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IINNDDEEKKSS  SSKKRRÓÓTTÓÓWW   

 

7-Ni  - 7-nitroindazol  

Aβ  - amyloid beta  

AD  - choroba Alzheimera  

AMPA  - kwas α -amino-3-hydroksy-5-

metyloizoksazolopropionowy   

AMPAr  - receptor AMPA  

ANOVA  - analiza wariancji  

AP-1  - białko aktywujące-1, czynnik transkrypcyjny  

AP-2  - czynnik transkrypcyjny wiążący promotor genu 

PARP-1  

ATP  - adenozynotrifosforan  

BER  - naprawa DNA przez wycinanie zasad  

BRCT  - motyw C-końcowy BRCA1  

BSA  - albumina bydlęca  

CaM  - kalmodulina  

cAMP  - cykliczny adenozynomonofosforan  

CA1  - cornu Ammonis 1, część składowa hipokampa  

cGK  - kinaza białkowa G, PKG  

cGMP  - cykliczny guanozynomonofosforan  

cNOS  - konstytutywne izoformy syntazy tlenku azotu (nNOS 

i eNOS)  

COX-2  - cyklooksygenaza-2  

CREB  - czynnik transkrypcyjny  

DBD  - domena wiążąca DNA  

DMSO  - dimetylosulfotlenek  

DNA-PK  - kinaza białkowa zależna od DNA  
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DTT  - ditiotreitol  
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EPSP  - pobudzający potencjał postsynaptyczny  

FAD  - dinukleotyd flawoadeninowy  

FMN  - mononukleotyd flawoadeninowy  

GAPDH  - dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego  

GF109203X  - Bisindolylmaleimide I, inhibitor PKC  

GFAP  - białkowy marker obecności komórek glejowych  

GLY-B  - miejsce wiążące glicynę receptora NMDA  

GSH  - glutation zredukowany  

GTP  - guanozynotrifosforan  

H-7  - inhibitor kinaz białkowych o powinowactwie do 

PKC i PKA  

H-8  - inhibitor kinaz białkowych o powinowactwie do 

PKA i PKG  

H-9  - inhibitor kinaz białkowych o powinowactwie do 

PKG i PKA  

HMG  - białka o wysokiej mobilności [elektroforetycznej]  

IFN-γ  - interferon γ  

IgG  - immunoglobulina G  

IKK  - kinaza IκB  

IκB  - inhibitor NF-κB  
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LTD  - długotrwałe osłabienie synaptyczne  
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MDA  - dialdehyd malonowy  

http://rcin.org.pl



 11

MNNG  - N-metylo-N’-nitro-N-nitrozoguanidyna  

mtNOS  - mitochondrialna syntaza tlenku azotu  

NAD  - dinukleotyd nikotynamidoadeninowy  

NADPH  - fosforan dinukleotydu nikotynamidowego, forma 

zredukowana  

NER  - naprawa DNA przez wycinanie nukleotydów  

NF-κB  - jądrowy czynnik κB (czynnik transkrypcyjny)  
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NIK  - kinaza indukująca NF-κB   
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NMDAr  - receptor NMDA  
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NO  - tlenek azotu; skrót tożsamy ze wzorem sumarycznym 

NOS  - syntaza tlenku azotu  

nw  - sygnał niewykrywalny  

OUN  - ośrodkowy układ nerwowy  

P1  - frakcja jądrowa  

P2  - frakcja błonowa  

PAR  - poli(ADP-ryboza)  

PARP-1  - poli(ADP-rybozo) polimeraza-1  

PBS  - bufor fosforanowy  

PBS-T  - PBS z 0,05% zawartością Tween-20  

PCD  - programowana śmierć komórki  

PCR  - reakcja łańcuchowa polimerazy  

PD  - choroba Parkinsona  

PDE  - fosfodiesteraza  
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PKA  - kinaza białkowa zależna od cAMP   

