Stymulacja receptorów NMDA i nadmierne uwalnianie NO 

może powodować śmierć neuronów (Choi 1990b, Dawson i wsp. 1991a, 1992). 

Organotypowe hodowle neuronów móżdżku i hipokampa mogą być chronione 

przed toksycznością glutaminianu przez podanie inhibitorów NOS (Dawson i wsp. 

1991a, 1993b). NO uwalniany z donorów jak z nitroprusydku sodu (SNP) lub SIN-1, 

wpływał toksycznie na komórki w takim samym stopniu jak w przypadku aktywacji 
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receptora NMDA (Lusting i wsp.1992, Dawson i wsp. 1993b,). Podawanie NO może 

również wpływać neuroprotekcyjnie przez inhibicję receptora NMDA (Lei i wsp. 

1992). NO może powodować S-nitrozylację grup SH białka receptora NMDA i 

wyłączać funkcję tego receptora (Manzoni i wsp. 1992, Manzoni i Bockaet 1993). 

Precyzyjny mechanizm, przez który NO powoduje neurotoksyczność nie jest jeszcze 

ustalony, proponowane są różne mechanizmy. Większość danych sugeruje, że za 

toksyczność NO odpowiedzialna jest jego reakcja z rodnikiem ponadtlenkowym (02) 

powstanie anionu peroksyazotawego (OONO ) a w dalszej konsekwencji powstanie 

rodnika dwutlenku azotu (N02*) i rodnika hydroksylowego ('OH) (Ryc. 5.) 

(Garthwaite 1991, Beckman i wsp. 1990, 1992, 1994, Lipton i wsp 1993). Dysmutaza 

ponadtlenkowa, która usuwa aniony ponadtlenkowe (02 ) obniża tworzenie 

OONO . 

NCH O: ONOCT 
ł 

H+ 

ł 
ONOOH 

0==N \t OH 

O 

NO:' +"OH 

Rycina 5. 

Powstawanie kwasu peroksyazotawego i dalsze reakcje do powstawania 
rodnika hydroksylowego i rodnika dwutlenku azotu. 
NO reaguje z anionem ponadtlenkowym, w środowisku kwaśnym powstaje kwas peroksyazotawy, 
który ulega degradacji do bardzo niebezpiecznych rodników takich jak N02 i 'OH . 
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NO może powodować zaburzenia procesów mitochondrialnego łańcucha 

przenoszenia elektronów (Sims i Zaidan 1995, Bolanos i wsp. 1997, Knowles 1997). 

NO hamuje również dehydrorogenazę aldehydu fosforoglicerynowego, obniża 

wewnątrzkomórkowy poziomu glutationu (Bolanos i wsp. 1998, Almeida i wsp. 

1998). 

NO jak również inne wolne rodniki powodują uszkodzenie DNA. Uszkodzenie 

DNA powoduje aktywację syntazy poli ADP-rybozy (PARS), enzymu jądrowego, który 

przyłącza ADP-rybozę do białek jądrowych takich jak histony lub do samego PARS 

(Zhang i wsp. 1994). Aktywacja PARS może prowadzić do śmierci komórek z 

powodu wyczerpania NAD i ATP (Gaal i wsp. 1987, Dawson i Snyder 1994, Berger i 

wsp. 1995). Aktywacja PARS prowadzi do szybkiego wyczerpania energii, ponieważ 

każdy mol ADP-rybozy przenoszony przez PARS i przyłączany do białka potrzebuje 

lmol NAD i 4 cząsteczki ATP, które potrzebne są do regeneracji NAD (Ryc. 6.). 
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NO 

J 
uszkodzenie DNA ADP-rvboza 

aktywacja 
NAD > NAm + poli ADP-rybozylaeja 

PPi PRPP 

AMP 

N M N  
ATP PPi ATP+rybozo 5 -fos foran 

wyczerpanie energi 

śmierć komórki 

Rycina 6. 

Udział tlenku azotu w mechanizmie neurotoksyczności. 

Uszkodzenie DNA przez NO aktywuje enzym jądrowy PARS, który zużywa NAD komórkowy na poli-
ADP-rybozylację białek jądrowych. Poli-ADP-ryboza jest szybko degradowana przez poIiADP-
rybozoglikohyrolazę do ADP-rybozy. 4 cząsteczki ATP biorą udział w resyntezie NAD z nikotynamidu 
(NAm) poprzez mononukleotyd nikotynamidu (NMN). Reakcja potrzebuje fosforybozo pirofosforanu 
(PRPP) i ATP. Wyczeq^anie energii prowadzi do śmierci komórki. 

Aktywność PARS wzrasta kilkakrotnie w wynikli działania donorów NO (STN-1, 

SNP). Natomiast inhibitor PARS, benzamid, kompletnie hamuje aktywność PARS 

spowodowaną uszkodzeniem DNA przez NO i zapobiega śmierci komórek w tym 

komórek piramidowych warstwy CAj hipokampa po krótkotrwałym niedokrwieniu 

mózgu (Endres i wsp. 1998, Darlkara i Moskowitz 1998). 

NO może być cytotoksyczny przez bezpośrednią inhibicję enzymów katalizujących 

życiowe funkcje komórkowe jak metabolizm energetyczny, syntezę DNA poprzez 
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powinowactwo clo żelaza i grup sulfonowych białek. 

Wszystkie związki hamujące aktywność NOS działają protekcyjnie zapobiegając 

zjawisku neurotoksyczności wywołanej pobudzeniem NMDA (Dawson i wsp. 1994a, 

1996a, 1996b, Yun i wsp.1996). Natomiast uważa się, że cGMP odgrywa nieistotną 

rolę w toksyczności NO za wyjątkiem neuronów siatkówki, nie jest również 

wyjaśnione ewentualne działanie neuroprotekcyjne cGMP sugerowane przez 

Farinelliego i wsp (1996). Inhibitor cyklazy guanylanowej lub analogi cGMP nie miały 

wpływu na toksyczność wywołaną pobudzeniem receptora NMDA i NO (Lusting i 

wsp. I992). 

7. Rola tlenku azotu w patologii ischemicznej mózgu. 

Niedokrwienie mózgu wywołuje nagłe zaburzenie gospodarki energetycznej, jonowej 

w komórkach o.u.n., co na poziomie organizmu objawia się charakterystycznym 

obrazem klinicznym. Mechanizm i czynniki determinujące rozwój patologii 

niedokrwiennej mózgu od lat znajdują się w centrum uwagi badaczy. Stosunkowo 

wcześnie poznano, że podczas ischemii następuje szybkie wyczerpanie się 

znikomych rezerw związków wysokoenergetycznych pociągając za sobą zaburzenia 

licznych energo-zależnych procesów komórkowych. Zaburzenia jonowe, przewaga 

katabolizmu nad metabolizmem prowadzą do naruszenia integralności błon i 

powodują zanik przedziałów wewnątrzkomórkowych, aktywację proteaz i fosfataz 

(Siesjö 1993)- Bezpośrednie skutki niedoboru tlenu i glukozy występujące w ischemii 

mózgu prowadzą w zależności od czasu trwania i typu niedokrwienia do dysfunkcji i 

nieodwracalnych zmian strukturalnych i śmierci neuronów. Rycina 7. przedstawia 

prawdopodobny rozwoju sekwencji zdarzeń molekularnych i zaburzeń 

biochemicznych indukowanych niedokrwieniem mózgu. Na przedstawionym 

schemacie sekwencji zjawisk istotną rolę przypisuje się w początkowej fazie 

aktywacji zależnych od potencjału kanałów wapniowych (VSCC) i uwalnianiu 

glutaminianu a dopiero następnie aktywacja receptorów NMDA. Istnieją liczne dane 

wskazujące, że patologia niedokrwienna jest związana lub nawet zapoczątkowana 

wejściem jonów wapnia do komórki (Siesjö i Bengtson 1989ab, Siesjö i Wieloch 
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1985) Salińska i wsp. (1991) sugeruje, że napływ jonów wapnia wiąże się przede 

wszystkim z pobudzeniem receptora glutamatergicznego typu NMDA. Ca"' pełni 

ważną funkcję jako stabilizator błon regulator metaboliczny i przekaźnik drugiego 

rzędu a także może być pośrednikiem w toksyczności komórki. Ischemia powoduje 

wzrost wewnątrzkomórkowego stężenia jonów wapnia i powolne przeładowanie 

mitochondriów prowadzące do neuronalnej śmierci (Deshpande i wsp. 1987, Martins 

i wsp. 1988, Dux i wsp. 1987). Ischemia u gerbila powoduje wzrost 

mitochondrialnego Ca-4 w komórkach glejowych, w komórkach piramidowych 

warstwy CAj hipokampa i komórkach kory nowej w ciągu 30 min reperfuzji. We 

wszystkich komórkach w warstwie CAl hipokampa obserwowano ponowny wzrost 

stężenia jonów wapnia po 6 godz. reperfuzji, co wiąże się z obniżeniem ATP 

(Cheung i wsp. 1986, Samadani i wsp. 1997). Liczne wyniki sugerują, że napływ 

jonów wapnia powoduje obumieranie neuronów (Choi 1994). Wapń aktywuje 

enzymy degradujące, lipazy, proteazy, fosfatazy i endonukleazy (Siesjö i Wieloch 

1985). Całkowita ischemia powoduje selektywne uszkodzenia neuronalne 

prowadzące do śmierci neuronów w komórkach piramidowych warstwy CAj 

hipokampa. Mimo intensywnych badań w dalszym ciągu poszukuje się odpowiedzi 

jakie procesy zapoczątkowują i jakie są odpowiedzialne za obumieranie neuronów 

(Ryc. 7.). 
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Rycina 7. 
Postulowany mechanizm zdarzeń wywołanych niedokrwieniem mózgu.. 
Następstwem niedokrwienia mózgu jest zaburzenie metabolizmu energetycznego komórki i obniżenie 
stężenia tlenu i glukozy. Wyczerpanie związków wysokoenergetycznych jak glukozy ATP, 02 oraz 
zwiększenie katabolizmu nad metabolizmem, zaburzenie gospodarki jonowej (K+, Na+, CL") prowadzi 
do depolaryzacji błon i otwarcia kanałów wapniowych zależnych od potencjału (VSCC) i uwolnienie 
glutaminianu. Nadmierne uwalnianie glutaminianu powoduje stymulację receptorów NMDA, 
prowadzi do wzrostu aktywności nNOS i aktywacji szeregu enzymów wapniowo zależnych. 
Uwalniany NO aktywuje tworzenie wolnych rodników i uszkodzenie DNA. Aktywacja PARS 
powoduje wyczerpanie NAD i ATI5 prowadzi do śmierci komórki, uszkodzenia tkanek i aktywacji 
indukowanej syntazy NO (iNOS). PARS- syntnza poli ADP-rybozy 
VSCC- kanały wapniowe zależne od napięcia (ang. voltage-dependent calcium channels), 
NMD A-R receptor NMDA, nNOS-neuronalna syntaza tlenku azotu, PLA2- fosfolipaza A2 

PKC- kinaza białkowa C, ONOO— anion peroksyazotawy, 02- anion ponadtlenkowy, 
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Glutaminian stymuluje receptor NMDA powodując napływ jonów Ca"' i aktywację 

różnych wapniowo-zależnych enzymów i procesów, w których aktywacja nNOS 

odgrywa wiodącą role. Do tej pory istniały liczne kontrowersje dotyczące roli NO w 

ischemii. Uwalnianie aminokwasów pobudzających modulowane przez syntazę NO 

może odgrywać decydującą rolę w inicjacji czynników patologicznych podczas jak i 

po niedokrwieniu, które ostatecznie mogą prowadzić do śmierci (Beveniste i wsp. 

1988, Bredt i Snyder 1989). Uwalnianie glutaminianu odgrywa ważną rolę w 

neuronalnych uszkodzeniach ischemicznych, inhibitory NOS wpływają na 

zmniejszenie uwalniania glutaminianu podczas ischemii. NNLA blokuje toksyczne 

działanie NMDA w hipokampie (Moncada 1992). 

Obecnie uważa się, że istotną rolę odgrywa NO i jego toksyczne działanie zależy 

od aktywacji procesów wolnorodnikowych (Traystman i wsp. 1991, Siesjö 1993, 

Caldwell iwsp. 1995). NO aktywnie reaguje z 02 anionem ponadtlenkowym tworząc 

anion peroksyazotawy OONO (Radi i wsp. 1991), który następnie rozpada do 

rodnika dwutlenku azotu (N02
#) i bardzo szkodliwego rodnika hydroksylowego'OH 

(Beckman i wsp. 1990). Znamienne obniżenie peroksydacji lipidów przez NNLA 

potwierdza rolę wolnych rodników a także NO w patologii ischemicznej mózgu 

(Caldwell i wsp. 1995). 

Obserwowano, że zablokowanie syntazy NO inhibitorem NOS, NNLA powoduje 

dramatyczną redukcję uszkodzeń ischemicznych spowodowanych miejscową 

ischemią (Nowicki i wsp. 1991, Buisson i wsp. 1992, 1993b). NNLA powodowała 

większą protekcję niż antagonista receptora NMDA. Długo nie było wiadomo czy 

neuroprotekcyjny wpływ NNLA jest wywoływany przez zablokowanie neuronalnej 

czy śródbłonkowej izoformy NOS. Weissman i wsp. (1992) pokazuje, że NNLA 

podawane 4 godz. przed ischemią pogłębia uszkodzenie. Stosowanie inhibitora 

NNLA powoduje w równym stopniu inhibicję eNOS i nNOS w przeciwieństwie do 7-

nitroindazolu, który wykazuje większą preferencją do neuronalnej izoformy NOS w 

mózgu (Moore i wsp. 1993 ab). Niska dawka NNLA hamuje wzrost aktywności NOS 

spowodowany ischemią (Caldwell i wsp. 1994, 1995) oraz wywiera niewielki wpływ 

na eNOS (Buisson i wsp. 1993b). Neuroprotekcyjny wpływ obserwowano w modelu 
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miejscowej ischemii u szczura i był odwracalny przez podanie L-argininy (Buisson i 

wsp. 1993b). Kontrowersyjne obserwacje wynikały z braku mało specyficznych 

inhibitorów dla poszczególnych izoform. W badaniach stosowano zróżnicowane 

dawki inhibitorów, podawane w różnym czasie przed i po ischemii. 

W ostatnich latach wprowadzenie zwierząt pozbawionych genów dla 

poszczególnych izoform syntazy pozwoliło wyjaśnić udział izoform syntazy w 

patologii ischemicznej. Stwierdzono, że rozległości uszkodzeń w miejscowej ischemii 

mózgu (Huang i wsp. 1994) jak i w całkowitej ischemii (Panahian i wsp. 1996) są 

znacznie mniejsze u muszy pozbawionej genu dla neuronalnej formy NOS. Mutanty z 

brakiem genu dla nNOS mają obniżoną aktywność enzymu (Hara i wsp. 1996ab). 

Wyniki ostatnich lat 1996-1998 uzyskane z zastosowaniem zwierząt pozbawionych 

genów dla nNOS, eNOS wskazują, że neuronalna syntaza NO jest odpowiedzialna za 

obumieranie neuronć)w w wyniku niedokrwienia mózgu. 
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ZAŁOŻENIA I CELE 

Tlenek azotu należy do nielicznej grupy gazowych neuromediatorów, zaliczany 

również do grupy przekaźników zwrotnych przekazujących informacje z części post 

do presynaptycznych zakończeń nerwowych. Określany bywa mianem "dziwnego 

neurotransmitera" dla którego cyklaza guanylanowa pełni funkcję receptora. NO 

reguluje procesy neurotransmisji i neurotransdukcji. NO uwalniany w warunkach 

fizjologicznych w wyniku pobudzenia postsynaptycznych receptorów NMDA 

aktywuje procesy transdukcji sygnału oraz przekazuje informacje do części 

pre synaptycznej, gdzie poprzez aktywację cyklazy guanylanowej i wzrost stężenia 

cGMP stymuluje kinazę białkową zależną od cGMP i bierze udział w uwalnianiu 

neurotransmiterów. Tlenek azotu odgrywa prawdopodobnie istotną rolę w 

długotrwałym wzmocnieniu synaptycznym w hipokampie oraz bierze udział w 

długotrwałej depresji synaptycznej w móżdżku i może być istotnym związkiem w 

procesie uczenia i pamięci. Proces starzenia jest istotnym czynnikiem ryzyka dla 

zaburzeń pamięci, procesów neurodegeneracji oraz niedokrwienia mózgu. Do roku 

1998 istniały liczne kontrowersje dotyczące udziału NO w patologii ischemicznej 

mózgu. Istotne było pytanie dotyczące roli NO w procesie neurodegeneracji i 

obumieraniu neuronów po ischemii mózgu. Wprowadzenie w ostatnim czasie szeregu 

mutantów pozbawionych odpowiednich genów dla poszczególnych izoform syntazy 

NO pozwoliło lepiej wyjaśnić udział poszczególnych izoform syntazy NO w patologii 

ischemicznej mózgu. 

Do chwili obecnej nie wyjaśniona pozostaje rola podstawowej konstytutywnej 

aktywności syntazy NO i zaburzeń regulacji podstawowego stężenia cGMP oraz 

udział receptorów NMDA w uwalnianiu NO w mózgach starczych. Pozostała nie 

wyjaśniona rola receptora NMDA w okresie reperfuzji po niedokrwieniu mózgu. W 

momencie rozpoczęcia badań nad udziałem NO w ischemii mózgu istniały liczne 

kontrowersje i nieznany był udział poszczególnych izoform syntazy NO w tej 

patologii. Uzasadniało to podjęcie badań mających na celu wyjaśnienie tych 

zagadnień. 
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Celem prezentowanej pracy było zbadanie zależnego od receptora NMDA 

uwalniania NO i jego udział w patologii ischeinicznej mózgu. 

Na ten cel złożyły się następujące cele szczegółowe: 

1. Zbadanie zależnego od receptora NMDA uwalniania NO i cGMP w różnych 

częściach mózgu dojrzałego i starczego. 

2. Zbadanie mechanizmów regulacji podstawowego stężenia cGMP w mózgach 

dojrzałych i starczych. 

3. Zbadanie wpływu receptora serotonergicznrego na zależną od receptora NMDA 

aktywność syntazy NO i stężenie cGMP w skrawkach kory mózgowej i 

hipokampa. 

4. Zbadanie wpływu procesu fosforylacji na aktywność syntazy NO i określenie 

udziału kinaz białkowych w regulacji aktywności syntazy NO przy użyciu 

dostępnych inhibitorów tych enzymów. 

5. Zbadanie aktywności syntazy NO i stężenia cGMP w różnych czasach ischemii i 

reperfuzji mózgu. 

6. Zbadanie wpływu specyficznych inhibitorów poszczególnych izoform syntazy NO 

celem określenia, która izoforma ulega aktywacji w czasie ischemii i reperfuzji. 

7. Określenie udziału NO uwalnianego podczas ischemii w procesie peroksydacji 

lipidów i obumieraniu neuronć)w w warstwie hipokampa. 

8. Ocena wpływu stosowanych inhibitorów syntazy NO na zapobieganie 

obumierania neuronów. 
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MATERIAŁY I METODY 

1. Zwierzęta doświadczalne 

Do doświadczeń używano dorosłych i starych szczurów rasy Wistar, z hodowli 

prowadzonej w I-CMDiK PAN, w Warszawie. Osobniki płci męskiej, w wieku 3-4 

miesięcy o masie ciała około 200g, były traktowane jako zwierzęta dorosłe i jako 

zwierzęta kontrolne w stosunku do osobników starych, 26-28-miesięcznych, o masie 

ciała około 400g. Do doświadczeń używano gerbili (Meriones Unquiculatus) z 

hodowli prowadzonej w I-CMDiK PAN, ul Dworkowa 3 w Warszawie w wieku 3 

miesięcy o masie ciała około 70-80g. Zwierzęta hodowano w warunkach stabilnej 

temperatury, wilgotności i diety. Po okresowym niedokrwieniu mózgu zwierzęta 

przetrzymywano w odpowiednich warunkach przez okres podany w opisie 

doświadczeń. Zwierzęta były operowane i przetrzymywane w okresie pooperacyjnym 

zgodnie z zasadami prawa etycznego ICMDiK PAN zgodnego z Konwencją 

Europejską 

2. Model niedokrwienia mózgu u gerbila 

Niedokrwienie mózgu u gerbila wywoływano poprzez zamknięcie światła naczyń obu 

tętnic szyjnych wspólnych klipsami Heifetz na okres 1, 2.5, 5 min stosując narkozę 

halotanową. Zwierzęta poddawano narkozie halotanowej 2.5% podczas operacji, a w 

czasie niedokrwienia mózgu redukowano do 0.5% halotanu w mieszaninie 70% N02 i 

30%) 02. Stałą temperaturę ciała (około 37°C) utrzymywano za pomocą 

podgrzewanego stolika operacyjnego. Grupę kontrolną stanowiły zwierzęta poddane 

operacji pozorowanej (izolowano obie tętnice szyjne wspólne) w tych samych 

warunkach. Niedokrwienie przodomózgowia osiągnięto u gerbila w ten sam sposób, 

w związku z istnieniem gatunkowej anomalii tętnic podstawy mózgu (Kirino 1982). 