PKB  - kinaza białkowa B  

PKC  - kinaza białkowa C  

PKG  - kinaza białkowa zależna od cGMP   

PLA2  - fosfolipaza A2  

RT-PCR  - reakcja łańcuchowa polimerazy z odwrotną 

transkrypcją  

S2  - nadsącz 2 - frakcja cytozolowa  

SDS  - siarczan dodecylu  

SDS-PAGE  - elektroforeza białek w warunkach denaturujących  

SEM  - średni błąd standardowy  

sGC  - rozpuszczalna cyklaza guanylanowa  

SOD  - dysmutaza ponadtlenkowa  

Sp-1  - czynnik transkrypcyjny wiążący promotor genu 

PARP-1  

SPF  - wolny od specyficznych patogenów  

SSB DNA  - jednoniciowe przerwy DNA  

TBARS  - substancje reagujące z kwasem tiobarbiturowym  

TCA  - kwas trójchlorooctowy  

TF  - czynnik transkrypcyjny  

TNF  - czynnik martwicy nowotworu  

vPARP  - vault PARP, białko wykazujące aktywność PARP  

XRCC1  - X-Ray Cross-complementing-1, białko strukturalne 

kompleksu naprawy DNA BER  

YY1  - Yin-Yang 1, czynnik transkrypcyjny  
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WWSSTTĘĘPP..    

 

11..  TTeeoorriiee  ssttaarrzzeenniiaa    
 

Złożoność procesu starzenia powoduje trudności nie tylko w ustaleniu jego 

przyczyn, lecz nawet w spójnym opisaniu wszystkich jego objawów i ustaleniu, 

które z nich mają znaczenie pierwotne, a które są skutkami lub ubocznymi 

procesami o nikłym znaczeniu. Stworzono liczne teorie starzenia, które można 

orientacyjnie podzielić na dwie grupy: teorie ewolucyjne usiłują wyjaśnić 

genezę zjawiska, inne natomiast mają za zadanie opisać jego mechanizmy. 

Wiele spośród przytoczonych poniżej teorii nie wyklucza się wzajemnie, często 

uzupełniają się one lub stanowią próbę spojrzenia z innej strony na podobnie 

pojmowane zjawisko.  

 

Starzenie nie jest procesem uniwersalnym. Są go pozbawione organizmy 

jednokomórkowe rozmnażające się przez podział symetryczny. Natomiast u 

organizmów, które wykazują objawy starzenia, może ono mieć skrajnie różny 

przebieg. Niektóre spośród organizmów podlegających starzeniu osiągają wiek 

ponad stu lat, podczas gdy wykazujące porównywalny stopień złożoności, 

spokrewnione z nimi gatunki starzeją się wielokrotnie szybciej. Znany jest 

problem zróżnicowania długości życia ptaków oraz zbliżonych do nich 

wielkością i tempem metabolizmu ssaków. Wielkie zróżnicowanie wykazują 

również same ssaki, często przywołuje się przykład myszy i nietoperzy. 

Ogromne różnice mogą również występować w ramach tego samego gatunku: 

larwy dauer glebowych nicieni (Caenorhabditis elegans) żyją wielokrotnie 

dłużej od postaci dorosłej, która wykazuje objawy starzenia już po około dwu 

tygodniach. Doświadczenia przeprowadzone w ciągu ostatnich dwu dekad 

wykazały, że możliwa jest zmiana długości życia nawet w obrębie tego samego 

stadium rozwojowego, dostarczając cennego materiału badawczego i 
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argumentów zarówno zwolennikom teorii środowiskowej jak genetycznej 

determinacji długości życia.  

 

Teorie ewolucyjne starzenia  

 

Wbrew dawniejszym poglądom o starzeniu jako aktywnie sterowanym procesie 

adaptacyjnym (teoria Weismanna z r. 1891) obecnie uważa się, iż ewolucyjna 

geneza procesu starzenia wiąże się z zanikiem oddziaływania siły doboru 

naturalnego wraz ze wzrostem wieku organizmów. Zauważono, że w warunkach 

naturalnych starzenie manifestuje się rzadko, gdyż przeciętnie osobniki 

zazwyczaj giną przed osiągnięciem odpowiedniego wieku w wyniku działania 

czynników losowych takich jak drapieżnictwo czy choroby.  

 

Teoria osłabienia nacisku selekcyjnego z wiekiem organizmu [Medawar, 1952]. 

Prawdopodobieństwa dożycia późnego wieku w warunkach naturalnych jest 

niskie. Dobór naturalny działa więc na nowe allele genów tym słabiej im później 

ujawniają się efekty ich działania. Stąd mutacje, których negatywny wpływ 

objawia się powyżej pewnej granicznej wartości wieku nie byłyby dostatecznie 

silnie eliminowane i utrwalałyby się z pewną częstotliwością. W ten sposób w 

populacjach gromadziłyby się mutacje, nie manifestujące się w normalnych 

warunkach, których efektem byłoby wystąpienie objawów starzenia o ile 

osobniki znalazłyby się w środowisku umożliwiającym odpowiednio długie 

przeżycie.  

 

Teoria antagonistycznej plejotropii. 

Teoria ta jest rozwinięciem teorii Medawara [1952]. Zakłada ona, że w toku 

ewolucji mogą być promowane geny o działaniu plejotropowym, zwiększające 

przystosowanie organizmów w młodym wieku kosztem obniżenia jego 
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sprawność w późniejszym [Williams, 1957]. Ich wczesne, pozytywne działanie 

ujawni się bowiem w większej liczbie osobników niż późne, niekorzystne. 

Często przywołuje się przykład antagonizmu między inwestowaniem energii w 

produkcję potomstwa a jak najdłuższym utrzymaniem możliwości sprawnego 

funkcjonowania własnego organizmu: sztuczny dobór w kierunku późnego 

dojrzewania płciowego daje w wyniku osobniki długowieczne, które w 

warunkach naturalnych zostałyby wyparte z populacji przez krócej żyjące, lecz 

płodniejsze.  

 

Teoria jednorazowego ciała. 

Według tej teorii organizm wielokomórkowy jest jedynie środkiem mającym 

umożliwić przetrwanie komórkom linii płciowej [Kirkwood, 1977; Kirkwood i 

Holliday, 1979]. Ponieważ kluczowe dla zachowania gatunku jest utrzymanie 

ciągłości przekazywania informacji genetycznej z pokolenia na pokolenie, 

bardzo wcześnie w rozwoju osobnika zostają wyznaczone te jego komórki, które 

dadzą początek komórkom rozrodczym. Cała reszta organizmu ze swymi 

rozbudowanymi funkcjami ma za zadanie jedynie umożliwić przekazanie genów 

przy optymalnym wydatku energii. Jej komórki nie zapewnią sobie żadnej 

kontynuacji, jest ona "ślepym zaułkiem". Stąd ewolucyjny sukces odniosą te 

gatunki, które w optymalny sposób zbilansują wydatki na utrzymanie 

sprawności somy tak, aby nie zużywać więcej energii niż to konieczne dla 

uzyskania odpowiedniej liczby potomstwa. Efektem byłoby istnienie procesu 

starzenia wynikającego z suboptymalnego funkcjonowania aparatu naprawy 

komórek somatycznych, natomiast komórki linii płciowej miałyby zapewnioną 

ochronę wystarczającą aby przetrwać i dać początek następnym osobnikom.  

 

 

Teoria akumulacji mutacji somatycznych i teoria wolnorodnikowa  
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Założeniem obu teorii jest, że przyczyną starzenia organizmu jest akumulacja 

uszkodzeń DNA i innych makromolekuł przez wysoce reaktywne produkty 

pośrednie metabolizmu tlenowego-głównie wolne rodniki [Harman, 1956; 

Medawar, 1952]. Powoduje to stopniowe obniżanie jakości białek, 

funkcjonowania błonowych systemów receptorowych, rozprzęganie łańcucha 

oddechowego prowadzące do deficytu energii i dalszej eskalacji uszkodzenia 

wolnorodnikowego. Szybko narastające zmiany zachodziłyby przede wszystkim 

w genomie mitochondrialnym, usytuowanym w bezpośrednim sąsiedztwie 

najważniejszego źródła wolnych rodników i gorzej chronionym przez białka 

strukturalne oraz aparat naprawczy.  