Zwierzęta dekapitowano bezpośrednio po ischemii lub po przywróceniu krążenia po 

5 min niedokrwieniu mózgu na okres 5, 15, 30 min, 1, 2 i 4 godz., 4 i 7 dni a 

następnie dekapitowano i izolowano półkule mózgowe i móżdżek, które zamrażano 

w ciekłym azocie, potem używano do oznaczeń aktywności syntazy NO, stężenia 

cGMP, CDB, TBRAS lub do badań histologicznych. 
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3. Farmakologiczne modyfikacje reakcji mózgu na ischemię 

W badaniach uwzględniono następujące związki; 

a. niekompetycyjny antagonista receptora NMDA, MK-801; podawano dootrzewnowo 

w dawce 0.8mg/kg mc 30 min przed niedokrwieniem mózgu, (Gili i wsp. 1992) 

b. inhibitor syntazy NO, N-nitroL-argininę (NNLA); podawano dootrzewnowo w 

dawce 30mg/kg mc 5 min przed ischemią, 

c. inhibitor wykazujący powinowactwo do neuronalnej formy syntazy NO, 7-

nitroidazol podawano dootrzewnowo w cLawce 25mg/kg mc 5 min przed 

niedokrwieniem mózgu (Kelly i wsp. 1995) 

d. inhibitor cyklazy guanylanowej, LY 83 583 podawano dootrzewnowo w dawce 

6mg/kg mc 5 min przed ischemią (Brandt i Canrad, 1991) 

e. inhibitor indukowanej formy NOS, hydrokortizon podawano podskórnie w dawce 

40mg/kg mc przez 7 dni i na 2 godziny przed wywołaniem ischemii (Weber i wsp 

1994). 

Po niedokrwieniu mózgu zwierzęta dekapitowano lub przywracano krążenie na okres 

5, 15, 30 min, 1, 2, 4 godz., 4, 7dni. Półkule mózgowe i móżdżek izolowano i 

błyskawicznie zamrażano w ciekłym azocie, a następnie używano do oznaczeń: 

aktywności NOS, stężenia cGMP, CDB, TBARS. 

4. Przygotowanie materiału do doświadczeń i analiz 

Wyjściowym materiałem do badań była istota szara kory mózgu, hipokampa i 

móżdżku szczurów dorosłych i starych. Zwierzęta dekapitowano, błyskawicznie 

izolowano mózg, a następnie na schłodzonej do temperatury 4°C szalce Petriego 
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preparowano półkule mózgowe, w celu usunięcia opon, naczyń oraz istoty białej i 

izolowano różne części mózgu. Materiałem wyjściowym do badań uszkodzeń 

ischemicznych były półkule mózgowe, hipokamp i móżdżek. 

4.1 Preparatyka skrawków z różnych części mózgu. 

Z wyizolowanej kory mózgowej, hipokampa i móżdżku otrzymywano skrawki o 

grubości 0.35x0.35 111111 na schłodzonym stoliku do temperatury 4°C przy użyciu 

aparatu Mc Illwaina. Następnie skrawki zawieszano w buforze Krebsa-Henseleita 

(KRBS) o składzie: 120 111M NaCl, 5 111M KCl, 1.2 111M MgS04, 1.2 111M KH2P04, 25 mM 

NaHCO} i 10 mM glukoza, równoważonym karbogenem (mieszanina 95%02 i 5%C02) 

do uzyskania pH 7.4. i wirowano 15 min przy 1100x g. Nadsącz odrzucano a 

skrawki zawieszano ponownie w buforze KRBS i oznaczano białko. Skrawki 

równoważono w środowisku karbogenu przez 90 min w łaźni wodnej o temperaturze 

37°C w celu przywrócenia równowagi metabolicznej (Ryc. 8.). 

Skrawki używano do badania podstawowego stężenia cGMP oraz zależnej od 

receptora NMDA aktywności NOS i uwalniania NO oraz cGMP w różnych częściach 

mózgu dojrzałego i starczego oraz do badań zależności międzyreceptorowych. 
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Rycina 8. 

Wpływ preinkubacji na stężenie cGMP w skrawkach hipokampa, móżdżku i 
kory mózgowej. 
Skrawki hipokampa, móżdżku i kory mózgowej inkubowano w temperaturze 37°C w buforze KREBS 
o pH 7.4 w środowisku bez jonów wapnia. Reakcję przerywano 20% kwasem trichlorooctowym 
(TCA) i dalej postępowano jak opisano w Materiałach i Metodach 6. Wyniki są wartościami średnimi z 
4 eksperymentów ±SD. 

4.2. Przygotowanie 10% homogenatu z mózgu. 

Wyizolowaną korę mózgową, hipokamp i móżdżek dorosłych lub starych szczurów 

homogenizowano ręcznie w temperaturze 4°C w szklanym homogenizatorze 

Dounce'a (trzynaście przesuwów tłoka, typ A) zawierającym medium izolacyjne 0.25M 
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sacharoza z 50mM buforem HEPES (pH 7.4) zawierającym komplet inhibitorów 

proteaz (firmy Boehringer Mannheim), ImM EDTA i ImM DTT. Otrzymany 

homogenat używano do doświadczeń lub wirowano w celu uzyskania frakcji 

podkomórkowych: błon i cytozolu komórkowego. 

4.3. Otrzymywanie błon i cytozolu komórkowego. 

W celu uzyskania frakcji podkomórkowych: błon i cytozolu komórkowego, 

homogenat wirowano przez 3 min przy 800xg w temperaturze 4°C. Następnie 

nadsącz wirowano przez lgodz. przy 100 000xg w celu uzyskania frakcji błon i 

cytozolu komórkowego. Błony zawieszano w buforze 10 111M Tris-HCl pH 7.4 

zawierającym inhibitory proteaz i ImM EDTA. 

5. Metody biochemiczne oznaczania aktywności enzymów 

5.1 Oznaczanie aktywności syntazy tlenku azotu 

Aktywność syntazy NO oznaczano poprzez pomiar radioaktywnej [3H]L-cytruliny 

powstającej w równych ilościach z NO ze znakowanej [3H]L-argininy w reakcji 

katalizowanej przez syntazę NO w obecności kolatorów wg metody opisanej przez 

Bredta i Snydera, (1990) i zmodyfikowanej przez Hekera i wsp. (1994) 

Homogenat (200|ig białka) inkubowano w środowisku zawierającym 100 |iM [ H]L-

argininę [1 ^Ci], 1 111M NADPH, 15 (J.M FAD, 10 fiM tetrahydrobiopterynę (H4B), 1 |^M 

kalmodulinę w buforze 50 mM HEPES pH 7.4 zawierającym 1 mM DTT, 1 111M EDTA, 

2 mM Ca"' w końcowej objętości 300 (il. Próby zerowe nie zawierały białka. 

Inkubację prowadzono 30 min w 37 °C. Następnie reakcję przerywano przez dodanie 

lml zimnego buforu lOOmM HEPES z lOmM EGTA, pH 5.5, dodawano 500 mg 

Dowexu AG 50W-X8 (w formie Na+), mieszano intensywnie 2 minuty i inkubowano 5 

min w łaźni wodnej o temperaturze 4°C. Po odwirowaniu przy 2000x g przez 15 min 

mierzono radioaktywność [3H]L-cytruliny w nadsączu. Ilość powstającej radioaktywnej 
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L-cytruliny w wyniku reakcji NOS-u obliczano odejmując radioaktywność próby 

zerowej. 

5.2 Oznaczanie aktywności cyklazy guanylanowej 

Aktywność cyklazy guanylanowej oznaczano w homogenacie według metody 

opisanej przez Bonkale i wsp. 1995 

Homogenat, 300(ig białka inkubowano 15 min. w temperaturze 37°C w obecności 4 

mM 3-izobutylo-l,l-metylenoksantyny (IBMX) i z różnymi stężeniami MgCl2-GTP 

(0.25 - 4mM). Aktywność była mierzona w nieobecności i w obecności ImM 

nitroprusydku sodu (SNP) w końcowej objętości 300 \i\. Reakcje przerywano 200 |al 

20 % kwasu trichlorooctowego (TCA), odwirowywano przy 3000 rpm przez 15 min. 

Nadsącz przemywano czterokrotnie eterem dietylowym i neutralizowano IN NaOH 

do pH 7.4. Stężenie cGMP oznaczano metodą immunochemiczną. 

6. Oznaczanie cGMP 

Tkankę lub skrawki w których oznaczano stężenie cGMP homogenizowano w 20% 

kwasie trichlorooctowym (TCA), odwirowano przy 3000 rpm przez 15 min. Nadsącz 

przemywano czterokrotnie eterem dietylowym i neutralizowano bardzo małą ilością 

IN NaOH do pH 7.4. Poziom cGMP oznaczano metodą radioimmunochemiczną lub 

immunochemiczą stosując zestawy firmy Amersham. Metoda radioimmunochemiczną 

jak i immunochemiczą bazuje na współzawodnictwie pomiędzy nieznakowanym 

cGMP a znakowanym trytem [3H]cGMP (w metodzie radioimmunochemicznej) lub 

peroksydazą chrzanową (w metodzie immunochemiczej) do określonej liczby 

specyficznych miejsc w przeciwciele przeciwko cGMP. 

http://rcin.org.pl



32 

6.1. Metoda immunochemiczna oznaczania cGMP 

DJ RA-
cGMP 

cGMP-PO 

cGMP 

+ TMB 

15-18 godz 30 min 

Rycina 9. 
Schematyczne przedstawienie oznaczania cGMP metodą immunochemiczną. 
DAR -drugorzędowe przeciwciało ośle przeciwko królikowi (ang. Donky anty-Rabbit) 
RA-cGMP -drugorzędowe przeciwciało królicze przeciwko cGMP (ang. Rabbit anti-cGMP) 
cGMP-PO -cGMP znakowany peroksydazą chrzanową, (ang. cGMP-peroxidase) 
TMB -3,3',5,5' -tetrametylobenzydyna 

Na płytkę zawierającą 96 studzienek z osadzonym na dnie drugim przeciwciałem 

oślim przeciwko królikowi (DAR) nanoszono standardy w odpowiednim 

rozcieńczeniu (200-12800 pmoli/ml w celu wyznaczenia krzywej standardowej na 

podstawie, której było obliczane stężenie cGMP w badanych próbach. Do dalszych 

studzienek nanoszono badane próby. Kolejno do wszystkich studzienek oprócz próby 

ślepej i próby dla niespecyficznego wiązania dodawano drugorzędowe przeciwciało 

królicze przeciwko cGMP (RA-cGMP) i inkubowano w 3-5°C delikatnie mieszając 

przez 15-18 godzin. Następnie dodawano znakowany peroksydazą chrzanową cGMP 

(cGMP-PO) i inkubowano w 3-5°C delikatnie mieszając przez 3 godziny. Przemywano 

czterokrotnie buforem i dodawano 200 fil 3,3\5,5'tetrametylobenzydyny (TMB), 

mieszano i inkubowano 30 min w temperaturze pokojowej. Absorbcję mierzono przy 

450nm po dodawaniu IM H2S04 w ciągu 30 min w czytniku do ELISA (Bio-Rad). 

Stężenie cGMP obliczano na podstawie krzywej standardowej stosując program 

komputerowy Bio-Rad Reader Microsoft. 
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7. Badanie procesu peroksydacji lipidów 

Peroksydację lipidów określano poprzez pomiar stężenia związków reagujących z 

kwasem tiobarbiturowym w tym dialdehydu malonylowego (MDA) w homogenacie 

półkul mózgu i móżdżku wg metody Wilbur i wsp. (1949) zmodyfikowanej przez 

Asakawa i Matsushita (1980) oraz przez pomiar ilości podwójnych sprzężonych 

wiązań (CDB) w ekstrakcie lipidowym wg metody opisanej przez Recknagel i Glende 

1984. 

7.1. Pomiar stężenia związków reagujących z kwasem tiobarbiturowym 

Końcowymi produktami peroksydacji wielonienasyconych kwasów tłuszczowych są 

aldehydy i ketony w tym dialdehydy mają one zdolność tworzenia barwnych 

kompleksów z kwasem tiobarbiturowym (TB A), stąd określa się je jako TB ARS- od 

nazwy angielskiej Tiobarbituric acid reactive substances. Dialdehyd malonylowy 

(MDA) jest podstawowym związkiem z tej grupy, pozostałe w warunkach reakcji z 

TBA, zostają najczęściej rozłożone z jednoczesnym uwolnieniem MDA. 

Oznaczenia stężenia TBARS prowadzono w mieszaninie inkubacyjnej zawierającej 

około 0.2 mg białka homogenatu, 1 ml 30 % TCA, 0.1 ml 5 M HCl i 1 ml 0.75 % TBA. 

Próby inkubowano przez 30 min w 100°C pod chłodniczką zwrotną. Po odwirowaniu 

przeprowadzono pomiar spektrofotometryczny przy długości fali A,=535 nm wobec 

próby ślepej. Do obliczeń stężenia MDA stosowano molowy współczynnik ekstynkcji 

=1.56 x 105 M 1 cm"1. 

7.2. Oznaczanie podwójnych sparowanych wiązań w ekstrakcie lipidowym. 

Podwójne sprzężone wiązania (dieny, CDB) obok MDA są wyznacznikiem 

peroksydacji lipidów. Pojawiają się w nienasyconych kwasach tłuszczowych w 
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wyniku przemieszczania się elektronów, po ataku wolnych rodników na grupę 

metylenową oddzielającą wiązania podwójne. Wykazują one charakterystyczną 

absorbcje przy długości fali \=235 nm. Ekstrakt lipidów z homogenatu półkul 

mózgowych i móżdżku otrzymywano metodą Bligh i Dyer (1959) (Materiały i Metody 

8). Po odwirowaniu przy 3500x rpm przez 15 min zbierano dolną warstwę 

chloroformową i odparowywano pod azotem. Lipidy rozpuszczano w 1 ml n-

heksanu, oznaczano stężenie podwójnych sparowanych wiązań, mierząc absorbcję 

przy długości fali A.=235nm wobec próby odczynnikowej. 

8. Ekstrakcja lipidów 

Lipidy błon homogenatu ekstrahowano 2.5ml mieszaniny chloroform-metanol (1:2, 

v/v), zgodnie z warunkami opisanymi przez Bligh'a i Dyer'a (1959). Ekstrakt 

pozostawiano na 5 minut w temperaturze 4°C, a następnie dodawano odpowiednie 

objętości chloroformu oraz wody destylowanej. Całość wytrząsano energicznie 30 

sekund i pozostawiano na 5 minut w temperaturze 4°C. W celu dokładnego 

rozdzielenia faz, próby wirowano przy 3500 obrotów przez 10 minut. Fazę dolną, 

zawierającą lipidy odparowano w strumieniu azotu. 

9. Badanie regulacji aktywności syntazy tlenku azotu i stężenia cGMP. 

9.1. Warunki do badanie zależnej od pobudzenia receptora NMDA aktywności 

syntazy tlenku azotu i stężenia cGMP. 

Po preinkubacji skrawki z kory mózgowej, z hipokampa i móżdżku stymulowano 

kwasem N-metylo-D-asparaginowym (NMDA) w stężeniu 100 |iM. W 

doświadczeniach dodatkowo stosowano poza NMDA jeden z następujących 

odczynników: niekompetycyjnego antagonisty receptora NMDA, MK-801, o stężeniu 

10 |aM, kompetycyjnego antagonisty receptora NMDA, APV, w stężeniu 10 |j,M, 

inhibitory NOS, N-nitro-L-argininę, 7-Nitroindazol w stężeniu 100 fiM, inhibitor 
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fosfodiesterazy, IBMX, w stężeniu ImM, Inkubację prowadzono przez 15min w 

temperaturze 37°C w buforze KRBS, pH 7.4 z 2 mM wapniem w całkowitej końcowej 

objętości 300(0.1. Próby kontrolne inkubowane tylko z buforem. 

a) Do oznaczania aktywności NOS inkubację prowadzono w obecności 10 mM L-

argininy [lfiCi], ImM NADPH, ImM DTT, ImM EDTA. Reakcje przerywano lml 

zimnego bufom lOOmM HEPES z lOmM EGTA pH 5.5, po odwirowaniu przy 4500 

rpm przez 15 min ponownie zawieszano w 1 ml buforu HEPES z EGTA, 

homogenizowano i dodawano 500 mg Dowexu AG 50W -X8 (formy Na+). Dalej 

postępowano tak jak opisano Materiały i Metody 5.1. 

B) Do oznaczenia stężenia cGMP reakcję przerywano przez dodanie 0.2 ml 20 % TC A. 

Po sonifikacji homogenat odwirowano przy 3000 rpm przez 5 min. Nadsącz 

przenoszono do czystych probówek i czterokrotnie przemywano eterem dietylowym i 

zobojętniano IN NaOH do pH 7.4, cGMP oznaczano metockj radioimmunochemiczną 

lub immunochemiczna. 

9.2. Warunki do badania wpływu serotoniny na zależną od receptora NMDA 

aktywność syntazy tlenku azotu i stężenie cGMP. 

Skrawki z kory mózgowej lub hipokampa po uprzedniej preinkubacji stymulowano 

100 fiM NMDA, w obecności jednego z następujących odczynników: 100 |aM 

serotoniny razem z 10 (J.M, pargyliną lub 100 fiM buspironem, bez, lub w obecności 

10 fiM NAN-190, antagonisty receptora 5HT1A. W badaniach stosowano również 

antagonistę receptora 5HT2, 100 (nM ketanserynę, oraz agonistę receptora 5HT1B/D, 10 

(J.M sumatriptan, lub 10 |nM zolmatriptan. Inkubację prowadzono przez 15min w 

temperaturze 37°C w buforze KREBS, pH 7.4 z 2 mM wapniem w końcowej objętości 

300|il. Próby kontrolne inkubowane tylko z buforem. 

a) Do oznaczania aktywności syntazy NO inkubację prowadzono w optymalnych 

warunkach w obecności lOmM [3H]L-argininy [l|nCi], ImM NADPH, ImM DTT, ImM 

EDTA. Reakcje przerywano lml zimnego buforu lOOmM HEPES z lOmM EGTA pH 

5.5, po odwirowaniu przy 4500 rpm przez 15 min ponownie zawieszano w 1 ml 
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buforu HEPES z EGTA, homogenizowano i dodawano 500 nig Dowexu AG 50W -X8 

(formy Na+). Dalej postępowano tak jak opisano w Materiałach i Metodach 5.1. 

B) Do oznaczenia stężenia cGMP reakcję przerywano przez dodanie 0.2 ml 20 % TCA 

i dalej postępowano jak opisano w Materiałach i Metodach 5.2. Cykliczny GMP 

oznaczano metodą radioimmunochemiczną lub immunochemiczną. 

9.3. Warunki do badania wpływu procesu fosforylacji-defosforylacji na 

aktywność syntazy tlenku azotu. 

Homogenat oraz cytozol z kory mózgowej (około lOOjug białka) lub 0.8 ^.g 

oczyszczonej syntazy NO (Sigma, USA) wraz z 10(j.g cytozolu jako źródłem kinaz 

inkubowano 10 min w temperaturze 30°C bez lub w obecności poszczególnych 

inhibitorów kinaz H-7, H-8, H-9 w stężeniu 10|uM, inhibitorem fosfataz, wanadzianu 

sodu w stężeniu 50nM. Do badań używano butyleno-cGMP w stężeniu ImM lub 

inhibitor fosfodiesterazy, IBMX w stężeniu ImM w środowisku optymalnym dla 

badania aktywacji NOS opisanych w Materiałach i Metodach 5.1. Reakcję prowadzono 

w obecności lOmM Mg~\ 50piM ATP w końcowej objętości 300|ul. Następnie reakcję 

przerywano dodaniem lml zimnego buforu lOOmM HEPES, pH 5.5 zawierającego 

lOmM EGTA, dalej postępowano jak w Materiałach i Metodach 5.1. 