W 1956 Harman wskazał na analogie między objawami starzenia i działaniem 

promieniowania jonizującego. Ponieważ wiedziano już o możliwości 

powstawania rodnika hydroksylowego w wyniku radiolizy wody i zdawano 

sobie sprawę z możliwości występowania tego rodnika w organizmach żywych, 

Harman wywnioskował, że rodnik ten może odgrywać znaczną rolę w procesie 

starzenia. Jako możliwe źródło jego powstawania in vivo wymienił 

enzymatyczne reakcje redoks. Najprawdopodobniejszym źródłem 

destruktywnych wolnych rodników miały być według niego zawierające żelazo 

białka zaangażowane w metabolizm tlenowy. Wszystkie te założenia zostały 

później potwierdzone doświadczalnie. Pierwszym bezpośrednim dowodem roli 

wolnych rodników w organizmach żywych bylo oczyszczenie w 1969 

dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), enzymu metabolizującego anion 

ponadtlenkowy P

.
POB2PB

-
P i następnie dużej grupy innych enzymów zaangażowanych 

w usuwanie tych związków [Yu, 1994]. Przy użyciu SOD jako detektora P

.
POB2PB

-
P 

stwierdzono, że głównym źródłem oksydantów w organizmie są mitochondria 

[Chance i wsp., 1979]. To odkrycie dostarczyło wyjaśnienia tzw. rate-of-living 

theory, według której tempo procesu starzenia jest proporcjonalne do szybkości 
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metabolizmu: czynnikiem łączącym oba procesy okazał się sam metabolizm 

tlenowy, a ściślej jego uboczny produkt, wolne rodniki [Beckman i Ames, 

1998]. Obecnie ocenia się, że „wyciek” wolnych rodników z łańcucha 

oddechowego stanowi ok. 0,1% zużywanego tlenu [Hansford i wsp., 1997]. 

Później ustalono, że znaczącym źródłem oksydantów może też być metabolizm 

kwasów tłuszczowych w peroksysomach, reakcje cytochromu P450 i aktywność 

komórek odpornościowych. Peroksysomy posiadają znaczne ilości katalazy, 

wobec czego powstający podczas β-oksydacji kwasów tłuszczowych nadtlenek 

wodoru (HB2BOB2B) powinien być wydajnie zmiatany. Przypuszcza się jednak iż w 

określonych sytuacjach, takich jak intensywna proliferacja, może następować 

zanik obecności katalazy w peroksysomach i uwalnianie nadtlenku wodoru 

[Beckman i Ames, 1998]. Mikrosomalny cytochrom P450 metabolizuje toksyny 

z użyciem NADPH, jednak może też katalizować redukcję OB2B do P

.
POB2PB

-
P. 

Przypuszcza się, że ta uboczna reakcja może być „ceną” za możliwość 

detoksyfikacji niektórych szkodliwych związków [Beckman i Ames, 1998]. 

Komórki odpornościowe produkują natomiast mieszaninę oksydantów i 

wolnych rodników, m. in. P

.
POB2PB

-
P, HB2BOB2B i NOP

.
P w celu zniszczenia komórek 

docelowych; negatywne znaczenie tej reakcji miałoby się ujawniać przede 

wszystkim w przypadku chronicznych stanów zapalnych. Do innych, bardziej 

specyficznych tkankowo źródeł wolnych rodników i oksydantów należą 

oksydaza monoaminowa deaminująca dopaminę z uwolnieniem nadtlenku 

wodoru, oraz syntaza tlenku azotu (NOS).  

Z wiekiem obserwuje się zaburzenia homeostazy jonów wapnia w neuronach. 

Wzrasta ich stężenie spoczynkowe w cytoplazmie, co może prowadzić do 

zwiększenia aktywności zależnych od wapnia enzymów, w tym 

konstytutywnych izoform syntazy tlenku azotu i nasilenia stresu 

wolnorodnikowego.  

Hipoteza starzenia zależnego od tlenku azotu  
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W hipotezie starzenia zależnego od tlenku azotu [McCann 1997; McCann i 

wsp., 1998] zaproponował rolę NO w uszkodzeniu ośrodkowego układu 

nerwowego. Akumulacja uszkodzeń spowodowanych fizjologicznymi 

procesami sygnalizacji zależnej od tlenku azotu w połączeniu z powtarzającą się 

indukcją iNOS w wyniku stymulacji cytokinami produkowanymi w zakażonych 

narządach mogłyby prowadzić do uszkodzeń neuronów i gleju w hipokampie, 

podwzgórzu, przednim płacie przysadki i szyszynce. Miałoby to prowadzić do 

obserwowanych w starzeniu w warunkach naturalnych zmian poznawczych i 

zaburzeń hormonalnych.  

 
  
Mechanizmy uszkodzenia wolnorodnikowego i systemy obronne.  

 

Celem ataku wolnorodnikowego in vivo są wszystkie najważniejsze 

makromolekuły komórkowe.  

• Lipidy ulegają "autoksydacji"-propagującej się liniowo reakcji tworzenia 

rodników lipidowych. Zmniejsza ona płynność błony zaburzając 

funkcjonowanie zanurzonych w niej białek, ponadto produkty peroksydacji 

lipidów wykazują właściwości toksyczne i mogą być mutagenne [Chen i Yu, 

1994; McCracken i wsp., 2000; Niedernhofer i wsp., 2003].  

• Oksydacyjne uszkodzenia kwasów nukleinowych obejmują addukty 

przyłączone do zasad azotowych i grup cukrowych, utlenione zasady 

azotowe, jedno- i dwuniciowe przerwy i połączenia krzyżowe z białkami 

[Cooke i wsp., 2003; Kino i Sugiyama, 2005; Slupphaug i wsp., 2003].  

• Oksydacja białek może prowadzić do modyfikacji aminokwasów (w tym 

uszkodzenia aminokwasów zawierających metale) fragmentacji molekuł 

białkowych oraz do połączeń krzyżowych wewnątrz lub pomiędzy białkami 

prowadzących do powstawania agregatów [Davies, 2005]. Oksydacja 

łańcuchów bocznych powoduje zmiany konformacyjne i zaburza funkcję 
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enzymów. Wolnorodnikowe uszkodzenie białek może także powodować 

uwolnienie żelaza z ich centrów aktywnych, co dalej może aktywować stres 

oksydacyjny [Keyer i wsp., 1995; Liochev i Fridovich, 1994].  

Do molekuł o działaniu antyoksydacyjnym należą enzymy i uzyskiwane z 

pokarmu związki niskocząsteczkowe [Ames i wsp., 1995; Yu, 1994]. Przykłady 

obejmują:  

• Związki niskocząsteczkowe:  

• Hydrofilowe zmiatacze wolnych rodników-askorbinian, mocznik i 

glutation (GSH).  

• Lipofilowe zmiatacze takie jak flawonoidy, tokoferole, karotenoidy i 

ubichinol.  

• Enzymy:  

• Dysmutaza ponadtlenkowa, SOD dysmutująca P

.
POB2PB

-
P do H B2BOB2B.  

• Katalaza i peroksydaza glutationowa konwertujące HB2BOB2B do H B2BO.  

• Enzymy redukujące utlenione zmiatacze niskocząsteczkowe-reduktaza 

GSH, reduktaza dehydroaskorbinianu i utrzymująca grupy tiolowe 

reduktaza tioredoksyny.  

• Aktywności utrzymujące redukujące środowisko komórkowe-

dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa regenerujaca NADPH.  

 
   
22..  FFiizzjjoollooggiicczznnee  ssttaarrzzeenniiee  mmóózzgguu..    

 

Starzeniu ośrodkowego układu nerwowego (OUN) zazwyczaj towarzyszą 

zmiany morfologiczne i funkcjonalne, wyrażające się spadkiem możliwości 

intelektualnych, zaburzeniami motorycznymi oraz występowaniem zmian 

upośledzających funkcje społeczne, a nawet podstawowe funkcje fizjologiczne 

organizmu. Za znaczny odsetek tych zjawisk odpowiedzialne są jednak choroby 

które towarzyszą starzeniu. Wiek jest głównym czynnikiem ryzyka udarów i 
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chorób neurodegeneracyjnych takich jak choroba Alzheimera (AD) i Parkinsona 

(PD), ponadto na stan mózgu wpływają np. procesy zapalne toczące się na 

obwodzie, które poprzez działanie czynników prozapalnych i uszkodzenie 

bariery krew-mózg wywierają patologiczny wpływ na funkcjonowanie OUN. 