Fosforylację syntazy NO, enzymu oczyszczonego (otrzymanego z firmy Sigma) i 

cytozolowej syntazy NO oznaczano wg metody opisanej przez Nakane i wsp. (1991). 

Cytozol komórkowy z kory mózgowej (10|ag) bez lub z oczyszczoną NOS (0.8 |ig) 

inkubowano 10 min w temperaturze 30°C w obecności 10 mM Mg~4, 50(iM [y32P]ATP 

(2|LtCi) bez oraz w obecności inhibitorów kinaz białkowych H-7, H-9 w stężeniu 

10|uM lub inhibitora fosfataz, wanadzianu sodu w stężeniach 50|uM w końcowej 

objętości 20|il. Cytozol stosowano w doświadczeniach z oczyszczoną NOS jako źródło 

kinaz. Reakcję przerywano dodając 4\i\ buforu 250 mM Tris-HCl o pH 6.8 

zawierającego 8% SDS, 40% glicerol, 8O111M DTT, 0.5% błękit bromofenolu. Próby 

rozdzielano na żelu poliakrylamidowym (4% żel zagęszczający i 7.5% żel 
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rozdzielający) wg metody Laemmli i wsp. (1970). Elektroforezę prowadzono przy 

stałym natężeniu prądu 25mA przez 15 min i przy 35mA przez 3 godz. Żel 

wybarwiano w błękicie Comassie a następnie poddawano autoradiografii na kliszy 

Hiperfilm™-ECL (Amersham) w kasecie Hipercasset™ (Amersham) przez 3 dni w 

temperaturze -70°C. Po wywołaniu zaczernienie na kliszy analizowano 

densytometrycznie używając densytometni firmy LKB (Ultrascan XL i programu 

GelScan). 

10. Immunodetekcja syntazy NO metodą Western blottingu 

10.1 Elektroforeza białek na żelu poliakrylainidowym (SDS-PAGE) 

Białko z wyizolowanych frakcji (około 50mg) mieszano z taką samą objętością buforu 

zawierającego 62.5 niM Tris-HCl o pH 6.8, 10% glicerol, 2% SDS, 1.5% b-

merkaptoetanol oraz 0.05% błękit bromofenolu i umieszczano na 5 min w łaźni 

wodnej w temperaturze 100°C. Po schłodzeniu, próby nanoszono w całości do 

studzienek elektroforetycznych w żelu poliakrylainidowym (4% żel zagęszczający i 

7.5% żel rozdzielający) wg metody Laemmli i wsp. (1970). Elektroforę prowadzono 

przy stałym natężeniu 25 mA przez 15 min a potem przy 35 mA przez 3 godziny. Po 

elektroforezie białka z żelu były przenoszone na błony nitrocelulozowe Hybond-Extra 

C (Amersham). 

10.2. Przenoszenie białek na błony nitrocelulozowe. 

Rozdzielone białka przenoszone były z żeli poliakrylamidowych metodą 

elektroblottingu na błony nitrocelulozowe Hybond-Extra C (Amersham) wg metody 

Towbina i wsp. (1979). Elekt rob lotting prowadzono przez około 20 godzin przy 

natężeniu prądu 1.1 mA /cm w buforze: 25mM Tris-HCl o pH 8.3 z 192mM glicyną i 

20 % metanolem. Efektywność przenoszenia sprawdzano poprzez wybarwienie żelu 

błękitem Coomassie, natomiast efektywność przenoszenia białek na błonę 
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nitrocelulozową sprawdzano czerwienią Ponceau S. Błony poddawano reakcji z 

odpowiednim przeciwciałem. 

10.3 Analiza immunochemiczna 

W czasie całej procedury używano lOOmM bufor fosforanowy pH 7.5 zawierający 

lOOmM NaCl, 0.05% niejonowym detergentem Tween 20 (PBS-T). Wszystkie inkubacje 

prowadzono w temperaturze pokojowej. Wiązania niespecyficzne na błonach 

nitrocelulozowych zawierających rozdzielone białka wysycano 5% roztworem 

odtłuszczonego mleka w buforze PBS-T przez 2-3 godzin. Następnie prowadzono 

inkubację przez 1 godzinę z pierwszorzędowym przeciwciałem monoklonalnym 

przeciwko nNOS (Affiniti, Anglia) w rozcieńczeniu 1:500 w PBS-T, lub z 

monoklonalnym przeciwciałem przeciwko eNOS (Affiniti, Anglia) w rozcieńczeniu 

1:500. Następnie po trzykrotnym odpłukaniu w PBS-T (3x 10 min) błony inkubowano 

przez 30 min z drugorzędowym przeciwciałem typu IgG sprzężonym z preoksydazą 

chrzanową w rozcieńczeniu 1:1000 w 5% mleku w buforze PBS-T. Po ponownym 

trzykrotnym (3x 10 min) odpłukaniu poddano immunodetekcji stosując metodę 

chemiluminescencji (ECL), wykorzystując firmowy zestaw Amersham. Błony 

eksponowano w ciemni na kliszę Hiperfilm™-ECL (Amersham). Czas naświetlania 

klisz HyprefilmIM-ECL (Amersham) wynosił 5-15 min. Zaczernienie analizowano 

densytometrycznie używając densytometru firmy LKB (Ultrascan XL i programu 

GelScan). 

11. Oznaczanie ekspresji indukowanej formy syntazy NO na poziomie mRNA 

metodą Northern biot 

RNA izolowane było metodą fenolowo-chloroformową opisaną przez 

Chomczyńskiego i wsp (1990). Z tkanki ekstrahowano RNA fenolem, następnie 

mieszaniną fenol:chloroform (24:1) i chloroformem. RNA strącano 2M LiCl. Otrzymane 

RNA rozpuszczano w sterylnej wodzie bez RN Azy (Sigma). Następnie 10 mg RNA 

poszczególnych prób rozdzielano na denaturującym formaldehydowym 1% żelu 
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agarozowym z bromkiem etydyny wg metody Sambrook i wsp. (1986). Elektroforezę 

prowadzono w buforze 0.1M MOPS pH 7.0, 40 mM octan sodu, 5 niM EDTA pH 8.0 

przy stałym napięciu 40V przez godzinę, a następnie przy 20 V przez kolejnych 18 

godzin. Rozdzielone RNA na żelu przenoszono metodą kapilarną na błonę nylonową 

Hybond-N (Amersham) w buforze 20x SSC zawierającym 3M NaCl i 0.3M cytrynian 

sodu (Thomas i wsp. 1980). Efektywność przenoszenia sprawdzano w świetle 

ultrafioletowym. Błony poddawano prehybrydyzacji przez 2 godz. w buforze 

prehybrydyzacyjnym zawierającym roztwór Denhardta, IM Tris-HCl, 5 M NaCl, 10% 

pirofosforan sodu, 10% SDS w temperaturze 67°C. Potem błony poddawano 
32 hybrydyzacji z wyznakowaną [ Pl-sondą (komplementarnym odcinkiem cDNA dla 

indukowanej formy NOS (otrzymanej od Q. Xie i T. Nathana, USA), drugą błonę 
32 inkubowano z sondą znakowaną [ PlcDNA dla dehydrogenazy aldehydu 3-

fosfoglicerynowego (GAPDH), (odcinkiem cDNA komplementarnym dla GAPDH) 

przez 24 godz. w temperaturze 67°C. Po trzykrotnym odpłukaniu w buforze 2xSSC z 

0.1% SDS w temperaturze 64°C przez 20 min błony eksponowano na kliszę XAR-5 

Kodak (Rochester NY, USA) w kasecie Hipercasset™ (Amersham) przez 3 dni w 

temperaturze -70°C. 

12. Badania histologiczne 

a- N-nitroL-argininę podawano dootrzewnowo w dawkach 1 mg/kg lub 30 mg/kg mc 

5 min przed ,1,3, 24, 48 godzin po 5 minutowym niedokrwieniu mózgu, lub tylko 

po 5 min, 1 , 3, 24, 48 godzin. 

b- 7 Nitroindazol podawano dootrzewnowo w dawce 25 mg/kg mc 5 min przed 1, 3, 

24, 48 godzin po ischemii. 

Po 7 dniach po ischemii mózgu zwierzęta były perfundowane 4% roztworem 

formaliny poprzez serce. Mózgi izolowano i utrwalano w 4% roztworze formaliny 

przez tydzień. Osuszano i zatapiano w parafinie, następnie cięto 10 mm skrawki z 
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części grzbietowej hipokampa i wybarwiano neurony w fiolecie krezylu. Oglądano 

pod mikroskopem w powiększeniu lOOx , 200x lub 400x. Ilość neuronów zliczano w 

odpowiedniej wielkości polach w preparatach z inhibitorami porównując z takimi 

samymi wielkościami pól w preparatach kontrolnych. 

13. Pomiary radioaktywności badanych prób 

Radioaktywność próbek mierzono używając 10ml mieszaniny scyntylacyjnej, 

przygotowywanej wg procedury opisanej przez Bray'a (I960). Rozpuszczalniki 

organiczne zawarte w radioaktywnych próbach odparowywano przed dodaniem 

scyntylatora. Radioaktywność prób, zawierających roztwory wodne, mierzono 

zachowując stosunek objętościowy próby do scyntylatora w granicach 1:16-1:20. 

Radioaktywność próbek znakowanych izotopami 3H, 3"P mierzono w liczniku 

scyntylacyjnym LKB Wallac 1409, stosując czas zliczania 1 minutę. 

14. Inne oznaczenia 

Zawartość białka w próbkach oznaczano przy użyciu fenolowego odczynnika 

Folin'a według procedury opisanej przez Lowryego i wsp. (1951). 

15- Statystyczne opracowanie wyników 

Każde oznaczenie wykonywano w trzech powtórzeniach. Za ostateczny wynik 

przyjmowano wartość średnią ± odchylenie standardowe (S.D.) obliczane z 

indywidualnych pomiarów (średnich z powtórzeń). W celu ustalenia wiarygodności 

zaistniałych różnic w badaniach porównawczych, wartości z poszczególnych 

eksperymentów weryfikowano wieloczynnikową analizą wariancji (ANOVA). 

Wyniki doświadczeń mających na celu ustalenie wpływu wieku na zależną od 

pobudzenia receptora NMDA aktywności syntazy NO i stężenie cGMP analizowano 

przy użyciu 3-czynnikowej ANOVA z powtarzanymi pomiarami, gdzie czynnikiem 

międzygrupowym był wiek (zwierzęta dorosłe, stare), jednym czynnikiem 

powtarzanych pomiarów był rejon mózgu (hipokamp, móżdżek i kora mózgowa) 
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drugim czynnikiem powtarzanych pomiarów była obecność lub brak agonisty 

receptora NMDA, antagonisty receptora NMDA, MK-801, oraz inhibitora NOS, NNLA. 

Wyniki oznaczeń podstawowego stężenia cGMP oraz aktywności enzymów 

biorących udział w regulacji cGMP (NOS, cyklazy guanylanowej, fosfodiesterazy) u 

zwierząt starych i dorosłych analizowano przy użyciu 2-czynnikowej ANOVA z 

powtarzanymi pomiarami, gdzie czynnikiem międzygrupowym był wiek (zwierzęta 

dorosłe, stare), czynnikiem powtarzanych pomiarów był rejon mózgu (hipokamp, 

móżdżek i kora mózgowa). 

Wpływ pobudzenia receptora NMDA, serotonergicznego, MK-801, inhibitorów syntazy 

NO, cyklazy guanylanowej oraz ischemii, reperfuzji na aktywność syntazy NO, 

stężenie cGMP, procesy peroksydacji analizowano przy użyciu 1-czynnikowej ANOVA 

z powtarzanymi pomiarami, gdzie czynnikiem powtarzanych pomiarów były wamnki 

doświadczalne. W przypadku wystąpienia statystycznie istotnego efektu 

któregokolwiek z głównych czynników lub statystycznie istotnych oddziaływań 

między efektami głównych czynników wykonywano analizę post-hoc przy użyciu 

testu Studenta Newmana-Keula. 

Wyniki uznawano za znamienne statystycznie przy poziomie istotności p poniżej 0.05. 
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WYNIKI 

1. Regulacja zależnego od receptora NMDA uwalniania NO i stężenia cGMP w 

różnych częściach mózgu u zwierząt dorosłych i starych. 

Pobudzenia receptora NMDA przez jego agonistę, kwas N-metyl-D-asparaginowy 

(NMDA) w stężeniu 100|aM powodowało wzrost aktywności syntazy NO do 147 ±13% 

w porównaniu do wartości kontrolnych w skrawkach kory mózgowej zwierząt 

dorosłych (Ryc.4.). Wzrost zależnej od receptora NMDA aktywności NOS w 

skrawkach kory mózgowej był hamowany całkowicie przez APV, kompetycyjnego 

antagonistę receptora NMDA, w stężeniu 10|iM i przez MK-801, niekompetycyjnego 

antagonistę receptora NMDA, w stężeniu lOfiM. Inhibitor wapniowo zależnych 

izoform NOS, N-nitroL-arginina (NNLA) w stężeniu lOOf^M hamował wzrost 

aktywności enzymu spowodowany pobudzeniem receptora NMDA do wartości 

kontrolnych. 7-nitroindazol (7-NI), inhibitor wykazujący preferencje do neuronalnej 

izoformy NOS, w stężeniu IOOJIM powodował statystycznie znamienne obniżenie 

wzrostu aktywności NOS zależnego od pobudzenia receptora NMDA do wartości 

kontrolnych, która wynosiła 43.0 ±10 pmol/mg białka (Ryc. 10.). 
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Rycina 10. 
Wpływ antagonistów receptora NMDA i inhibitorów syntazy tlenku azotu na 
zależną od stymulacji receptora NMDA aktywność syntazy tlenku azotu w 
skrawkach kory mózgowej. 
Po 90 min preinkubacji skrawki z kory mózgowej inkubowano z agonista receptora NMDA, 100 (J.M i 
odpowiednio z kompetycyjnym antagonista receptora NMDA lOjiM APV, niekompetycyjnym 
antagonista receptora NMDA, 10fj.M MK-801, inhibitorem NOS, 100fj.M N-nitro-L-arginina (NNLA) lub 
inhibitorem neuronalnej formy NOS, 100fj.M, 7-nitroindazolem (7-N1) przez 15 min w temperaturze 
37°C. Inkubacje prowadzono w obecności 2 mM Ca ' w buforze KREBS o pH 7.4 jak opisano w 
Materiałach i Metodach 91. Kontrole stanowiła aktywność NOS mierzona w skrawkach kory 
mózgowej nie stymulowanych NMDA inkubowanych w tych samych warunkach w buforze KREBS pH 
7.4 z 2mM Ca2' , przyjęto za 100% i wynosiła 43.0+10 pmol/mg białka. Wyniki są wartościami średnimi 
z 6 eksperymentów ±SD, #p<0.001 w stosunku do wartości kontrolnych, **p<0.001 w stosunku do 
wartości NMDA. 

Tlenek azotu powstający w wyniku pobudzenia receptora NMDA powodował wzrost 

stężenia cGMP. W wyniku stymulacji receptora NMDA stężenie cGMP wzrastało 

czterokrotnie do 8.5±0.4 pmol/mg białka w porównaniu do wartości kontrolnych 

1.9+0.3 pmol/mg białka w skrawkach kory mózgowej (Ryc. 11.). Wzrost stężenia 

cGMP był likwidowany do wartości kontrolnych przez antagonistów receptora NMDA, 
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APV i MK-801. Wzrost stężenia cGMP spowodowany aktywacją receptora NMDA był 

hamowany do wartości kontrolnych przez inhibitory syntazy NO (NNLA, 7-NI). 

1 2 -i 

Rycina 11. 
Wpływ antagonistów receptora NMDA i inhibitorów syntazy tlenku azotu na 
zależne od NMDA stężenie cGMP w skrawkach kory mózgowej. 
Skrawki z kory mózgowej inkubowano z agonistą receptora NMDA 100 }iM i odpowiednio z 
kompetycyjnym antagonistą receptora NMDA lOfiM APV, niekompetycyjnym antagonistą receptora 
NMDA, 10(j.M MK-801, inhibitorem NOS, lOOfiM N-nitro-L-argininą (NNLA) lub inhibitorem 
neuronalnej fonny NOS, 7-nitroindazolem (7-NI), IOO^iM przez 15 min w temperaturze 37°C. Inkubację 
prowadzono w obecności 2 niM Ca2' w buforze KREBS o pH 7.4. Reakcję przerywano 20% TCA i 
dalej postępowano jak opisano w Materiałach i Metodach 91. Kontrolę stanowiło stężenie cGMP 
mierzone w skrawkach kory mózgowej nie stymulowanych NMDA inkubowanych w tych samych 
warunkach w buforze KREBS pH 7.4 z 2mM Ca2+. Wyniki są wartościami średnimi z 6 eksperymentów 
±SD, #p<0.001 w stosunku do wartości kontrolnych , **p< 0.05 w stosunku do wartości NMDA. 

Pobudzenie receptora NMDA powodowało wzrost aktywności syntazy NO oraz 

wzrost zależnego od NO stężenia cGMP także w skrawkach hipokampa i móżdżku. 

W wyniku pobudzenia receptora NMDA obserwowano wzrost aktywności syntazy NO 

wynoszący odpowiednio w skrawkach hipokampa 165 ± 10%, natomiast w skrawkach 

móżdżku 154 ± 14% oraz w skrawkach kory mózgowej 147 ± 13% wartości 

kontrolnych (Ryc. 12.). Wzrost aktywności syntazy NO spowodowany aktywacją 

receptora NMDA byl hamowany do wartości kontrolnych przez MK-801, 
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niekompetycyjnego antagonistę receptora NMDA i przez NNLA, inhibitor syntazy NO, 

NNLA w trzech badanych częściach mózgu dorosłego. U zwierząt starych 

obserwowano wzrost aktywności NOS wywołany stymulacją receptora NMDA, który 

wynosił 125 ± 11% w skrawkach hipokampa, 135 ± 12% w skrawkach móżdżku i 140 

± 8% w skrawkach kory mózgowej w porównaniu do wartości kontrolnych. 

Odpowiedzi receptorowe w skrawkach badanych części mózgu starczego były 

obniżone w porównaniu do badanych odpowiedzi receptorowych w odpowiednich 

częściach mózgu dojrzałego (Ryc. 12.). 

Uwalnianie NO w wyniku pobudzenia receptora NMDA powoduje wzrost stężenia 

cGMP, który przebiegał z podobną dynamiką w skrawkach hipokampa, móżdżku i 

kory mózgowej. Największy wzrost stężenia cGMP obserwowano w pierwszych 2.5 

minutach stymulacji receptora NMDA, natomiast nieznaczny wzrost obserwowano w 

kolejnych minutach stymulacji receptora NMDA (Ryc. 13.). Pobudzenie receptora 

NMDA agonistą o stężeniu 100|iM powodowało wzrost stężenia c.GMP w skrawkach 

hipokampa, móżdżku i kory mózgowej zwierząt dorosłych odpowiednio do wartości 

15.8 ± 0.4, 11.5 ± 0.3 i 8.5 ± 03 pmol/mg białka. Natomiast wartości kontrolne w 

hipokampie móżdżku i korze mózgowej wynosiły odpowiednio 3-0 ± 0.3, 3-5 ± 0.3 i 

1.9 ± 0.2 pmol/mg białka. Wzrost stężenia cGMP był likwidowany przez 

niekompetycyjnego antagonistę receptora NMDA, MK-801 i inhibitor NOS, NNLA do 

wartości kontrolnych w badanych częściach mózgu dojrzałego. Stwierdzono brak 

wzrostu cGMP w wyniku pobudzenia receptora NMDA w skrawkach hipokampa i 

móżdżku zwierząt starych. Natomiast obserwowano zachowaną odpowiedź receptora 

NMDA w skrawkach kory mózgowej zwierząt starych (Ryc. 14.). 
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Rycina 12. 
Wpływ stymulacji receptora NMDA na aktywność syntazy tlenku azotu w 
skrawkach różnych części mózgu dojrzałego i starczego. 
Skrawki hipokampa, móżdżku i kory mózgowej zwierząt dorosłych i starych inkubowano z agonistą 
receptora NMDA, 100 fo.M i odpowiednio z niekompetycyjnym antagonistą receptora NMDA, lOfaM 
MK-801, inhibitorem NOS, 100(iM N-nitro-L-argininą (NNLA) przez 15 min w temperaturze 37°C. 
Inkubację prowadzono w obecności 2 niM Ca2ł w buforze KREBS o pH 7.4 jak opisano w Materiałach 
i Metodach 91. Kontrolę stanowiła aktywność NOS mierzona w skrawkach badanych części mózgu 
dojrzałego i starczego nie stymulowanych NMDA inkubowanych w obecności 2mM Ca'\ Wyniki są 
wartościami średnimi z 8 eksperymentów ±SD, ^p<0.001 w stosunku do wartości kontrolnych, 
**p<0.01 w stosunku do NMDA. 
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Rycina 13. 
Stężenie cGMP w zależności od czasu stymulacji receptora NMDA w skrawkach 
hipokampa móżdżku i kory mózgowej u zwierząt dorosłych 
Po 90 min preinkubacji skrawki hipokampa móżdżku i kory mózgowej inkubowano z 100(i.M kwasem 
N-metyl-D-asparaginowym w obecności 2 mM wapnia w buforze KREBS o pH 7.4 w temperaturze 
37°C. Reakcje przerywano 20% TCA i dalej postępowano jak w Materiałach i Metodach 9.1. Wartości 
kontrole wynosiły 3-0+0.2, 3-5+0.3, 1.77+0.6 w skrawkach hipokampa móżdżku i kory mózgowej. 
Wyniki są wartościami średnimi z 4 eksperymentów +SD, *p< 0.05 w stosunku do kontroli. 
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Rycina 14. 
Wpływ stymulacji receptora NMDA na zależne od tlenku azotu stężenie cGMP 
w skrawkach hipokampa, móżdżku i kory mózgowej dojrzałego i starczego. 
Skrawki hipokampa, móżdżku i kory mózgowej zwierząt dorosłych i starych inkubowano w 
obecności agonisty receptora NMDA, 100 (iM i odpowiednio z niekompetycyjnym antagonistą 
receptora NMDA, '10(iM MK-801, inhibitorem NOS, 100(iM N-nitro-L-argininą (NNLA) przez 15 min w 
temperaturze 37°C. Inkubację prowadzono w obecności 2 niM Ca2+ w buforze KREBS o pH 7.4 
Reakcje przerywano 20 % TC A a następnie oznaczano cGMP radioimmunochemicznie jak opisano w 
Materiałach i Metodach 91. Wyniki są wartościami średnimi z 8 eksperymentów ±SD, #p<0.001 w 
stosunku do wartości kontrolnych , **p<0.01 w stosunku do NMDA, &p<0.01 w stosunku do wartości 
NMDA u zwierząt dorosłych. 
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Inhibitor fosfodiesterazy, IBMX w stężeniu lniM powodował statystycznie znamienny 

wzrost stężenia cGMP zależnego od pobudzenia receptora NMDA w skrawkach 

badanych części mózgu w porównaniu do wartości kontrolnych w obecności oraz 

bez inhibitora fosfodiesterazy, IBMX. Wzrost spowodowany aktywacją receptora 

NMDA był hamowany przez inhibitor syntazy NO, NNLA. W hipokampie i móżdżku 

zwierząt starych aktywacja receptora NMDA nie powodowała wzrostu stężenia cGMP 

również w obecności IBMX. Natomiast w korze mózgowej odpowiedź receptora była 

zachowana na poziomie obserwowanym w mózgach dojrzałych (Ryc.15.). 

Podsumowanie 

W wyniku pobudzenia receptora NMDA następował wzrost aktywności wapniowo-

zależnej syntazy NO, zwiększenie uwalniania NO a w konsekwencji wzrost stężenia 

cGMP w hipokampie, móżdżku i w korze mózgowej dojrzałej przebiegający z 

podobną dynamiką. Natomiast w mózgu starczym obserwowano obniżenie wzrostu 

aktywności syntazy NO zależne od pobudzenia receptora NMDA w hipokampie i 

móżdżku. Stwierdzono brak wzrostu stężenia cGMP w wyniku stymulacji receptora 

NMDA zarówno w nieobecności jak również po podaniu inhibitora fosfodiesterazy, 

IBMX w hipokampie i móżdżku z zachowaną odpowiedzią tego receptora w korze 

mózgowej u zwierząt starych. 
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Rycina 15. 
Wpływ aktywacji receptora NMDA na stężenie cGMP w obecności inhibitora 
fosfodiesterazy, IBMX w skrawkach hipokampa, móżdżku i kory mózgowej 
zwierząt dorosłych i starych. 
Skrawki hipokampa, móżdżku i kory mózgowej zwierząt dorosłych i starych inkubowano w 
obecności inhibitora fosfodiesterazy, 1 liiM IBMX i odpowiednio z agonistą receptora NMDA, 100 (J.M 
bez lub z inhibitorem NOS, N-nitro-L-argininą (NNLA), 100(j.M przez 15 min w temperaturze 37°C. 
Inkubację prowadzono w obecności 2 mM Ca2' w buforze KREBS o pH 7.4 jak opisano w Materiałach 
i Metodach 91. Kontrolę stanowiło stężenie mierzone w skrawkach badanych części mózgu 
dojrzałego i starczego nie stymulowanych NMDA inkubowanych w obecności lniM IBMX i 2mM Ca +. 
Wyniki są wartościami średnimi z 6 eksperymentów +SD, #p<0.001 w stosunku do wartości 
kontrolnych , **p<0.01 w stosunku do wartości NMDA, &p<0.01 w stosunku do wartości NMDA u 
dorosłych. 
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2. Regulacja podstawowego stężenia cGMP w hipokampie, móżdżku i w korze 

mózgowej u zwierząt dorosłych i starych. 

Cykliczny GMP powstaje z GTP w reakcji katalizowanej przez cyklazę guanylanową i 

jest hydrolizowany do 5'GMP przez fosodiesterazę zależną od cGMP. W obecnej 

pracy porównano podstawowe stężenie cGMP w mózgu dojrzałym i starczym w 

obecności i nieobecności inhibitora PDE, IBMX. 

Stężenie cGMP badane w nieobecności IBMX w hipokampie było statystycznie 

znamiennie niższe u zwierząt starych i wynosiło 0.8 ± 0.2 pmol/mg białka w 

porównaniu do wartości u zwierząt dorosłych 3-0 ± 0.2 pmol/mg białka. Podobnie w 

móżdżku starczym stężenie cGMP było statystycznie znamiennie niższe i wynosiło 

1.1 ± 0.3 pmol/mg białka w porównaniu do wartości w móżdżku dojrzałym 3-50 ± 0.3 

pmol/mg białka. W korze mózgowej stężenie cGMP nie ulegało zmianie i wynosi 1.90 

± 0.4 pmol/mg białka u zwierząt dorosłych 1.77 ± 0.6 pmol/mg białka u zwierząt 

starych. (Ryc. 16.) 
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Rycina 16. 
Stężenie cGMP w hipokampie, móżdżku i korze mózgowej zwierząt dorosłych i 
starych. 
cGMP w badanych częściach mózgu był ekstrahowany 20% TCA, po czterokrotnym odpłukaniu 
eterem dietylowym, oznaczano radioimmunochemicznie za pomocą gotowego zestawu (Amesham). 
Wyniki są wartościami średnimi z 8 eksperymentów ±SD, *p<0.001 w stosunku do wartości mózgu 
dojrzałego. 

Szukając przyczyn zmian stężenia cGMP w mózgu starczym zbadano aktywność 

cyklazy guanylanowej. W badaniach określono właściwości kinetyczne enzymu. W 

hipokampie i móżdżku wyznaczono parametry kinetyczne cyklazy guanylanowej Km 

(powinowactwo do substratu) i maksymalną szybkość reakcji (Vmax). W korze 

mózgowej nie oznaczano wymienionych parametrów aktywności cyklazy 

guanylanowej, ponieważ aktywność syntazy NO i stężenie cGMP u zwierząt starych 

nie ulegało statystycznie znamiennym różnicom w porównaniu z korą mózgową 

zwierząt dorosłych. Wartość Km ulegała obniżeniu z 47.0 ± ll.ó^M do 23-0 ± 12.4 p.M 

w hipokampie starczym i w móżdżku z 78.1 ± 25.8 |iiM do 32.5 ± 8.2 p,M u zwierząt 

starych. Uzyskane wyniki świadczyły o wzroście powinowactwa enzymu do substratu 

w obu badanych częściach mózgu starczego. Maksymalna szybkość reakcji (Vmax) nie 
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ulegała statystycznie znamiennym zmianom. Wartości Km i Vmax przedstawiono w 

tabeli 1 dla hipokampa i móżdżku zwierząt dorosłych i starych. 

TABELA 1. 
Charakterystyka aktywność cyklazy guanylanowej w hipokampie i móżdżku 
zwierząt dorosłych i starych. 

Zwierzęta Km Vmax 

Mg2+ -GTP] [pmol/mg białka] 

Hipokamp 

Dorosłe 47.0 ± 11.6 12.1±3.4 
Stare 23.0 ± 12.4* 15.8±3.7 

Móżdżek 

Dorosłe 78.1 ± 25.8 11.0+4.1 
Stare 32.5 ± 8.2* 13-6±1.7 

Wyniki są wartościami średnimi z 4 eksperymentów ± SD, *p<0.05 w stosunku do wartości u zwierząt 
dorosłych. 

Podobne zmiany parametrów kinetycznych obserwowano w obecności donora NO, 

nitroprusydku sodu. Wartość Km w obecności donora NO zmniejszała się z 17.2 ± 

4.0 jiM do 7.6 ± 3-4 |j,M w hipokampie oraz w móżdżku z 18.8 ± 5.2 pM do 6.0 ± 2.9 

(iM. Wartość Vmax nie ulegało zmianie (Tabela.2.). Wartość Km w obecności donora 

NO ulegała obniżeniu około trzykrotnie w hipokampie i czterokrotnie w móżdżku w 

porównaniu do wartości bez donora NO zarówno u zwierząt dorosłych jak i starych. 

Uzyskane wartości kinetyczne opisujące aktywność cyklazy guanylanowej 

wskazywały na wzrost powinowactwa enzymu do substratu po podaniu donora NO 

w hipokampie i móżdżku u zwierząt dorosłych i starych. 

http://rcin.org.pl



54 

TABELA 2. 
Charakterystyka aktywność cyklazy guanylanowej w obecności donora tlenku 
azotu, nitroprusydku sodu w hipokampie i móżdżku zwierząt dorosłych i 
starych. 

Zwierzęta Km Vmax 

[jiM Mg"+ -GPT] [pmol/mg białka] 

Hipokamp 

Dorosłe + NO 17.2 ± 4.0 15.1 ± 2.8 
Stare + NO 7.6 ± 3.4* 14.1 ± 3.0 

Móżdżek 

Dorosłe +NO 18.8 ± 5.2 14.3 ± 2.9 
Stare +NO 6.0 ± 2.9* 16.3 ± 3.4 

Wyniki są wartościami średnimi z 4 eksperymentów ± SD. *p<0.05 w stosunku do wartości u zwierząt 
dorosłych. 

Szukając przyczyn różnic w aktywności cyklazy guanylanowej u zwierząt starych 

badano aktywność syntazy NO, ponieważ powstający NO jest głównym aktywatorem 

cytozolowej cyklazy guanylanowej. Największą aktywność NOS obserwowano w 

hipokampie 53-7 ± 6 pmol/mg białka, mniejszą w móżdżku 47.6 ± 7 pmol/mg białka i 

w korze mózgowej 42.7+ 5 pmol/mg białka. 

Stwierdzono, że aktywność NOS była podwyższona w hipokampie i móżdżku u 

zwierząt starych w porównaniu do zwierząt dorosłych i wynosiła odpowiednio 89+9, 

80±10 pmol/mg białka w hipokampie i w móżdżku, natomiast 50+14 pmol/mg białka 

w korze mózgowej. Obserwowano istotne podwyższenie aktywności NOS w 

hipokampie i w móżdżku u zwierząt starych w porównaniu z dorosłymi. Natomiast w 

korze mózgowej nie obserwowano różnic w aktywność NOS w mózgach starczych w 

porównaniu z dojrzałymi (Ryc.17.) 
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Rycina 17. 
Podstawowa zależna od wapnia aktywność syntazy tlenku azotu w różnych 
częściach mózgu dojrzałego i starczego. 
Aktywność NOS była mierzona przez ilość powstającej radioaktywnej [3H]L-cytruliny ze znakowanej 
[3H]L-argininy w homogenacie badanych części mózgu w obecności 2 mM Ca2+, lfj.M kalmoduliny i 
innych kofaktorów jak opisano w Materiałach i Metodach 5.1. Wyniki są wartościami średnimi z 8 
eksperymentów ±SD, *p<0.001 w stosunku do wartości mózgu dojrzałego. 

Badania immunochemiczne przy użyciu specyficznych monoklonalnych przeciwciał 

przeciwko nNOS i eNOS wykazały obecność neuronalnej i śródbłonkowej izoformy 

syntazy NO w hipokampie, móżdżku i korze mózgowej. Z intensywności prążków 

wynika obecność większej ilość białka nNOS niż białka eNOS we wszystkich 

badanych częściach mózgu. Większa ilość białka neuronalnej izoform syntazy NO 

występuje w móżdżku i hipokampie w porównaniu z korą mózgową. Natomiast nie 

stwierdzono różnicy w ilości białka syntazy NO między mózgami starczymi a 

dojrzałymi. (Ryc. 18). 
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Rycina 18. 
Identyfikacja neuronalnej i śródbłonkowej izoformy syntazy tlenku azotu w 
homogenacie hipokampa móżdżku i kory mózgowej metodą Western biotu 
przy użyciu inonoklonalnego przeciwciała przeciwko nNOS i eNOS. 
Zdjęcie reprezentatywne Western biotu otrzymanego przy zastosowaniu przeciwciała przeciwko nNOS 
(A) i eNOS (B) w homogenacie hipokampa, móżdżku i kory mózgowej zwierząt dorosłych i starych. 
50 |j.g białka rozdzielano na 7.5% żelu poliakrylamidowym SDS-PAGE, następnie rozdzielone białka 
przenoszono na błonę nitrocelulozową Hybond Extra C (Amersham). Po 2-3 godz. blokowaniu w 5% 
odtłuszczonym mleku w PBS-T inkubowano z monoklonalnym przeciwciałem przeciwko nNOS lub 
przeciwko eNOS (Affiniti, Anglia) w rozcieńczeniu 1:500 w PBS-T. Potem poddano inkubacji z 
drugorzędowym przeciwciałem przeciwko królikowi typu IgG znakowane preoksydazą chrzanową w 
rozcieńczeniu 1:1000 (Amersham). Wyniki oznaczeń zaczernienia prążków dla nNOS przy użyciu 
densytenometru wynoszą odpowiednio dla poszczególnych ścieżek: 1- 1.81+0.2, 2- 1.95+0.2, 3-
2.46+0.3, 4- 2.59+0.2, 5- 3-54+0.4, 6- 3.17+0.1, natomiast dla eNOS:l- 0.73+0.1, 2-0.87+0.1, 3- 0.35+0.08, 
4- 0.36+0.1,'5- 0.4+0.07, 6- 0.31+0:1 . Wywoływano metodą ECL. ścieżka 1-kora mózgowa dojrzała, 2-
kora mózgowa starcza 3-hipokamp dojrzały, 4-hipkamp starczy, 5-móżdżek dojrzały, 6- móżdżek 
starczy. 

W obecności inhibitora fosfodiesterazy, 1 mM IBMX-u stwierdzono podwyższone 

wartości stężenia CCTMP W hipokampie i móżdżku zwierząt dorosłych i wynosiły one 

odpowiednio: 6.13±0.3 pmol/mg białka w hipokampie, 5.60±0.3 pmol/mg białka w 

móżdżku i 4.60±0.4 pmol/mg białka w korze mózgu. U zwierząt starych 

obserwowano także podwyższenie stężenia C.GMP w obecności inhibitora 

fosfodiesterazy, IBMX-u i wynosiły odpowiednio 12.05±0.8 pmol/mg białka w 

skrawkach hipokampa, 12.00 ±0.6 pmol/mg białka w skrawkach móżdżku i 6.09+0.7 

pmol/mg białka w skrawkach kory mózgowej (Ryc.19.). W wyniku zastosowania 

inhibitora PDE obserwowano około dwukrotnie wyższe stężenie cGMP w hipokampie 

i móżdżku natomiast trzykrotnie wyższe w korze mózgowej w porównaniu do 
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Rycina 17. 
Podstawowa zależna od wapnia aktywność syntazy tlenku azotu w różnych 
częściach mózgu dojrzałego i starczego. 
Aktywność NOS była mierzona przez ilość powstającej radioaktywnej [3H]L-cytruliny ze znakowanej 
[3H]L-argininy w homogenacie badanych części mózgu w obecności 2 niM Ca2+, lfj.M kalmoduliny i 
innych kofaktorów jak opisano w Materiałach i Metodach 5.1. Wyniki są wartościami średnimi z 8 
eksperymentów ±SD, *p<0.001 w stosunku do wartości mózgu dojrzałego. 

Badania immunochemiczne przy użyciu specyficznych monoklonalnych przeciwciał 

przeciwko nNOS i eNOS wykazały obecność neuronalnej i śródbłonkowej izoformy 

syntazy NO w hipokampie, móżdżku i korze mózgowej. Z intensywności prążków 

wynika obecność większej ilość białka nNOS niż białka eNOS we wszystkich 

badanych częściach mózgu. Większa ilość białka neuronalnej izoform syntazy NO 

występuje w móżdżku i hipokampie w porównaniu z korą mózgową. Natomiast nie 

stwierdzono różnicy w ilości białka syntazy NO między mózgami starczymi a 

dojrzałymi. (Ryc. 18). 
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wartości bez inhibitora PDE u zwierząt dorosłych. Stężenie cGMP w obecności 

inhibitora PDE było podwyższone dziesięciokrotnie w skrawkach hipokampa i 

móżdżku a trzykrotnie w korze mózgowej w porównaniu do wartości bez inhibitora 

PDE u zwierząt starych (Rye. 19-). 
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Rycina 19. 
Wpływ inhibitora fosfodiesterazy na stężenie cGMP w badanych częściach 
mózgu dojrzałego i starczego. 
Skrawki hipokampa, móżdżku i kory mózgowej inkubowano w obecności ImM inhibitora 
fosfodiesterazy, IBMX przez 15 min w temperaturze 37°C w buforu KREBS pH 7.4 zawierającym 2mM 
Ca \ cGMP było ekstrahowane 20% TCA, następnie po czterokrotnym odpłukaniu eterem dietylowym 
oznaczano radioimmunochemicznie za pomocą gotowego zestawu (Amesham). Wyniki są wartościami 
średnimi z 6 eksperymentów ± SD, *p<0.001 w stosunku do wartości mózgu dojrzałego. #p< 0.001 w 
stosunku do wartości bez IBMX. 

Podsumowanie 

Podwyższenie aktywności NOS, cyklazy guanylanowej i zależnej od cGMP 

fosfodiesterazy wskazywało na zwiększenie obrotów metabolicznych cGMP z 

przewagą procesu degradacji cGMP w hipokampie i móżdżku u zwierząt starych. 
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Obniżenie podstawowego stężenia cGMP w skrawkach hipokampa i móżdżku 

zwierząt starych wynikało ze znacznie zwiększonej hydrolizy cGMP poprzez 

fosfodiesterazę. W korze mózgowej była zachowana równowaga pomiędzy syntezą i 

hydrolizą cGMP. 

3. Zależność między receptorem NMDA a serotonergicznym w regulacji 

aktywności syntazy tlenku azotu i stężenia cGMP w skrawkach hipokampa i 

kory mózgowej. 

Zależności międzyreceptorowe odgrywają istotną rolę w regulacji procesów 

postreceptorowych i warunkują poziom przekaźników informacji drugiego rzędu od 

których zależą dalsze etapy transdukcji sygnału a także regulacja procesów 

neurotransmisji. W obecnych badaniach uwzględniono wpływ serotoniny na zależny 

od pobudzenia receptora NMDA wzrost aktywności NOS i stężenia cGMP. Serotonina 

odgrywa rolę jako ważne modulatory aminokwasów pobudzających. 

W wyniku pobudzenia receptora NMDA następuje wzrost aktywności wapniowo-

zależnej syntazy NO i stężenia cGMP. Serotonina wraz z pargyliną likwiduje wzrost 

aktywności syntazy NO i stężenia cGMP do wartości kontrolnych w skrawkach kory 

mózgowej (Ryc. 20.). 
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Rycina 20. 
Wpływ serotoniny na zależny od stymulacji receptora NMDA wzrost 
aktywności syntazy NO i stężenia cGMP w skrawkach kory mózgowej. 
Skrawki kory mózgowej inkubowano z NMDA w stężeniu lOOjjJVI bez lub w obecności 100(j.M 
serotonina wraz z 10[iM pargylina przez 15 min w temperaturze 37°C. Reakcje prowadzono jak 
opisano w Materiałach i Metodach 92. Wyniki są wartościami średnimi z 6 eksperymentów ±SD, 
#p<0.01 w stosunku do kontroli, **p<0.001 w stosunku do wartości NMDA. 