Badania fizjologicznego procesu starzenia w oderwaniu od czynników 

środowiskowych takich jak infekcje ujawniły, że zmiany zachodzące z wiekiem 

u osobników zdrowych są zdecydowanie bardziej subtelne i w stosunkowo 

niewielkim stopniu upośledzają funkcję mózgu. Udoskonalenie technik 

badawczych, w tym metod oceny ilości i morfologii komórek nerwowych 

wykazało słabsze niż uzyskiwano w poprzednich dziesięcioleciach uszkodzenia 

tkanki nerwowej i wykazały modyfikację właściwości neuronów [Calhoun i 

wsp., 1998; Himeda i wsp., 2005] przy znacznie mniejszej niż poprzednio 

sądzono utracie ich liczby.  

 

Degeneracja i obumieranie komórek, zmiany ilościowe w strukturach 

mózgu starczego  

 

Wraz z wiekiem następuje spadek masy mózgowia. Obserwuje się zmniejszenie 

rozmiarów pewnych kluczowych obszarów mózgu. Zmiany te zaznaczają się 

najsilniej w hipokampie i płatach czołowych kory. Pomiędzy 30. i 90. rokiem 

życia objętość hipokampa spada o 35%, kory mózgu o 14%, a substancji białej o 

26% [Esiri et al., 1997; Jernigan et al., 2001]. Towarzyszy temu zwiększenie 

objętości komór.  

Hipokamp i kora nowa, struktury kluczowe dla procesów uczenia, są 

selektywnie wrażliwe na wpływ starzenia [przegląd w Hof i Morrison, 2004]. 

Zmianom morfologicznym często towarzyszy umiarkowane zaburzenie 

czynności poznawczych [Albert, 1996; Gallagher i Rapp, 1997; Rapp i wsp., 

1996]. W przeciwieństwie do choroby Alzheimera, związane z wiekiem 
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upośledzenie pamięci jest głównie związane z zaburzeniami procesów 

przekaźnictwa, nie zaś z masową utratą, komórek [Morrison i Hof, 1997]. 

Według nowszych badań liczba neuronów u człowieka ulega obniżeniu o ok. 

10% [Pakkenberg i Gundersen, 1997]. Spada odsetek dużych neuronów 

piramidowych, wśród których są neurony syntetyzujące podstawowy przekaźnik 

pobudzający-glutaminian; częściowo za zjawisko to odpowiedzialna jest ich 

atrofia. Utratę i/lub atrofię komórek nerwowych następującą w sposób bardzo 

ograniczony i wybiórczy obserwuje się w w niektórych regionach kory, 

hipokampie i jądrze migdałowatym [Smith i wsp., 2004; Peters i wsp., 1998a]. 

W niektórych neuronach gromadzi się lipofuscyna zawierająca produkty 

oksydacji białek i lipidów, co może odzwierciedlać obniżającą się zdolność 

komórek do eliminacji uszkodzonych molekuł i obniżenie odporności na stres 

oksydacyjny. Obserwuje się powstawanie w ciałach neuronów niewielkich ilości 

splotów neurofibrylarnych-NFT, jednak ich obecność jest ograniczona do 

hipokampa, jądra migdałowatego i kory węchowej. Procesowi starzenia 

towarzyszy występowanie w w przestrzeni międzykomórkowej substancji szarej 

złogów amyloidowych składających się ze amyloidowego jądra otoczonego 

zdegenerowanymi neurytami o zaburzonym cytoszkielecie oraz z licznych 

białek towarzyszących. Są one w niewielkiej liczbie obecne również w 

zdrowych mózgach. W starzeniu są także obserwowane złogi amyloidu β (Aβ) 

w ścianach naczyń krwionośnych oraz ciałka Hirano, podłużne struktury, które 

tworzą się stopniowo z wiekiem dookoła komórek piramidowych hipokampa i, 

podobnie jak NFT, zawierają białka cytoszkieletu.  

 

 

 

Zmiany w połączeniach synaptycznych.  
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W procesie starzenia obserwuje się proces utraty synaps, co może mieć duże 

znaczenie w upośledzeniu neurotransmisji [Masliah i wsp., 1993; Terry i 

Katzman, 2001]. Analogicznie do procesów degeneracji neuronów, w przebiegu 

fizjologicznego starzenia również drzewka dendrytyczne neuronów 

piramidowych podlegają regresji z wiekiem w wybranych rejonach i warstwach 

kory mózgu u ludzi i naczelnych [Anderson i Rutledge, 1996; Duan i wsp., 

2003; Jacobs i wsp., 1997]. Zmiany wskazujące na degenerację i 30-60% spadek 

gęstości synaps zaobserwowano u małp w korze przedczołowej, szczególnie w 

warstwie 1 [Peters i wsp., 1998b]. Inne badania na małpach wykazały 50% 

spadek ilości synaps komórek piramidowych kory przedczołowej u małp 

[Nimchinsky i wsp., 2002]. U ludzi notowano spadek o 46% [Jacobs i wsp., 

1997]. Zmniejsza się liczba dendrytów neuronów piramidowych małpiej kory 

tworzących długie, korowo-korowe projekcje [Duan i wsp., 2003]. Zmniejszenie 

drzewek dendrytycznych neuronów wydaje się być zjawiskiem specyficznym 

dla pewnych struktur i niekiedy może być kompensowane przez procesy 

regeneracyjne [Coleman i Flood, 1987; Flood i wsp., 1987a,b]. W wielu 

regionach hipokampa i kory czołowej gęstość synaps nie zmienia się nawet jeśli 

pochodzą one od neuronów z regionów gdzie obserwuje się utratę komórek 

[Lippa i wsp., 1992; Scheff i wsp., 2001].  

 

Zmiany w układach neuroprzekaźnikowych.  

 

Proces starzenia zaburza funkcję licznych układów przekaźnikowych, w tym 

cholinergicznego i monoaminergicznego dających projekcje z neuronów 

podstawy przodomózgowia i pnia mózgu [Arnsten, 1999]. Starzenie powoduje 

spadek poziomu acetylocholiny, dopaminy i noradrenaliny w korze mózgu małp 

i szczurów. Stwierdzono, że podawanie agonistów ich receptorów oraz 
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inhibitorów degradacji acetylocholiny zmniejsza zaburzenia poznawcze 

[Arnsten, 1999].  

Obserwowano zmiany poziomu receptora NMDA w korze przedczołowej 

starych małp [Bai i wsp., 2004] wiążące się z zaburzeniami funkcji synaps w 

tym rejonie. Obniżeniu ulega poziom AMPAr i NMDAr w neuronach 

tworzących długie, korowo-korowe połączenia między skroniową i czołową 

korą asocjacyjną [Hof i wsp., 2002]. W głębokich warstwach kory i w substancji 

białej stwierdzono degenerację zmielinizowanych aksonów korelująca z 

osłabieniem orientacji przestrzennej [Peters i wsp., 2000].  

Poziom podjednostki NR1 receptora NMDA w warstwie drobinowej zakrętu 

zębatego starych makaków, najbardziej w miejscu przyjmującym projekcje z 

kory węchowej, podczas gdy nie stwierdza się zmian innych markerów 

synaptycznych i dendrytycznych [Morrison i Hof, 1997; Gazzaley i wsp., 1996]. 

Brak utraty neuronów w korze węchowej [Morrison i Hof, 1997; Gazzaley i 

wsp., 1996] i synaps w tym rejonie hipokampa [Peters i wsp., 1996] sugeruje 

zmiany biochemiczne w wybranych synapsach. Efekt starzenia na poziom NR1 

wydaje się być specyficzny gatunkowo, nie obserwowano go np. u szczurów 

[Adams i wsp, 2001]. Obserwuje się jednak inne zmiany ekspresji podjednostek 

NMDAr u szczurów i myszy [Clayton i wsp., 2002; Magnusson i wsp., 2000] 

oraz zaburzenie procesów przekaźnictwa zależnych od wapnia [Foster i Kumar, 

2002].  

Starzenie dotyka też struktur presynaptycznych. W szczurzym hipokampie 

notowano spadek poziomu białka synaptofizyny wybiórczo w aksonach 

wchodzących do zakrętu zębatego, którego stopień korelował z zaburzeniami 

pamięci przestrzennej [Smith i wsp., 2000]. Wybiórcze zaburzenia w zakręcie 

zębatym obserwowano zarówno u szczurów jak małp i ludzi [Small i wsp, 

2004].  
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Glutaminian jest najbardziej rozpowszechnionym neuroprzekaźnikiem 

pobudzającym. Neurony glutaminianergiczne występują licznie w OUN, 

szczególnie w korze, hipokampie i móżdżku [Fagg i Foster, 1983; Cotman i 

wsp., 1987; Peinado and Mora, 1986].  