Analogicznie jak w skrawkach kory mózgowej w skrawkach hipokampa serotonina 

wraz z pargyliną powodowała obniżenie wzrostu stężenia cGMP spowodowanego 

aktywacją receptora NMDA do wartości kontrolnych. W celu zbadania jaki typ 

receptora serotonergicznego był odpowiedzialny za hamowanie odpowiedzi 

receptora NMDA zastosowano specyficznego agonistę receptora 5HT1A, buspiron, 

oraz specyficznych antagonistów receptora 5HT1A, NAN-190 i 5HT2, ketanserynę. 
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Agonista receptora 5HT1A, buspiron eliminował wzrost stężenia cGMP spowodowany 

stymulacją receptora NMDA (Ryc.21). Antagonista receptora 5HT2, ketanseryna nie 

eliminowała hamowania spowodowane przez serotoninę zależnego od receptora 

NMDA wzrostu stężenia cGMP. Natomiast antagonista receptora 5HT1A, NAN-190 

eliminował całkowicie wpływ serotoniny i buspironu na wzrost stężenia cGMP 

zależnego od pobudzenia receptora NMDA (Ryc.21.) 
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Rycina 21. 
Wpływ agonistów i antagonistów receptora serotonergicznego 5HT,A i 5HT2 na 
zależny od stymulacji receptora NMDA wzrost stężenia cGMP w skrawkach 
hipokampa. 
NMDA podawano w stężeniu 100|j.M, serotonina lOOjiM była dodawana wraz z lO^iM pargyliną. 
Selektywnego agonistę receptora 5HT1A , buspiron używano w stężeniu 10|iM. Antagonistę receptora 
5HT1A, NAN-190 stosowano w stężeniu lOjiM i receptora 5HT2, ketanserynę w stężeniu 100fj.M. 
Inkubację prowadzono jak opisano w Materiałach i Metodach 9.2.. Wyniki są wartościami średnimi z 
4-6 eksperymentów +SD, #p<0.01 w stosunku do kontroli, **p<0.001 w stosunku do wartości NMDA, 
&p<0.01 w stosunku do serotoniny z NMDA. 5HT-serotonina, BUS-buspiron, agonista 5HT1A, KET-
ketanseryna, antagonista 5HT2, NAN-190-antagonista 5HT1A 
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Podobne działanie wykazali agoniści receptora 5HT1B/D, sumatriptan i zolmatriptan. 

Wymienieni agoniści znamiennie obniżają wzrost aktywności syntazy NO 

spowodowany pobudzeniem receptora NMDA w porównaniu do wartości 

kontrolnych w skrawkach kory mózgowej CRyc. 22). Jak również agoniści receptora 

5HT1B/D, sumatriptan i zolmitriptan, eliminowali wzrost stężenia cGMP zależny od 

stymulacji receptora NMDA do wartości kontrolnych skrawkach kory mózgowej 

(Ryc.22.). 

N M D A  N M D A  N M D A  N M D A  N M D A  N M D A  
S U M  Z O L  S U M  Z O L  

Rycina 22. 
Wpływ agoiiistów receptora serotonergicznego 5HT1B/D na zależny od 
stymulacji receptora NMDA wzrost aktywności syntazy NO i stężenia cGMP w 
skrawkach kory mózgowej. 
NMDA podawano w stężeniu 100(iM, Serotonin? o stężeniu 100|iM dodawano wraz z 10fj.M pargylina 
oraz agonistów receptora SHT1B/D, zolmitriptan i sumatriptan używano w stężeniu 10(j.M. Inkubację 
prowadzono jak opisano w Materiałach i Metodach 9 2. Wyniki są wartościami średnimi z 6 
eksperymentów ±SD, #p<0.01 w stosunku do kontroli, **p<0.001 w stosunku do wartości NMDA. 
5HT-serotonina , SUM -sumatriptan, ZOL -zolmitriptan 
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Podsumowanie 

Serotonina poprzez aktywację receptora 5HT, 5HT1A i 5HT1B/D likwidowała wzrost 

aktywności syntazy NO i stężenia cGMP spowodowanego stymulacją receptora 

NMDA. Natomiast receptor 5HT2 nie brał udziału. Agoniści receptorów 

serotonergicznych 5HTj mogą modulować stężenie ważnych przekaźników informacji 

takich jak NO i cGMP w mózgu. 

4. Udział procesów fosforylacji w regulacji aktywności syn ta/y tlenku azotu. 

Udział odpowiednich kinaz białkowych PKC, PKA, PKG w procesie fosforylacji NOS 

oceniano stosując dostępne określane jako specyficzne inhibitory kinaz białkowych. 

Stwierdzono, że kinaza białkowa C, kinaza białkowa zależna od Ca'Vkalmoduliny, 

kinaza białkowa zależna od cAMP oraz zależna od cGMP kinaza białkowa biorą 

udział w procesie fosforylacji syntazy NO. Inhibitory kinaz białkowych H-7, H-8, H-9 

powodowały statystycznie znamienny około 20% wzrost aktywności syntazy NO w 

porównaniu do wartości aktywności syntazy NO bez inhibitorów w homogenacie 

(Ryc. 23.) i cytozolu kory mózgowej (Ryc. 24.). Analog cGMP nieulegajacy hydrolizie, 

butyleno-cGMP lub zablokowanie hydrolizy cGMP inhibitorem fosfodiesterazy, 

IBMXem nie wpływało na aktywność syntazy NO. Zahamowanie fosfataz przez 

wanadzian sodu (NaW) znamiennie obniżał aktywność syntazy NO o około 20% (Ryc. 

23, 24.). 
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Rycina 23. 
Wpływ inhibitorów kinaz białkowych i fosfatazy na aktywność syntazy tlenku 
azotu w homogenacie kory mózgowej. 
W eksperymentach stosowano niehydrolizujący analog cGMP, butyleno-cGMP i inhibitor 
fosfocliesterazy, IBMX w stężeniach lniM, specyficzne inhibitory kinaz białkowych H-7, H-8, H-9 w 
stężeniach 10}J.M oraz NaW w stężeniu SOfiM. Inkubację prowadzono w obecności lOniM Mg2+, 50 |o.M 
ATP, kofaktorów NOS i 2 niM CaCl2 przez 10 min w temperaturze 30°C zgodnie z procedurą opisaną 
w Materiałach i Metodach 9 3- Wyniki są wartościami średnimi z 4 eksperymentów ±SD, **p<0.05 w 
stosunku do kontroli. B-cGMP -butyleno-cGMP, H-7 inhibitor kinazy białkowej C, H-8 -inhibitor 
kinaz białkowych zależnych od cAMP i cGMP, H-9 -inhibitor kinazy białkowej zależnej od cGMP, 
IBMX- inhibitor fosfodiesterazy 
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Rycina 24. 
Wpływ inhibitorów kinaz białkowych i fosfatazy na aktywność syntazy tlenku 
azotu w cytozolu komórkowym kory mózgowej. 
W eksperymentach stosowano niehydrolizujący analog cGMP, butyleno-cGMP i inhibitor 
fosfodiesterazy, IBMX w stężeniach ImM, specyficzne inhibitory kinaz białkowych H-7, H-8, H-9 w 
stężeniach lOfiM oraz NaW w stężeniu 50(j.M. Inkubację prowadzono w obecności lOmM MgCl2, 50 
(iM ATP, kofaktorów NOS i 2 mM CaCl2 przez 10 min w temperaturze 30°C (Materiały i Metody 9 3 ) 
Wyniki są wartościami średnimi z 4 eksperymentów ±SD, **p<0.05 w stosunku do kontroli. 
B-cGMP -butyleno-cGMP, H-7 inhibitor kinazy białkowej C, H-8 —inhibitor kinaz białkowych 
zależnych od cAMP i cGMP, H-9 -inhibitor kinazy białkowej zależnej od cGMP, IBMX- inhibitor 
fosfodiesterazy, NaW- inhibitor fosfataz 
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Rycina 34. 
Analiza ekspresji indukowanej syntazy tlenku azotu metodą Northern 
blottingu w czasie reperfuzji po 5 min ischemii w półkulach mózgu i móżdżku. 
mRNA po izolacji metodą fenolowo-chloroformową rozdzielano na denaturującym formaldehydowym 
1% żelu agarozowym z bromkiem etydyny. Rozdzielone RNA przenoszono na błonę nylonową 
Hybond-N (Amersham) metodą kapilarną w buforze 20x SSC. Następnie błony poddawano 
hybrydyzacji z wyznakowaną [y32P]-sondą dla iNOS lub GAPDH (komplementarnym odcinkiem cDNA 
dla iNOS lub GAPDH) przez 24 godz w 67°C. Błony eksponowano na kliszę XAR-5 kodak (Rochester 
NY.USA) w kasecie Hipercasset TM (Amersham) przez 3 dni w -70°C. 
Ścieżka 1- kontrola, 3-ischemia, 5 15 minR, 7-2 godz.R, 9-4godz.R, 11-ldzieńR, 13-7 dniR (półkule 
mózgowe) 
Ścieżka 2-kontrola, 4- ischemia, 6-IS min R, 8-2godz. R 10-4godz. R, 12-1 dzień R, 14-7dni R (móżdżek) 

Podsumowanie 

Ischemia powodowała aktywację zależnej od wapnia i kalmoduliny neuronalnej i 

śródbłonkowej izoformy syntazy NO, natomiast nie stwierdzono aktywacji 

indukowanej syntazy NO. Wzrost aktywności NOS i stężenia cGMP podczas ischemii i 

w czasie reperfuzji był spowodowany napływem jonów wapnia w wyniku stymulacji 

receptora NMDA. 
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Podsumowanie 

Syntaza NO była fosforylowana przez kinazy białkowe ale proces fosforylacji w 

niewielkim stopniu wpływał na aktywność NOS. 

5- Wpływ ischemii na aktywność syntazy tlenku azotu i stężenie cGMP w 

wybranych czasach reperfuzji w półkulach mózgu. 

W środowisku pozbawionym jonów wapnia w obecności 10 mM EGTA nie 

stwierdzono aktywności syntazy NO podczas ischemii jak i w czasie reperfuzji w 

półkulach mózgu i móżdżku. Aktywność syntazy NO mierzono w środowisku 

wapniowym powodowała wzrost aktywności syntazy NO i stężenia cGMP w 

półkulach mózgu. Stwierdzono wzrost aktywność syntazy NO o 100 ± 9% powyżej 

kontroli w czasie pierwszej minuty ischemii. Po 5 minutach ischemii aktywność NOS 

wynosiła 276+20% w porównaniu do wartości kontrolnych (Ryc.26.). 

3 0  0  

2  5  0  

2 0 0 

5  0  

o o 
o 1 2 3  4  5  

c z a s  [ m i n ]  

Rycina 26. 
Aktywność syntazy tlenku azotu w czasie ischemii w półkulach mózgu. 
Aktywność NOS oznaczano poprzez konwersję [3H]-L-argininy do [ H]L-cytruliny w obecności 2mM 
CaCl2 i kofaktorów w homogenacie półkul mózgu jak opisano w Materiałach i Metodach 5.1. Wartość 
kontrolna aktywności NOS wynosiła 48.7 ± 13 pmol/mg białka, które przyjęto za 100%. Wyniki są 
wartościami średnimi z 4 eksperymentów ±SD, *p< 0.05 w stosunku do kontroli. 
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Uwalnianie NO w wyniku obserwowanego dwufazowego wzrostu aktywności NOS 

powodowało równocześnie w tym samym czasie wzrost stężenia cGMP w czasie 

reperfuzji. Ischemia 5 min powodowała wzrost stężenia cGMP z 2.09+0.5 pmol/mg 

białka do 5.59+1.1 pmol/mg białka. Stężenie cGMP nieznacznie wzrastało w 

pierwszych 15 min reperfuzji. Po 30 min obserwowano obniżenie stężenia cGMP, 

które po 60 min reperfuzji spadało do wartości kontrolnych. Ponowny wzrost stężenia 

cGMP do 6.01+0.9 pmol/mg białka obserwowano 2 godziny po ischemii. W dalszych 

czasach reperfuzji stężenie cGMP ulegało nieznacznemu obniżeniu. Podwyższone 

stężenie cGMP utrzymywało się jeszcze 7 dni po ischemii (Ryc.. 28.). 
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Rycina 28. 
Stężenie cGMP w różnych czasach reperfuzji po 5 min ischemii w półkulach 
mózgu. 
Zwierzęta poddawano 5 min ischemii mózgu pod narkozą halotanową. Grupę kontrolną stanowiły 
zwierzęta poddane operacji pozorowanej w tych samych warunkach jak ischemiczne. Po dekapitacji 
wyizolowane półkule mózgu zamrażano w ciekłym azocie, następnie homogenizowano w buforze 
50mM HEPES pH 7.4 z inhibitorami proteaz, ImM DTT i ImM EDTA i ekstrahowano cGMP 20%TCA, 
następnie po 3 krotnym odpłukaniu eterem dietylowym oznaczano cGMP immunochemicznie 
(Materiały i Metody 6.). Wyniki są wartościami średnimi z 5-8 eksperymentów ±SD, *p< 0.05 w 
stosunku do kontroli. R-reperfuzja 
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6. Udział receptora NMD A w modulacji aktywności konstytutywnej syntazy 

tlenku azotu i stężenia cGMP wywołanej niedokrwieniem mózgu. 

Udział pobudzenia receptora NMDA w aktywności syntazy NO w ischemii mózgu 

oraz w okresie reperfuzji oceniano poprzez podawanie zwierzętom przed ischemia 

MK-801, niekompetycyjnego antagonistę receptora NMDA. 

Zwierzętom 30 min przed ischemią podawano MK-801 w dawce 0.8mg/kg mc, który 

hamował w 80% wzrost aktywności syntazy NO w czasie ischemii, oraz 15 min i 2 

godzin po ischemii (Ryc.29.). 
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Rycina 29-
Wpływ niekompetycyjnego antagonisty receptora NMDA, MK-801 na 
aktywność syntazy tlenku azotu w półkulach mózgu w wybranych czasach 
reperfuzji po 5 min ischemii. 
MK-801 podawano w dawce 0.8mg/kg mc dootrzewnowe 30 min przed 5 min ischemią. Oznaczano 
aktywność NOS poprzez konwersje |1H]L-argininy do l3H]L-cytniliny w obecności 2mM CaCl2 i 
kofaktorów w homogenacie półkul mózgu. Grupę kontrolną stanowiły zwierzęta poddane operacji 
pozorowanej w tych samych wanmkach co ischemiczne. Wyniki są wartościami średnimi z 6 
eksperymentów ±SD, **p< 0.05 w stosunku do ischemii i reperfuzji . 
R- reperfuzja. 
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Stwierdzono również, że MK-801 znamiennie hamował wzrost stężenia cGMP w 

czasie ischemii oraz 15 min i 2 godz. po ischemii (Ryc. 30.). 
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Rycina 30. 
Wpływ liiekompetycyjnego agonisty receptora NMDA, MK-801 na stężenie 
cGMP w półkulach mózgu w wybranych czasach reperfuzji po 5 min ischemii. 
MK-801 podawano w dawce 0.8mg/kg mc dootrzewnowo 30 min przed ischemią. Zwierzęta 
poddawano 5 min ischemii pod narkozą halotanową. Grupę kontrolną stanowiły zwierzęta poddane 
operacji pozorowanej w tych samych warunkach. Cykliczny GMP ekstrahowano 20% TC A, następnie 
po 3 krotnym odpłukaniu eterem dietylowym oznaczano cGMP immunochemicznie (Materiały i 
Metody 6. Wyniki są wartościami średnimi z 5-8 eksperymentów ± SD, **p< 0.05 w stosunku do 
ischemii i reperfuzji. R- reperfuzja. 

Inhibitor wapniowo zależnych izoform syntazy NO, N-nitro-L-arginina w dawce 

30mg/ kg mc podawany 5 min przed ischemią likwidował do wartości kontrolnych 

wzrost aktywności syntazy NO w czasie ischemii, 15 min i 2 godz. po ischemii. 

Inhibitor syntazy NO, 7-nitroindazol (7-NI) wykazujący preferencje do neuronalnej 
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formy NOS podawany w dawce 25mg/kg mc 5 min przed ischemią hamował istotnie 

65% wzrost aktywność syntazy NO w czasie ischemii, w 50% 15 min i 2 godz. po 

ischemii (Rye. 31-). 
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Rycina 31. 
Wpływ inhibitorów syntazy NO na aktywność syntazy NO w wybranych 
czasach reperfuzji po 5 min ischemii w półkulach mózgu. 
7-nitroindazol w dawce 25mg/kg mc, NNLA w dawce 30mg/kg mc lub LY83583 w dawce 6mg/kg mc 
podawano dootrzewnowo 5 min przez ischemią. Zwierzęta poddawano 5 min ischemii pod narkozą 
halotanową, dekapitowano lub przywracano krążenie na określony czas. Izolowano mózgi i 
zamrażano w ciekłym azocie, homogenizowano w 50 niM buforze HEPES pH 7.4 zawierającym 25mM 
sacharozę, ImM EDTA i inhibitory proteaz potem oznaczano aktywność NOS jak opisano w 
Materiałach i Metodach 5.1. Wyniki są wartościami średnimi z 5-8 eksperymentów ± SD, **p< 0.05 w 
stosunku do ischemii i odpowiednich czasów reperfuzji. R- reperfuzja. 
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NNLA hamował wzrost stężenia cGMP podczas ischemii i w czasie 15 min po ischemii 

do wartości kontrolnych. Natomiast po 2 i 4 godzinach reperfuzji NNLA nie 

likwidował całkowicie wzrostu stężenia cGMP, który utrzymywał się 7 dni po 

niedokrwieniu. 7-NI likwidował w około 50% wzrost stężenia cGMP podczas 

ischemii i około 65% w czasie 15 min i 2 godzin reperfuzji. Inhibitor cyklazy 

guanylanowej, LY83583 całkowicie hamował wzrost stężenia cGMP 15min i 2 

godziny po ischemii (Ryc. 32.). 
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Rycina 32. 
Wpływ inhibitorów syntazy NO i LY83583 na stężenie cGMP w różnych 
czasach reperfuzji po 5 min ischemii w półkulach mózgu. 
7-nitroindazol w clawce 25mg/kg mc, NNLA w dawce 30mg/kg mc lub LY83583 w dawce 6mg/kg mc 
dootrzewnowo 5 min przez ischemią. Zwierzęta poddawano 5 min ischemii pod narkozą halotanową, 
dekapitowano lub przywracano krążenie na określony czas. Izolowano mózgi, zamrażano w ciekłym 
azocie, następnie homogenizowano w 50 mM buforze HEPES pH 7.4 zawierającym 250mM sacharozę 
ImM EDTA, inhibitory proteaz i ekstrahowano cGMP 20% TC A. Oznaczano stężenie cGMP jak 
opisano w Materiałach i Metodach 6. Wyniki są wartościami średnimi z 5-8 eksperymentów ± SD, **p< 
0.05 w stosunku do ischemii. R- reperfuzja. 
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Hydrokortizon, inhibitor indukowanej izoformy NOS, podawany podskórnie przez 7 

dni przed ischemią w dawce 40mg/kg mc nie miał wpływu na aktywność NOS i 

stężenie cGMP w czasie ischemii i różnych czasach reperfuzji (wyniki nie 

prezentowane). 

7. Określenie izoform syntazy tlenku azotu ulegających aktywacji w wyniku 

ischemii. 

Przedstawione powyżej wyniki wykazały, że ischemia powodowała dwufazowy 

wzrost aktywności zależnych od wapnia izoform NOS i stężenia cGMP w czasie 

reperfuzji. Ten wzrost aktywności NOS i stężenia cGMP był likwidowany przez 

inhibitory obu form neuronalnej i śródbłonkowej syntazy NO, NNLA i w 50-60% przez 

7-NI, oraz prawie całkowicie likwidował wzrost stężenia cGMP inhibitor cyklazy 

guanylanowej LY 83 583. Hydrokortizon, inhibitor indukowanej syntazy NO nie miał 

wpływu na aktywność enzymu. W celu potwierdzenia badań biochemicznych i 

określenia izoform syntazy NO, które ulegały aktywacji przeprowadzono badania 

immunochemiczne z zastosowaniem metody Western blottingu. Zastosowano 

specyficzne monoklonalne przeciwciała przeciwko nNOS i eNOS (Affiniti, Anglia), W 

celu określenia udziału indukowanej formy NOS zastosowano metodę Northern biot 

używając specyficznej sondy zawierającą komplementarny fragment odcinka cDNA 

dla iNOS. Badania wykazały obecność neuronalnej i śródbłonkowej izoformy syntazy 

NO w mózgach kontrolnych, w czasie ischemii i w wybranych czasach reperfuzji. 

Stwierdzono większą ilość białka nNOS niż eNOS, ale ilość białka nie ulegała 

zmianie w czasie ischemii i w badanych czasach reperfuzji. (Ryc. 33) 
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Rycina 33. 
Identyfikacja neuronalnej i śródbłonkowej izofonny syntazy tlenku azotu w 
homogenacie półkul mózgowych metodą Western biotu przy użyciu 
monoklonalnego przeciwciała przeciwko nNOS i eNOS. 
Zdjęcie reprezentatywne Western biotu otrzymanego przy zastosowaniu przeciwciała przeciwko nNOS 
i eNOS. 50 |j.g białka rozdzielano na 7.5% żelu poliakrylamidowym SDS-PAGE, następnie rozdzielone 
białka przenoszono na błonę nitrocelulozową Hybond Extra C (Amersham). Po 2-3 godz. blokowaniu 
w 5 % odtłuszczonym mleku w PBS-T inkubowano z monoklonalnym przeciwciałem przeciwko nNOS 
lub eNOS (Affiniti, Anglia)w rozcieńczeniu 1:500 w PBS-T. Potem poddano inkubacji z 
drugorzędowym przeciwciałem przeciwko królikowi typu IgG znakowane preoksydazą chrzanowi] w 
rozcieńczeniu 1:1000 (Amersham). Wartości zaczernienia prążków analizowano densytometrycznie. 
Wywoływano metodą ECL. ścieżka 1- 2 -kontrola, 3-4 -ischemia, 
5-6 -15 min reperfuzji, 7-8 -2 godz. reperfuzji. 

Badania metodą Northern blottingii z zastosowaniem specyficznej sondy cDNA dla 

iNOS nie wykazały ekspresji genu indukowanej syntazy NC) na poziomie mRNA w 

czasie ischemii i wybranych czasach reperfuzji w półkulach mózgowych i móżdżku 

(Ryc.34.). W hipokampie także nie stwierdzono ekspresji genu dla indukowanej 

izofonny NOS w badanych czasach reperfuzji do 7 dni po ischemii mózgu (wyniki nie 

prezentowane). Świadczy to o braku lub bardzo niewielkiej aktywacji indukowanej 

syntazy NO nawet w długich czasach reperfuzji. 
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Badanie fosforylacji oczyszczonej syntazy NO prowadzono w obecności Mg" , Ca" , 

przy użyciu radioaktywnego [y-^Pl-ATP i cytozolu jako źródła kinaz białkowych. 

Białka rozdzielano na żelu poliakrylamidowym, następnie poddawano autoradiografii. 

Badania autoradiograficzne wykazały że oczyszczona syntaza NO i syntaza NO 

znajdująca się w cytozolu kory mózgowej ulegają fosforylacji w obecności kinaz 

białkowych. Fosforylacja syntazy NO hamowały inhibitory kinaz białkowych. 11-7, II-

9. Natomiast Na W powodował wzrost fosforylacji NOS (Ryc. 25.) 

A 

nNOS H-7 H-9 NaW 
nNOS+CYTOZOL 

--220 kDa 

--97.4 kDa 

H-7 H-8 
CYTOZOL 

NaW 

•  I  
H  -  7  H  -  9  

1 1  N  O  S  +  c y t  o  z o l .  

H - 7  H - 9  N a W  

_ C V I o / o I 

Rycina 25-
A.) Wpływ inhibitorów kinaz białkowych i inhibitora fosfataz na fosforylację 

oczyszczonej i cytozolowej syntazy tlenku azotu. 
W eksperymentach stosowano specyficzne inhibitory kinaz białkowych H-7, H-9 w stężeniach 10j.iM 
oraz NaW w stężeniu 50j.iM. Znakowane 50 j.iM Iy-32P]ATP stosowano 2j.iCi na próbę. Inkubację 
prowadzono w obecności lOmM Mg';\ 10 (.iß białka cytozolu jako źródło kinaz i 2 111M CaCI2 przez 10 
min w temperaturze 30°C w końcowej objętości 20j.il. Reakcję przeiywano doclaj:jc 4j.il buforu 
zawierającego 8% SDS, 80mM D'1T, 40% glicerol, 250mM Tris pil 6.8 i 0.05% błękit bromofenoln. 
Następnie białka rozdzielano na 7.5% żelu poliakrylamidowym, po wybarwienin w błękicie Comassie 
poddawano autoradiografii na kilszy Hiperfilm- ECL™ (Amersham). A.) Zdjęcie reprezentatywne 
autoradiogramn 
B.) Wyniki przedstawiaj;] wartości średnie z A eksperymentów ±SD uzyskane z oznaczeń przy użyciu 
densytometru. **p<0.05 w stosunku do fosforylacji oczyszczonej NOS w obecności cytozolu jako 
źródła kinaz. 
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8. Udział receptorów glutamatergicznych typu NMDA w modulacji aktywności 

syntazy NO i stężenia cGMP w móżdżku w okresie reperfuzji po niedokrwieniu 

mózgu. 

Obserwowano wzrost aktywności syntazy NOS podczas reperfuzji po 5 min ischemii 

w móżdżku. Wzrost aktywności syntazy NO hamowany był znamiennie przez MK-801 

w móżdżku, który podawano dootrzewnowo w dawce 0.8mg/kg mc 30 min przed 

niedokrwieniem (Ryc. 35.). 
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Rycina 35. 
Wpływ antagonisty receptora NMDA, MK-801 na wapniowo zależną 
aktywność syntazy tlenku azotu w czasie reperfuzji po 5 min ischemii w 
móżdżku. 
MK-801 podawano w dawce 0.8mg/kg mc dootrzewnowo 30 min przed ischemią. Aktywność NOS 
oznaczano w homogenacie w obecności 2mM CaCl2, kalmoduliny i kofaktorów jak opisano w 
Materiałach i Metodach 5.1. Wyniki są wartościami średnimi z 5 eksperymentów +SD, **p<0.01 w 
stosunku do wartości ischemicznych. R-reperfuzja 
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Wzrost stężenia cGMP w móżdżku ulegał zmianom w czasie reperfuzji po 5 min. 

ischemii. Podczas 5 min ischemii oraz w ciągu pierwszych 15 min reperfuzji 

obserwowano wzrost stężenia cGMP, który wynosił odpowiednio 11.01 ± 0.3 , 12.00 ± 

0.4 pmol/mg białka w porównaniu do wartości kontrolnych 4.03 ± 0.4 pmol/mg 

białka w móżdżku. Następny wzrost stężenia cGMP do 8.00 ±0.4 pmol/mg białka 

następował 2 godziny po ischemii w móżdżku. Statystycznie znamienne 

podwyższenie stężenia cGMP utrzymywało się 4 i 7 dni po niedokrwieniu i wynosiło 

10.2 ± 0.6, 7.06 ± 0.4 pmol/mg białka. (Ryc. 35.). 

kontrola ischemia 1 5 min R IgodzR 2godzR 4godzR 

Rycina 36. 
Stężenie cGMP w różnych czasach reperfuzji po 5 min ischemii w móżdżku. 
Zwierzęta poddawano 5 min ischemii pod narkozą halotanową. Grupę kontrolną stanowiły zwierzęta 
poddane operacji pozorowanej w tych samych wanmkach jak ischemiczne. Móżdżek 
homogenizowano w buforze SOniM HEPES pH 7.4 z inhibitorami proteaz, ImM DTT i linM EDTA i 
ekstrahowano cGMP 20%TCA i oznaczano cGMP (Materiały i Metody 6.). Wyniki są wartościami 
średnimi z 5 eksperymentów +SD, *p< 0.05 w stosunku do kontroli. R-reperfuzja 
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MK-801 likwidował w około 80% wzrost stężenia cGMP w czasie ischemii, oraz 15 
min i 2 godz. po ischemii (Ryc. 37.) 

i s c h e m i a  1 5 m i n  R  2  g o d z  R  

Rycina 37. 
Wpływ niekompetycyjnego agonisty receptora NMDA, MK-801 na stężenie 
cGMP w wybranych czasach reperfuzji po 5 min ischemii w móżdżku. 
MK-801 podawano w dawce 0.8mg/kg mc dootrzewnowo 30 min przed ischemią. Wyniki są 
wartościami średnimi z 5 eksperymentów w trzykrotnym powtórzeniu ±SD, **p< 0.05 w stosunku do 
ischemii. R- reperfuzja. 

Inhibitor neuronalnej formy NOS, 7-nitroindazol podawany w dawce 25mg/kg mc 

likwidował do wartości kontrolnych wzrost stężenia cGMP w móżdżku wywołany 5 

min ischemią (Ryc.38.). 
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Rycina 38. 
Wpływ inhibitora neuronalnej formy syntazy NO, 7-nitroindazolu na stężenie 
cGMP w wybranych czasach reperfuzji po 5 min ischemii w móżdżku. 
7-NI podawano w dawce 25mg/kg mc dootrzewnowo 5 min przed ischemią. 
Wyniki są wartościami średnimi z 5-4 eksperymentów ±SD, lM'p< 0.05 w stosunku do ischemii. R-
reperfuzja 

Podsumowanie 

Ischemia przodomózgowia kory mózgu powodowała zmiany aktywności NOS i 

stężenia cGMP w móżdżku poprzez aktywację systemu glutamatergicznego. 
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9. Udział tlenku azotu uwalnianego w wyniku ischemii mózgu w procesach 

peroksydacji lipidów w półkulach mózgu i móżdżku. 

W celu oceny udziału NO w procesie peroksydacji lipidów badano stężenie 

sprzężonych podwójnych wiązań (CDB) w ekstrakcie lipidowym, oraz stężenie 

produktów końcowych procesu peroksydacji, którym są aldehydy i ketony związki 

reagujące z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) w tym dialdehyd malonylowy (MDA) 

w czasie reprefuzji w półkulach mózgu i móżdżku po ischemii. Stwierdzono 

statystycznie znamienny wzrost stężenia TB ARS 15 min i 2 godz. po niedokrwieniu. 

Wzrost stężenia CDB obserwowano dopiero 2 godz. po ischemii w półkulach mózgu. 

Natomiast nie stwierdzono tych zmian w móżdżku (Rye. 39A). Inhibitor nNOS, 7-NI 

znamiennie obniżał wzrost TB ARS 15min po ischemii (Rye. 39B). 
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Rycina 39A. 
Wpływ ischemii na proces peroksydacji lipidów stężenie TBARS i CDB w 
czasie reperfuzji w półkulach mózgu i móżdżku u gerbila. 
Stężenie mierzone było w obecności kwasu TB A jak opisano w Materiałach i Metodach 7.1. CDB 
oznaczano w ekstrakcie lipidowym (Materiały i Metody 7.2). Stężenie TABRS w przeliczeniu na MD A 
wynosiło 3-5 nmoli/mg białka w korze mózgowej i 4.8 nmoli/mg białka w móżdżku. Natomiast 
stężenie CDB przeliczane na podstawie współczynnika molowego wynosiło 0. 4 nmoli/mg białka w 
korze mózgowej i 0.7nmoli/mg białka w móżdżku. 

http://rcin.org.pl



81 

2 5 0  - i  

2 0 0  -

o 
§  1 5 0  -0 
£ 
£  1 0 0  -

1 h-
5 0  -

0 -
1 5 min R 2 godz. R 

Rycina 39B. 
Wpływ inhibitora neuronalnej syntazy NO, 7-nitroindazolu na stężenie TBARS 
w półkulach mózgu. 
TBARS mierzono w obecności kwasu TBA w homogenacie kory mózgowej jak opisano w 
Materiałach i Metodach 7.1. 7-nitroindazol podawano dootrzewnowo w dawce 25 mg/kg mc 5 min 
przed ischemią. 

10. Wpływ inhibitorów syntazy tlenku azotu na obumieraniu neuronów w 

warstwie CA! hipokampa w okresie przywróconego krążenia po 

krótkotrwałym niedokrwieniu mózgu. 

W celu wyjaśnienia czy uwalniany NO w niedokrwieniu mózgu jest neurotoksyczny i 

wpływa na degenerację i obumieranie neuronów w warstwie CA! hipokampa 

przeprowadzono badania histologiczne po zastosowaniu inhibitorów syntazy NO. 

5min ischemia u gerbila powodowała obumieraniem neuronów w warstwie CAY 

hipokampa (Rye. 40B). Badania histologiczne wykazały, że NNLA w dawce 1 mg/kg 

mc podawany jak opisano w Materiałach i Metodach 13. zapobiegał obumieraniu 

około 16.5 ± 2% neuronów wokół dużych naczyń krwionośnych w porównaniu do 

takich samych pól w warstwie CA1 hipokampa zwierząt kontrolnych (Rye. 40C). 

NNLA podawane w dawce 30mg/kg mc powodował przeżywalność znacznie 

większej ilości neuronów również wokół dużych naczyń około 31.5 ± 4% w 

porównaniu do takich samych pól w kontroli (Ryc.40D.). 7-NI podawany w dawce 

25mg/kg mc także zapobiegał obumieraniu neuronów około 31-5 ± 4% w 
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porównaniu takich samych pól w warstwie CAj hipokampa zwierząt kontrolnych. 7-

NI chroni przed obumieraniem spowodowanym niedokrwieniem skupiska neuronów 

w warstwie CA{ hipokampa, ale są to inne pule neuronow niż chronione przez NNLA 

(Rye. 40E.). I ' ' ~ -
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Rycina 40. 
Wpływ inhibitorów syntazy tlenku azotu na przeżywalność neuronów w 
warstwie CAi hipokampa po 5 min ischeniii. 
NNLA w dawce 1, 30mg/kg mc, 7NI w dawce 25mg/kg podawano dootrzewnowo 5 min przed i 1, 3, 
24 i 48 godz. po 5 min ischemii. Grupę kontrolną stanowił zwierzęta poddane operacji pozorowanej. 
Po 7 dniach po ischemii zwierzęta perfundowano 4% roztworem fonnaliny przez serce. Skrawki 
parafinowe 10(j.m z części grzbietowej hipokampa wybarwiano fioletem kresylu. Oglądano pod 
mikroskopem w powiększeniu 400X 
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Podsumowanie 

Inhibitory syntazy NO, NNLA i 7-NI w wymienionych dawkach zapobie.ały 

obumieraniu niewielkiej liczby neuronów w warstwie CAj hipokampa w porównniu 

clo warstwy CA{ hipokampa zwierząt kontrolnych. 7NI likwiduje wzrost produtów 

peroksydacji we wczesnych czasach reperfuzji co świadczy, że NO noże 

zapoczątkowywać kaskadę wolnorodnikowa. 
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DYSKUSJA 

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy potwierdziły, że w wyniku pobudzenia 

receptora NMDA następował wzrost aktywności wapniowo-zależnej syntazy NO, 

zwiększenie uwalniania NO i wzrost stężenia cGMP przebiegającego z podobną 

dynamiką w hipokampie, móżdżku i w korze mózgowej zwierząt dorosłych. Wzrost 

zależnej od stymulacji receptora NMDA aktywności syntazy NO i stężenia cGMP był 

dwukrotnie wyższy w hipokampie i móżdżku w porównaniu do kory mózgowej. 

Wyniki licznych badań ostatnich lat wskazują, że zależne od receptora NMDA 

uwalnianie NO i wzrost stężenia cGMP w mózgu odgrywa ważną rolę w 

mechanizmie długotrwałego wzmocnienia synaptycznego (LTP) w hipokampie. NO 

pełni funkcję zwrotnego przekaźnika przekazującego informacje z części 

postsynaptycznej do presynaptycznej zakończeń nerwowych poprzez aktywację 

cyklazy guanylanowej lub procesu ADP-rybozylacji białek powoduje zwiększenie 

wyrzutu glutaminianu (Collingridger i Singer 1990, O'Dell i wsp. 1994, Schuman i 

Madison 1994, Arancio i wsp. 1995, Vincent 1995). Ponadto stwierdzono udział obu 

tych przekaźników w procesie długotrwałej depresji synaptycznej (LTD) w móżdżku. 

Oba te procesy LTP i LTD biorą udział w mechanizmie uczenia i pamięci (Monaghan i 

wsp. 1989, Callingrider i Singer 1990, Garthwaite 1991, O'Dell i wsp. 1991, 1994, 

Vincent 1995, Boulton i wsp. 1995). Badania ostatnich lat sugerują udział móżdżku 

w procesie odpowiedzialnym za percepcje i procesy poznawcze a nie tylko 

koordynację mchową (Gao i wsp. 1996). 

Tlenek azotu bierze udział w procesach S-nitrozylacji i ADP-rybozylacji białek. 

Snyder i wsp. (1998) przedstawili kaskadę zdarzeń i udział domen PDZ białek 

cytoskeletonu w sugerowanej preferencyjnej aktywacji syntazy NO przez jony wapnia 

wpływające do komórek w wyniku pobudzenia receptora NMDA. Białko PSD-95 

przez wiązanie się z jednej strony z receptorem NMDA a z drugiej z nNOS, może 

spełniać rolę adaptora i umożliwia zbliżenie syntazy nNOS do receptora NMDA a tym 

samym skracać drogę wchodzącego wapnia, który bezpośrednio aktywuje syntazę 

NO (Kornau i wsp. 1995, Brenman i wsp. 1996). Te badania mogą wyjaśniać 

preferencyjną role receptora NMDA w aktywacji konstytutywnej syntazy NO w 
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porównaniu do innych procesów receptorowych. Wyniki tych badań usuwają na 

dalszy plan udział wapnia uwalnianego przez IP3 w aktywacji syntazy NO. 

Potwierdzają to badania Aoki i wsp. (1997), że nNOS istnieje w neuronach 

zawierających receptory NMDA. 

W niniejszej pracy obserwowano obniżenie wzrostu aktywności NOS w wyniku 

pobudzenia receptora NMDA w hipokampie i móżdżku zwierząt starych w 

porównaniu do dorosłych. Stwierdzono również brak wzrostu stężenia cGMP 

zależnego od pobudzenia receptora NMDA w nieobecności i obecności IBMX w 

hipokampie i móżdżku zwierząt starczych. W korze mózgowej zwierząt starych 

odpowiedź receptora NMDA nie ulegała zmianie w porównaniu do zwierząt 

dorosłych. Obniżenie syntezy NO zależnej od receptora NMDA może wpływać na 

procesy transdukcji sygnału zależne od cGMP w mózgach starczych. Obserwowane w 

tej pracy obniżenie zależnej od pobudzenia receptora NMDA syntezy NO i brak 

cGMP w hipokampie i móżdżku może mieć ważne funkcjonalne znaczenie w takich 

procesach jak uczenie i pamięć. Vallebuona i Raitieri (1994) stwierdzili obniżenie 

podstawowego zewnątrzkomórkowego stężenia cGMP w wyniku pobudzenia 

receptora NMDA w dializacie hipokampa i móżdżku zwierząt starych. Brak jest 

danych w literaturze na temat zmian aktywności syntazy NO w wyniku stymulacji 

receptora NMDA u zwierząt starych. Wiadomo, że w mózgu starczym ulega 

obniżeniu gęstość receptorów NMDA jak również zmienia się ich wrażliwość na 

agonistę i niektóre modulatory. Badania wiązania ligandów do receptora NMDA 

wykazały obniżenie ilości specyficznych miejsc wiązania w mózgu starczym (Peterson 

i Cotman 1989, Wenk 1991, Cimino 1993, Serra i wsp. 1994, Mitchell i Anderson 

1998). Związane z wiekiem zmiany gęstości receptorów NMDA obserwowano w 

korze mózgowej, hipokampie i w prążkowiu (Kito 1990, Tramaru i wsp. 1991, Wenk i 

wsp. 1991, Ingram i wsp.1992, Magnusson i Cotman 1993, Muller 1994, Serra i wsp. 

1994) Obniżenie ilości receptorów danego układu neurotransmiterowego w mózgu 

starczym nie zawsze towarzyszy obniżeniu funkcji całej populacji receptorów danego 

typu przykładem mogą być receptory muskarymowe niAchR. Ilość tych receptorów 

ulega zmniejszeniu ale ich funkcje zostają zachowane lub nawet wykazują 

zwiększoną aktywność (Nalepa i wsp. 1989, Pepeu i wsp. 1993, Muller i wsp. 1994, 
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Pepeu i Giovonelli 1994). Ostatnie wyniki badań wskazują również na zachowanie 

funkcji receptorów mAChR w hipokampie, natomiast obserwowano zaburzenia w 

błonach kory mózgowej (Ayyagari i wsp. 1998). 

Niezależnie od zmian odpowiedzi receptora NMDA w mózgu starczym 

stwierdzono zaburzenia w uwalnianiu NO i cGMP. Wyniki tej pracy przedstawiają 

podwyższoną aktywność zależnej od wapnia i kalmoduliny syntazy NO, cyklazy 

guanylanowej i zależnej od cGMP fosfodiesterazy w mózgach starczych. 

Równocześnie obserwowane obniżenie stężenia cGMP w nieobecności IBMX 

wskazuje na zwiększenie obrotów metabolicznych cGMP z przewagą procesu 

degradacji cGMP w hipokampie i móżdżku zwierząt starych. W korze mózgowej 

stwierdzono zachowaną równowagę pomiędzy syntezą i hydrolizą cGMP. Valleboun i 

Raitieri (1994) stwierdzili u zwierząt starych obniżenie podstawowego stężenia cGMP 

w dializacie hipokampa i móżdżku. Obserwowane w tej pracy obniżenie 

podstawowego stężenia cGMP oraz zależnego od pobudzenia receptora NMDA może 

powodować zaburzenia funkcji enzymów i procesów kontrolowanych przez zależną 

od cGMP kinazę białkową. Obecnie wiadomo, że cGMP poprzez kinazę białkową G 

powoduje obniżenie stężenia wewnątrzkomórkowych jonów wapnia poprzez 

fosforylację ATPazy, kanałów zależnych od napięcia typu N, L, PKC, która wpływ na 

aktywność fosfolipazy C, jak również może modulować uwalnianie 

neurotransmiterów poprzez fosforylację białek pęcherzyków synaptycznych (Antoni i 

Daynithi 1990, Tsou i wsp. 1993, White i wsp. 1993, Heli i wsp. 1993, 1994, Pinede i 

wsp. 1996, Wang i Robinson 1997). PKG jest odpowiedzialna za obniżenie 

aktywności PLC i zmniejszenie tworzenia IP3 a w konsekwencji uwalnianie jonów 

wapnia z siateczki śródplazmatycznej (Shmidt i Li 1993, Hirata i wsp. 1994 Wang i 

wsp. 1995, Gatti i wsp. 1996). 

Stwierdzona również w tej pracy wyższa aktywność zależnej od Ca/CaM syntazy 

NO w mózgu starczym w porównaniu do dojrzałego może powodować modyfikację 

enzymów, również tych biorących udział w transdukcji sygnału poprzez procesy S-

nitrozylacji, ADP-rybozylacji lub reakcje wolnorodnikowe. Stwierdzono w badaniach 

na komórkach w hodowli organotypowej neuronów kory mózgowej, że NO w istotny 

sposób modyfikuje białko receptora NMDA. Badania Hoyt i wsp. (1992) wykazywały, 
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że NO reaguje z grupami tiolowymi receptora NMDA miejsc wiążących modulatory. 

Proces ten obniża aktywność kanału wapniowego i zapobiega masowemu napływowi 

Ca"+ i neurotoksyczności (Stamler i wsp. 1992, Lei i wsp. 1992). 

Ponadto modyfikuje aktywność samej syntazy NO (Manzoni i wsp. 1992, 1993, 

Rengasamy i Johns 1993, Vincent 1995). 

Wyniki przedstawione w tej pracy po raz pierwszy pokazują, że starzenie znacznie 

obniża syntezę NO zależną od receptora NMDA, która może być odpowiedzialna za 

obniżenie syntezy cGMP. Szereg obserwacji wskazuje, że proces fizjologicznego 

starzenia o.u.n. związany jest z zachodzącą równocześnie degeneracją neuronów a 

także zaburzeniami neurotransmisji i przekaźnictwa informacji od receptorów 

błonowych do jądra (Kito 1990, Constantine-Paton 1990, Hara i wsp. 1992, Joseph 

1992, Mhatre i Tricku 1992) Istotną rolę w starzeniu może mieć wzrost procesów 

wolnorodnikowych. W mózgu starczym obserwuje się wzrost peroksydacji lipidów 

indukowanej przez wolne rodniki (Sawada i Corlson 1987). Stwierdzono zmiany 

cytozolowego stężenia jonów wapnia i aktywności kanałów jonowych oraz funkcji 

szeregu receptorów jak glutamatergicznych, cholinergicznych, muskarynowych 

(Tramaru 1991, Pepeu 1993, Samochocki i Strosznajder 1994, Stosznajder i wsp. 

1994b, Araki 1997), znacząco jest obniżony wychwyt zwrotny uwalnianego 

glutaminianu (MeEntee i Crook 1993, Hartmoun i wsp. 1993). Do chwili obecnej 

istnieją kontrowersyjne dane dotyczące udziału NO w procesie starzenia. Valleboun i 

Raitieri (1994) zaobserwowali obniżenie podstawowej aktywność syntazy NO w 

hipokampie, natomiast nie zmieniała się aktywność syntazy NO w móżdżku u 

zwierząt starych. Potwierdziły to badania Garban i wsp. (1995). Stwierdzono wzrost 

aktywności syntazy NO w chorobie Alzheimera i Parkinsona (Pepeu i Giovanelli 

1994). 

Najistotniejsze zmiany obserwowano w układzie glutamatergicznym i cholinergicznym 

w mózgu starczym w procesie fizjologicznego starzenia oraz w chorobie Parkinsona i 

Alzheimera (Pepeu i Giovanelli 1994, Dawson i Dawson 1996). 

Do chwili obecnej nieznany jest dokładnie udział ewentualnie zwiększonej 

podstawowej aktywności syntazy NO i uwalnianego NO w procesie neurodegeneracji 

w mózgach starczych. Proces starzenia jest ważnym czynnikiem ryzyka dla 
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występowania patologii niedokrwiennej mózgu i szeregu schorzeń 

neurodegeneracyjnych. Obserwowane w tej pracy zmiany w układzie 

przekaźnikowym NMDA/NO/c.GMP stwarzają zupełnie odmienną sytuację wyjściową 

dla ewentualnego niedokrwienia w porównaniu z mózgami dojrzałymi. 

Układ glutamatergiczny modulowany jest przez szereg układów 

neurotransmiterowych w tym poprzez układ serotonergiczny (Peroutka 1981, 1993 

Maura i wsp. 1991, 1995, Hoyt 1992, O'Conor i Kruk 1992, Hoyer 1994). W obecnej 

pracy przedstawiono, że serotonina poprzez aktywację receptora 5HTX (5HT1A i 

5HT1B/D) i zależną od niego prawdopodobnie hiperpolaryzację błon, obniżała 

wapniowo regulowaną zależną od receptora NMDA syntazę NO i cGMP w 

hipokampie i korze mózgowej, natomiast receptor 5HT2 nie brał udziału. Badania te i 

liczne inne wskazują, że serotonina jest ważnym modulatorem przekaźników 

informacji drugiego rzędu w mózgu (Sprouse i Aghajanine 1987, Hoyt 1992, Boeijinga 

i Boddeke 1993, Maura i wsp. 1995, Maura i Raitieri 1996, Guido i Raitieri 1996) 

Aktywacja receptora serotonergicznego 5HT\ może być odpowiedzialna za osłabienie 

transdukcji sygnału zależnej od NO i cGMP uwalnianych w wyniku pobudzenia 

receptora NMDA jak również od kwasu arachidonowego. Becquet i wsp. (1993) 

obserwował z kolei, że pobudzenie receptora NMDA stymuluje uwalnianie serotoniny 

i ten efekt jest modulowany przez glicynę. 

Serotonina poprzez receptor 5HT2 eliminuje zależny od receptora cholinergicznego 

wzrost uwalniania IPs i mobilizację wewnątrzkomórkowego wapnia (Samochocki i 

Strosznajder 1995). Wydaje się, że serotonina w ten sposób może zapobiegać 

pewnym niekorzystnym procesom wywoływanym nadmiernym pobudzeniem 

receptorów NMDA. Badania Rossa i wsp. (1992) wskazują również na interakcję 

pomiędzy systemem serotonergicznym a glutamatergicznym. Prehn i wsp. (1994) 

pokazał, że agonista receptora 5HT1A jest zdolny redukować uszkodzenia w hodowli 

neuronów hipokampa poddanych hipoksji i działaniu glutaminianu w zależności od 

dawki. Badania te sugerują, że uwalnianie serotoniny oraz działanie agonistów 

odpowiednich receptorów serotonergicznych mogą zapobiegać nadmiernemu 

uwalnianiu przekaźnikć)w prowadzących do uszkodzeń ischemicznych mózgu (Prehn 

i wsp. 1993, Pode roso i wsp. 1996). 
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W niedotlenieniu mózgu występowanie opóźnionych zmian degeneracyjnych 

przypisuje się nadmiernemu uwalnianiu glutaminianu z części presynaptycznej 

zakończeń nerwowych w wyniku pobudzenia jego receptorów w części 

postsynaptycznej wraz z gwałtownym wzrostem stężeń jonów wapnia w neuronach 

(Siesjo i Bengtsson 1989ab, Choi 1990a, Salińska i wsp. 1991, Siesjo 1993). 

Zastosowanie MK-801, antagonisty niekompetycyjnego receptora NMDA zapobiega 

toksyczności glutaminianu poprzez zatrzymanie napływu jonów wapnia przez ten 

kanał (Deupree 1996, Ma i wsp. 1998). Podobnie blokowanie przez jony magnezu 
2 + kanału Ca związanego z tym receptorem redukowało uszkodzenia ischemiczne w 

skrawkach hipokampa obserwowane w mikroskopie elektronowym przez Feig i 

Lipton (1990), Tsuda i wsp. (1991). Innym argumentem przemawiającym za udziałem 

receptorów NMDA we wzroście stężenia wewnątrzkomórkowego jonów wapnia 

[Ca"+]j jest bardzo szybka aktywacja wielu enzymów zależnych od jonów wapnia i ich 

hamowanie przez inhibitory tego kanału (Gili i wsp. 1987, 1992). Wyniki badań 

przedstawione w tej pracy wskazują, że MK-801 zapobiega zależnej od wapnia i 

pobudzenia receptorów NMDA aktywacji syntazy NO w czasie ischemii i okresie 

reperfuzji. O udziale tego receptora w rozwoju zmian poniedokrwiennych może 

świadczyć obserwowany wzrost ekspresji podjednostki receptora NMDA-R1 w rejonie 

warstwy CAj hipokampa (Heurteaux i wsp. 1994). Wyniki przedstawione w tej pracy 

wykazują że hamowanie receptora NMDA i jego kanału Ca~\ antagonistą receptora 

NMDA, MK-801 w czasie ischemii i reperfuzji zapobiegało w 80% wzrostowi 

aktywności NOS i stężeniu cGMP w półkulach mózgu i móżdżku. Istnieją doniesienia 

wskazujące, że neuroprotekcyjny wpływ MK-801 zależy od towarzyszącej hipotermii 

(Buchan i Pulsinelli 1990, Łazarewicz i wsp. 1997, Pulsinelli i wsp. 1997). Wydaje się 

jednak, że kontrolowane warunki normotermiczne w prezentowanych 

doświadczeniach z zastosowaniem MK-801 zarówno w trakcie niedotlenienia jak po 

nim wskazują na udział receptora NMDA w aktywacji konstytutywnej syntazy NO i w 

wzroście stężenia cGMP w półkulach mózgu i móżdżku. 

Liczne wcześniejsze badania wykazały że nadmierna stymulacja receptorów NMDA 

poprzez aminokwasy pobudzające może inicjować różne zjawiska, które prowadzą 

do degeneracji i obumierania neuronów w wyniku uszkodzeń ischemicznych (Choi 
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1988a, I99O, Siesjo 1993, Huang 1994). Ostatnio pojawiły się doniesienia o udziale 

receptorów AMPA w ischemicznych uszkodzeniach (Umemura i wsp. 1997). 

Zwrócono uwagę na rolę receptorów AMPA w potencjalizacji otwarcia kanału 

wapniowego zależnego od napięcia i receptorów mGluR2 w ischemii (Gorter 1997, 

Arancio i wsp. 1997). Mechanizm cytotoksycznego działania NO w patologii 

ischemicznej wydaje się złożony i między innymi polega na wzmocnieniu wyrzutu 

glutaminianu z zakończeń nerwowych (Garthwaite 1991, Nowicki i wsp.1991, 

Dawson i wsp. 1994a, Bogdanov i Wurtman 1997) i przedłużeniu otwarcia kanału 

Ca"+ receptora NMDA (Dalkara i Moskowitz 1998). Toksyczność NO może być 

związana z aktywacją procesów wolnorodnikowych w wyniku reakcji z rodnikiem 

ponadtlenkowym oraz w dalszej konsekwencji powstawanie anionu 

peroksyazotawego (ONOO) i wzrostu stężenia bardzo aktywnych wolnych rodników 

jak N02
# i "OH oraz ich toksycznego działania na procesy transportu elektronów w 

mitochondriach i uszkodzenia DNA (Dawson i wsp. 1994a, Dalkara i Moskowitz 1997, 

Knowles 1997, Bolanese i wsp. 1998). 

Ischemia przodomózgowia powodowała wzrost aktywności syntazy NO i stężenia 

cGMP również w móżdżku poprzez aktywację systemu glutamatergicznego. Wyniki 

badań prezentowanych w tej pracy wskazują, że niedokrwienie przodomózgowia 

powoduje zmiany w odległych regionach mózgu nie dotkniętych niedokrwieniem. 

Stwierdzono, że inhibitor nNOS i eNOS, NNLA, oraz inhibitor wykazujący preferencje 

do nNOS, 7-NI hamują wzrost aktywności Ca" Vkalmodulinowo zależnej syntazy NO i 

stężenie cGMP w półkulach mózgu i w móżdżku wywołane ischemią. Ponadto nie 

stwierdzono aktywności syntazy NO w obecności EGTA oraz wpływu hydrokortizonu 

na aktywność NOS i stężenie cGMP, jak również nie stwierdzono aktywacji genu dla 

indukowanej izoformy syntazy NO w okresie reperfuzji. Wyniki wskazują, że wzrost 

stężenia NO i cGMP podczas ischemii i reperfuzji jest konsekwencją działania przede 

wszystkim konstytutywnej izoformy syntazy NO. Aktywacja iNOS po ischemii w 

mózgu jeżeli ma miejsce jest zjawiskiem mało specyficznym jest konsekwencją 

obumierania komórek. Uzyskane w tej pracy wyniki wskazują na udział nNOS i e 

NOS i znalazło to potwierdzenie w badaniach Huanga i wsp. (1994, 1996), Hary i 

wsp. (1996b) z zastosowaniem do badań myszy pozbawionych genu dla nNOS. 
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Uzyskane przez tych badaczy wyniki wskazują na zmniejszenie aktywności syntazy 

NO i zmniejszone obumieranie neuronów w warstwie CA, u myszy pozbawionej genu 

dla nNOS. Model ischemii u gerbila jest bardzo podobny do modelu ischemii z 

podwiązaniem tętnic szyjnych u myszy charakteryzującym się wzrostem aktywności 

NOS i symetrycznym selektywnym obumieraniem neuronów w warstwie CA{ 

hipokampa (Panahian i wsp. 1996). Okazało się, że myszy pozbawione genu dla 

nNOS podane 5 i 10 min ischemii mózgu charakteryzują się mniejszymi uszkodzenia 

w warstwie CAX hipokampa aniżeli myszy posiadające gen dla nNOS (Panahian i wsp. 

1996). 

Wydaje się, że w zależności od typu ischemicznych uszkodzeń tworzący się NO może 

powodować większe lub mniejsze zmiany procesów biochemicznych i morfologii 

komórek. W miejscowej ischemii stwierdzono wzrost iNOS w ścianach naczyń 

mózgowych i w komórkach glejowych (Lui i wsp. 1993, Iadecola i wsp. 1995, 1997). 

W Badania Simmonsa i Murphiego (1992) obserwowano ekspresję izoformy iNOS w 

astrocytach i mikrogleju. 

Wyniki przedstawione w tej pracy pokazują, że inhibitory syntazy NO, NNLA 

podawany w dawce 30 mg/kg mc oraz inhibitor nNOS, 7NI w dawce 25mg/kg mc. 5 

min przed ischemia obniżały wzrost NO/cGMP w czasie ischemii i okresie reperfuzji 

w półkulach mózgu. Inhibitory syntazy NO, NNLA i 7-NI stosowane w wymienionych 

dawkach podawane przed ischemią powodowały przeżywalność około 30% 

neuronów w odpowiednich polach warstwy CA, hipokampa w porównaniu do 

takich samych pól warstwy CA1 hipokampa zwierząt kontrolnych. Wyniki sugerują, 

że inhibitory kostytutywnych izoform poprzez hamowanie nNOS i eNOS skutecznie 

zapobiegały obumieraniu ale tylko niewielkiej populacji neuronów. Caldwel i wsp. 

(1994) jak dotychczas jedyni z badaczy, stwierdzili, że NNLA podane wyłącznie po 

ischemii w dawce 10 mg/kg mc zapobiegało obumieraniu około 50% neuronów w 
2 t warstwie CAX hipokampa w przeliczeniu na mm . Zastosowanie inhibitorów w 

odpowiednim czasie i dawce ma istotne znaczenie. Istnieje możliwość, że NNLA w 

dawce mniejszej od stosowanej w tej pracy hamuje tylko nNOS. W okresie reperfuzji 

w części mózgu poddanej niedokrwieniu dochodzi do generowania rodnika 

ponadtlenkowego. 7NI likwiduje wzrost produktów peroksydacji we wczesnych 
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czasach reperfuzji. Wysoki poziom TB ARS obserwowany we wczesnych okresie 

reperfuzji był znamiennie znoszony przez inhibitor nNOS , 7-NI. Peroksydacja lipidów 

w mózgu poischemicznym jest rezultatem kooperacji działania NO i innych wolnych 

rodników. 

7-NI inhibitor neuronalnej formy syntazy NO in vivo obniżał rozmiary zawału po 

zamknięciu środkowej tętnicy mózgowej (MCA) u szczurów (Buisson i wsp. 1992, 

1993b, Yoshida 1994). 

7NI podawany w dawce 25mg/kg, który nie miał wpływu na przepływ mózgowy i 

zużycie glukozy w mózgu oraz skutecznie obniżał wywołane pobudzeniem receptora 

NMDA zmiany aktywności NOS, cGMP i TBARS podczas reperfuzji. W modelu 

ischemicznym MCA u szczura Buisson (1992) pokazał, że podany dootrzewnowo 

ester metylowy N-nitroL-argininy w dawce 3 mg/kg powodował obniżenie 

aktywności nNOS bez wpływu na eNOS. Protekcyjne działanie inhibitora syntazy NO, 

NNLA na obumieranie neuronów spowodowane ischemią było obserwowane przez 

Nowickiego i wsp. 1991, Buisson i wsp. 1992, 1993, Caldwell i wsp. 1994). Ponadto 

Buisson i wsp. (1993) zaobserwowali 30% obniżenie uwalniania glutaminianu przez 

NNLA. Natomiast Weissman i wsp. (1992) stwierdzili, że NNLA 50 mg/kg powoduje 

wzrost uszkodzeń neuronalnych w warstwie CA, hipokampa po ischemii u gerbila. 

Badacze podawali NNLA 4 godz. przed ischemią co powodowało zaburzenie stężenia 

NO koniecznego dla prawidłowego funkcjonowania naczyń i neuronów. Natomiast 

NNLA zmniejsza objawy cytotoksyczności spowodowane NMDA podanym in vivo 

szczurowi. Buchan i wsp. (1990) pokazał, że NNLA w dawce 40mg/kg mc ale nie 

10mg/kg mc znacznie zwiększa śmiertelności i uszkodzenie w warstwie CA2 

hipokampa u szczura w model globalnej ischemii z podwiązaniem 4 tętnic. Nagafuji i 

wsp. C1991) zaobserwowali, że NNLA w dawce 3 mg/kg zapobiega obumieraniu 

neuronów w warstwie CA{ hipokampa w 6 dni po 10 min ischemii u gerbila. Wyniki 

badań licznych badaczy są rozbieżne i mogą być wyjaśnione przez stosowanie 

różnych dawek i w różnym czasie oraz również wpływ nie dostatecznie selektywnych 

inhibitorów neuronalnej i śródbłonkowej, jak też indukowanej izoform NOS w 

neuronach hipokampa jak zauważył Dalkara i Moskowitz (1994). Uzyskanie 

selektywnych inhibitorów dla poszczególnych izoform NOS będzie miało istotne 
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znaczenie terapeutyczne. Istnienie obu izoforin nNOS i eNOS stwierdzono w 

hipokampie. Jedynie niewielka pula neuronów hipokampa zawierają nNOS czy 

marker NADPH-diaforazy. Dinerman i wsp. (1994) zaobserwował, że nNOS występuje 

w interneuronach, natomiast śródbłonkowa izoforma NOS w komórkach 

piramidalnych hipokampa. Po usunięciu genu dla nNOS jedynie eNOS była 

aktywowana u mutantanów myszy (O'Delli 1994, Huang 1996). 

Mechanizm, przez który NO uwalniany w wyniku uszkodzeń ischemicznych 

powoduje obumieranie i uszkodzenie neuronów. Wydaje się, że podczas reperfuzji i 

także w fizjologicznych i patologicznych mózgach starczych, NO reaguje z jonem 

ponadtlenkowym (02). Rezultatem jest generowanie anionu peroksyazotawego. Ten 

związek jest wystarczająco stabilny i łatwo dyfunduje do sąsiednich komórek i może 

być degradowany w pH kwaśnym do 'OM i N()2*, które mogą powodować znaczące 

uszkodzenie komórek (Stamler i wsp. 1992, Beckman 1994). Innym mechanizmem 

cytotoksyczności może być aktywacja przez NO procesów ADP-rybozylacji białek i 

kwasów nukleinowych (Zhang i wsp. 1994, Lipton i wsp. 1993, Wink i wsp. 1993). 

Potencjalny mechanizm cytotoksyczności odnosi się do wolnorodnikowego 

uszkodzenia DNA i w konsekwencji aktywacji PARS-u i zużycia ATP i NAD co 

prowadzi do śmierci neuronów (Dawson i wsp. 1994b, Zhang i wsp. 1994). Ostatnie 

badania Endresa i wsp. (1998) wykazały, że u mysz pozbawionych genu dla PARS-u 

ischemia powodowała mniejsze uszkodzenia w warstwie CAt hipokampa. Poza 

omawianym mechanizmem znane jest, że NO wiąże się z enzymem kompleksu I, II, 

III, IV łańcucha transportu elektronów w mitochondriach i uszkadza procesy 

energetyczne (Brown i Cooper 1994, Knowles 1997, Bolanos i wsp. 1997). 

Powstało pytanie jaką rolę odgrywa wysoki poziom cGMP w mózgu podczas 

ischemii. Neurotoksyczą czy neuroprotekcyjną rola cGMP nie jest wyjaśniona. W 

komórkach PCI 2 niehydrolizujący analog cGMP, butyleno-cGMP zmniejsza 

neurotoksyczność spowodowaną SNP jak również inhibitor cyklazy guanylanowej 

redukuje ten efekt (Frandsen i wsp. 1992, 1993, Nakamura i wsp. 1997). Powyższe 

badania sugerują że cGMP może być odpowiedzialny za przeciwdziałanie 

toksyczności NO w czasie reperfuzji. Badania pokazały, że cGMP odgrywa mało 

znaczącą rolę w fosforylacji NOS i hamowaniu aktywności enzymu. Wiadomo że 

http://rcin.org.pl



95 

nNOS jest fosforylowany przez PKA, PKC, jak również przez zależną od cGMP kinazę 

(Bnine i Lapetina 1991, Breclt i wsp.1992, Dawson i wsp. 1994a) Natomiast 

fosforylacja poprzez kinazy białkowe może obniżać aktywność enzymu (Bredt i wsp. 

1992, Dawson i wsp. 1996a). Badania Brune i Lapetina 1991 jak również wyniki 

przedstawione w tej pracy wskazują że syntaza NO ulega fosforylacji, natomiast 

nieznacznie około 20% ulega zmianie aktywność enzymu. Poprzednio uważano, że 

aktywność syntazy NO podlega w istotny sposób regulacji przez proces defosforylacji, 

w który zaangażowana jest kalcyneuryna. Podawanie inhibitorów kalcyneuryny, 

cyklosporyny A lub FK-506 powodowało obniżenie aktywności syntazy NO oraz 

zapobiegało toksyczości NMDA i obumieraniu neuronów (Dawson i Dawson 1996b, 

Shiga i wsp. 1992) Wyniki prezentowane w tej pracy wykazały tylko około 20% 

zmiany aktywności syntazy NO po zastosowaniu inhibitora fosfataz, wanadzianu 

sodu. 
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WNIOSKI 

1. Znamiennie niższa aktywność syntazy NO w wyniku pobudzenia receptora 

NMDA w hipokampie i móżdżku starczym w porównaniu z dojrzałym oraz 

brak wzrostu stężenia cGMP w czasie aktywacji receptora NMDA wskazuje na 

istotną zmianę zaburzenia funkcji tego receptora, co może wpływać na procesy 

neurotransmisji w mózgu starczym. 

2. Obniżenie podstawowego poziomu cGMP w wyniku zwiększonej aktywności 

fosfodiesterazy oraz wyższa podstawowa aktywność konstytutywnej syntazy 

NO w hipokampie i móżdżku starczym w porównaniu z dojrzałym mogą być 

odpowiedzialne za modyfikację funkcji receptora NMDA w mózgu starczym. 

3. Serotonina poprzez aktywację receptorów 5HTj a szczególnie 5HT1A, w istotny 

sposób może modulować odpowiedź receptora NMDA. Agoniści receptorów 

SHTj mogą zabezpieczać mózg przed neurotoksycznym działaniem tlenku 

azotu w wyniku nadmiernej aktywacji receptorów NMDA. 

4. Aktywacja receptorów NMDA w mózgu dojrzałym w okresie niedokrwienia jak 

również w okresie reperfuzji odpowiedzialna jest za wzrost aktywności 

konstytutywnej syntazy NO i stężenia cGMP w półkulach mózgu i w móżdżku. 

Nie obserwowano aktywacji genów dla indukowanej syntazy NO. Zwiększona 

aktywność Ca~Vkalmodulinowo-zależnej syntazy NO i aktywacja procesów 

wolnorodnikowych w okresie reperfuzji może być odpowiedzialna za 

neurodegenerację i obumieranie neuronów 

5. N-nitro-L-arginina oraz 7-nitroindazol w stosowanych dawkach obniżają 

znamiennie uwalnianie NO i cGMP podczas ischemii i w czasie reperfuzji, 

natomiast zapobiegają obumieraniu niewielkiej populacji neuronów w warstwie 

CAj hipokampa. Wyniki sugerują, że hamowanie przez inhibitory nNOS ale 

również eNOS może obniżać skuteczność stosowanych związków i wskazują 

na konieczność poszukiwania wysoce specyficznych inhibitorów 

poszczególnych izoform syntazy NO. 
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STRESZCZENIE 

Tlenek azotu (NO) należy do nielicznych gazowych przekaźników informacji 

wewnątrzkomórkowej i międzykomórkowej. NO powstaje z grupy guanidynowej L-

argininy w reakcji katalizowanej przez syntazę tlenku azotu. Odkryto 3 izoformy 

syntazy NO; neuronalną (nNOS), śródbłonkową (eNOS) i indukowaną (iNOS). 

Syntaza NO jest enzymem regulowanym przez wiele czynników, posiada domenę 

redukującą i utleniającą. NO odgrywa istotną rolę układzie nerwowym, krwionośnym 

i immunologicznym. Odkrywcy i badacze tej molekuły, Robert F. Furchgott , Louis J. 

Ingarro i Ferld Murad zostali uhonorowani tegoroczną nagrodą Nobla. 

NO łatwo dyfunduje do sąsiednich komórek, gdzie aktywuje cyklazę guanylanową 

powodując wzrost stężenia cGMP. Aktywacja zależnej od cGMP kinazy białkowej 

przez cGMP stanowi główną drogę przekazywania informacji. Tlenek azotu aktywuje 

również procesy S-nitrozylacji i ADP-rybozylacji białek. 

W ośrodkowym układzie nerwowym (o.u.n.) NO uwalniany w warunkach 

fizjologicznych w wyniku pobudzenia postsynaptycznych receptorów NMDA 

przekazuje informacje do części presynaptycznej zakończeń nerwowych i bierze 

udział razem z cGMP w długotrwałym wzmocnieniu synaptycznym w hipokampie 

oraz w długotrwałej depresji synaptycznej w móżdżku i może odgrywać istotną rolę 

w mechanizmie procesu uczenia i pamięci. 

Proces starzenia jest istotnym czynnikiem ryzyka dla zaburzeń pamięci, procesów 

degeneracyjnych i niedokrwienia mózgu. Istotną rolę w starzeniu przypisuje się 

wolnym rodnikom NO, 'OH i 02. Proces starzenia doprowadza do zmian ilości i 

funkcji niektórych receptorów w tym NMDA i cholinergicznych, aktywności enzymów 

oraz stężenia niektórych przekaźników informacji jak np. glutamnianu, jonów 

wapnia i cGMP. 

NO syntetyzowany nadmiernie jest związkiem cytotoksycznym i może być 

odpowiedzialnym za obumieranie neuronów w wyniku proponowanej sekwencji, 

która uwzględnia aktywację procesów wolnorodnikowych, czynnika transkrypcyjnego 

NFkB i uszkodzenia DNA. Uszkodzenie nici DNA z kolei aktywuje syntazy poli ADP-

rybozy (PARS), enzymu jądrowego, którego nadmierna stymulacja doprowadza do 

wyczerpania NAD i ATP i śmierci komórek. 
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Istnieją liczne dane wskazujące, że patologia niedokrwienna jest związana lub 

nawet zapoczątkowana wejściem jonów wapnia do komórki i aktywacją różnych 

wapniowo-zależnych enzymów i procesów. Ostatnie badania wskazują, że jony 

wapnia podczas pobudzenia receptora NMDA preferencyjnie stymulują nNOS poprzez 

specyficzne złożone mechanizmy interakcji białko-białko. Do ostatniego roku istniały 

liczne kontrowersje dotyczące znaczenia NO w patologii ischemicznej mózgu. Do 

dzisiaj pozostaje nie wyjaśniony jego udział w procesie neurodegeneracji i w starzeniu 

o.u.n.. Wprowadzenie do badań zwierząt pozbawionych genów dla poszczególnych 

izoform syntazy NO pozwoliło wyjaśnić znaczenie izoform syntazy NO w patologii 

ischemicznej. Stwierdzono, że obumieranie neuronów w miejscowej jak również w 

całkowitej ischemii mózgu jest znacznie mniejsze u myszy pozbawionej genu dla 

neuronalnej izoformy NOS. Mutanty z brakiem genu dla nNOS wykazują obniżoną 

aktywność enzymu. Wyniki uzyskane z zastosowaniem zwierząt pozbawionych 

genów dla nNOS i eNOS wykazały, że neuronalna syntaza NO jest odpowiedzialna za 

obumieranie neuronów w wyniku niedokrwienia mózgu. 

Do chwili obecnej pozostaje nadal nie wyjaśniona rola podstawowej 

konstytutywnej aktywności syntazy NO i mechanizm regulacji podstawowego 

stężenia cGMP jak również udział receptorów NMDA w uwalnianiu NO w mózgach 

starczych. Ponadto pozostała nie wyjaśniona rola receptora NMDA w okresie 

reperfuzji po niedokrwieniu mózgu. W momencie rozpoczynania badań nad udziałem 

NO w ischemii mózgu istniały liczne kontrowersje i nieznany był udział 

poszczególnych izoform syntazy NO w tej patologii. Uzasadniało to podjęcie badań 

mających na celu wyjaśnienie zależnego od pobudzenia receptora NMDA uwalniania 

NO i jego roli w patologii ischemicznej mózgu. 

Oznaczano i oceniano podstawowe aktywności enzymów biorących udział w 

regulacji stężenia cGMP. Badano zależną od stymulacji receptora NMDA aktywność 

syntazy NO i stężenie cGMP w różnych częściach mózgu zwierząt dorosłych i starych 

oraz poddanych niedokrwieniu. Niedokrwienie mózgu u gerbila wywoływano 

poprzez zamknięcie światła naczyń obu tętnic szyjnych wspólnych klipsami Heifetz'a 

na okres 1, 2.5, 5 min stosując narkozę halotanową. Badania prowadzono w różnych 

czasach reperfuzji po 5 min niedokrwieniu. 
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W farmakologicznej modyfikacji reakcji mózgu na ischemię uwzględniono 

następujące związki; 

a) niekompetycyjny antagonista receptora NMDA, MK-801 podawany w dawce 

0.8mg/kg mc 30 min przed niedokrwieniem mózgu, 

b) inhibitor syntazy NO, N-nitro-L-argininę (NNLA) podawany w dawce 30mg/kg mc 

5 min przed ischemią, 

c) inhibitor wykazujący zwiększone powinowactwo do neuronalnej formy syntazy 

NO, 7-nitroidazol podawany w dawce 25mg/kg mc 5 min przed niedokrwieniem 

mózgu, 

d) inhibitor cyklazy guanylanowej, LY 83 583 podawany w dawce 6mg/kg mc 5 min 

przed ischemią, 

e) inhibitor indukowanej formy NOS, hydrokortizon podawany w dawce 40mg/kg mc 

przez 7 dni i na 2 godziny przed wywołaniem ischemii. 

Do badań histochemicznych inhibitory NOS, NNLA i 7-NI podawano 5 min przed i 1, 

3 24 i 48 godz. po ischemii. 

Aktywność syntazy NO oznaczano poprzez pomiar radioaktywnej 1'HlL-cytmliny 

powstającej w stechiometrycznym stosunku do NO ze znakowanej [3H]L-argininy w 

reakcji katalizowanej przez syntazę NO w obecności kofatorów. Stężenie cGMP 

oznaczano metodą radioimmunochemiczną lub immunochemiczą stosując zestawy 

firmy Amersham po ekstrakcji w 20% kwasie tri chlorooctowym (TC A). Natomiast 

peroksydację lipidów określano poprzez pomiar stężenia związków reagujących z 

kwasem tiobarbiturowym oraz przez pomiar stężenia podwójnych sprzężonych 

wiązań (CDB) w ekstrakcie lipidowym w homogenacie półkul mózgu i móżdżku. 

Konstytutywne izoformy syntazy NO identyfikowano metodą Western blottingu przy 

użyciu monoklonalnych przeciwciał przeciwko nNOS lub eNOS. Natomiast iNOS 

oznaczano metodą Northern blottingu po uprzedniej izolacji RNA metodą fenolowo-

chloroformową. 

W wyniku pobudzenia receptora NMDA stwierdzono wzrost aktywności 

wapniowo-zależnej syntazy NO, zwiększenie uwalniania NO a w konsekwencji 

wzrost stężenia cGMP w hipokampie, móżdżku i w korze mózgowej zwierząt 

dorosłych przebiegający z podobną dynamiką. Natomiast w hipokampie i móżdżku 
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starczym obserwowano obniżenie wzrostu aktywności syntazy NO zależnej od 

pobudzenia receptora NMDA. Stwierdzono brak wzrostu stężenia cGMP w wyniku 

stymulacji receptora NMDA zarówno w nieobecności jak również po podaniu 

inhibitora fosfodiesterazy, 3-izobutylo-1,1 -metylenoksantyny (IBMX) w hipokampie i 

móżdżku z zachowaną odpowiedzią tego receptora w korze mózgowej u zwierząt 

starych. Ponadto stwierdzono podwyższenie podstawowej niezależnej od receptora 

NMDA aktywności NOS, cyklazy guanylanowej oraz zależnej od cGMP 

fosfodiesterazy. Wyniki te wskazują na zwiększenie obrotów metabolicznych cGMP z 

przewagą procesu degradacji w hipokampie i móżdżku u zwierząt starych. Obniżenie 

podstawowego stężenia cGMP w skrawkach hipokampa i móżdżku zwierząt starych 

wynikało ze znacznie zwiększonej hydrolizy cGMP poprzez fosfodiesterazę. 

Obniżenie stężenia cGMP i zależnych od niego procesów może w konsekwencji 

powodować podwyższenie [Ca~ li i wpływać na utrzymujący się stwierdzony wzrost 

aktywności syntazy NO w mózgu starczym. NO z kolei może modyfikować funkcję 

receptora NMDA. Wyniki wskazują, że udział zależnej od cGMP kinazy białkowej w 

fosforylacji NOS jak również udział innych kinaz białkowych odgrywa niewielką rolę 

w regulacji aktywności syntazy NO. 

Istotne znaczenie w odpowiedzi receptora NMDA ma interakcja międzyreceptorowa 

w tym z układem serotenergicznym. Serotonina poprzez aktywację receptora 5HT; 

5HT1A i 5HT1B/D likwidowała wzrost aktywności syntazy NO i stężenia cGMP 

spowodowanego stymulacją receptora NMDA. Natomiast nie stwierdzono udziału 

receptora 5HT2 Badania te wykazały, że agoniści receptorów serotonergicznych 5HT! 

w istotny sposób mogą wpływać na stężenie ważnych przekaźników informacji takich 

jak NO i cGMP w mózgu. 

Istotnej aktywacji ulegała syntaza NO podczas ischemii mózgu i w czasie 

reperfuzji, spowodowana napływem jonów wapnia w wyniku stymulacji receptora 

NMDA. Zwiększone uwalnianie NO powodowało znamienny wzrost stężenia cGMP. 

Stwierdzono, że ischemia powodowała aktywację zależnej od wapnia i kalmoduliny 

neuronalnej i śródbłonkowej izoformy syntazy NO. Badania metodą Western blottingu 

przy użyciu monoklonalnych przeciwciał przeciwko nNOS i eNOS wykazały, że ilość 

białka enzymu nie ulega zmianie w czasie reperfuzji. Nie stwierdzono aktywacji 
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indukowanej syntazy NO w mózgu oznaczanej metodą Northern blottingu. Ischemia 

przodomózgowia kory mózgowej wpływała na zmianę aktywności NOS i stężenie 

cGMP w móżdżku poprzez aktywację systemu glutamatergicznego. Inhibitory syntazy 

NO, NNLA i 7-NI w wymienionych dawkach zapobiegały obumieraniu niewielkiej 

i lości  neuronów w warstwie CAj hipokampa w porównaniu do warstwy C A {  

hipokampa zwierząt kontrolnych. 7NI likwidował wzrost produktów peroksydacji we 

wczesnych czasach reperfuzji co sugemje, że NO może zapoczątkowywać kaskadę 

wolnorodnikowa. 

Przedstawione w tej pracy wyniki badań pozwoliły na wysunięcie następujących 

wniosków: 

Znamiennie niższa aktywność syntazy NO w wyniku pobudzenia receptora NMDA 

w hipokampie i móżdżku starczym w porównaniu z dojrzałym oraz brak wzrostu 

stężenia cGMP w czasie aktywacji receptora NMDA wskazuje na istotną zmianę 

funkcji tego receptora, co może wpływać na procesy neurotransmisji w mózgu 

starczym. 

Obniżenie podstawowego poziomu cGMP w wyniku zwiększonej aktywności 

fosfodiesterazy i w konsekwencji wyższa podstawowa aktywność konstytutywnej 

syntazy NO w hipokampie i móżdżku starczym w porównaniu z dojrzałym mogą być 

odpowiedzialne za modyfikację funkcji receptora NMDA w mózgu starczym. 

Aktywacja receptorów NMDA w mózgu dojrzałym w okresie niedokrwienia jak 

również w okresie reperfuzji odpowiedzialna jest za wzrost aktywności 

konstytutywnej syntazy NO i stężenia cGMP w półkulach mózgu i w móżdżku. Nie 

obserwowano aktywacji genów dla indukowanej syntazy NO. Zwiększona aktywność 

Ca2+/kalmodulinowo-zależnej syntazy NO i aktywacja procesów wolnorodnikowych 

w okresie reperfuzji może być odpowiedzialna za neurode gene rację i obumieranie 

neuronów. 

Inhibitory syntazy NO, NNLA i 7-NI w stosowanych dawkach obniżają znamiennie 

uwalnianie NO i cGMP podczas ischemii i w czasie reperfuzji, natomiast zapobiegają 

obumieraniu niewielkiej populacji neuronów w warstwie CAj hipokampa. Mała 

skuteczność stosowanych inhibitorów syntazy NO może wynikać z równoczesnego 

hamowania nNOS i eNOS. 
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