Glutaminian jest syntetyzowany w presynaptycznych mitochondriach [Fonnum, 

1993]. Uwolniony do szczeliny synaptycznej jest pobierany przez komórki 

glejowe i tam metabolizowany do glutaminy [Norenberg and Martýnez-

Hernandez, 1979; Fonnum, 1993], która dyfunduje przez przestrzeń 

międzykomórkową do neuronów, gdzie jest ponownie używana do syntezy 

glutaminianu.  

Transportery glutaminianu o wysokim powinowactwie są obecne głównie w 

astrocytach otaczających synapsy glutamatergiczne [Gegelashvili i Schousboe, 

1998; Seal i Amara, 1999]. Stanowią one główny mechanizm usuwający 

glutaminian ze szczeliny synaptycznej i stąd regulujący trwanie sygnału 

glutaminianergicznego [Rothstein et al., 1996; Gegelashvili and Schousboe, 

1998; Seal and Amara, 1999]. Funkcja tych transporterów zależna jest od 

gradientów stężeń jonów sodu i potasu [Gegelashvili and Schousboe, 1998; Seal 

and Amara, 1999]. Zaburzenie gradientu stężeń tych jonów może doprowadzać 

do odwrócenia kierunku działania transporterów i niekontrolowanego wycieku 

glutaminianu [Attwelli wsp., 1993; Nicholls, 1993].  

Badania nad stężeniem glutaminianu w starzeniu mózgu wskazują na jego 

spadek w hipokampie i korze przedczołowej [Banay-Schwartz i wsp., 1989; 

Dawson et al., 1989; Fornieles et al., 1986; Saransaari i Oja, 1995; Strolin-

Benedetti i wsp., 1990; 1991; Wallace and Dawson, 1990], przy braku zmian w 

wielu innych regionach, np. w korze ciemieniowej i skroniowej [Fornieles et al., 

1986; Banay-Schwartz et al., 1989]. Ponieważ w wykonanych badaniach nie 

różnicowano puli neuroprzekaźnikowej tego aminokwasu, która stanowi ok. 20-
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30% całości [Fonnum, 1993], od puli metabolicznej, nie wiadomo w jakim 

stopniu zmiana ta może wpływać na jakość transmisji glutaminianergicznej.  

Badania zewnątrzkomórkowego poziomu glutaminianu w warunkach 

spoczynkowych i wpływem czynników depolaryzujących (prowadzone na 

synaptosomach i skrawkach mózgu jak również in vivo-np. mikrodializą) nie 

wykazały jednoznacznych zmian. Istnieją jednak dane sugerujące, że wzrasta 

progowa wartość pobudzenia koniecznego do uwolnienia glutaminianu w 

mózgu starczym [Cobo et al., 1993].  

Pobieranie glutaminianu do astrocytów w starczej korze mózgu i prążkowiu jest 

obniżone o 20-30% u szczurów i o 70-80% u myszy [Najerahim i wsp., 1990; 

Saransaari and Oja, 1995; Vatassery et al., 1998; Wheeler i Ondo, 1986], nie jest 

natomiast zmienione w hipokampie [Gilad et al., 1990; Najerahim et al., 1990; 

Palmer et al., 1994].  

Receptor NMDA (N-metylo-D-asparaginianu) jest pentamerycznym kanałem 

jonowym zaangażowanym głównie w plastyczność neuronalną. NMDAr są 

obecne w dużych ilościach w hipokampie (zwłaszcza w warstwie CA1), korze 

mózgu, jądrach podstawnych, w przegrodzie i jądrze migdałowatym.  

Poza związaniem kwasu L-glutaminowego do otwarcia kanału receptora NMDA 

konieczne jest m. in. związanie do miejsca GLY-B glicyny, która pełni rolę 

koagonisty [Johnson i Ascher, 1987] oraz depolaryzacja błony komórkowej 

usuwająca blok magnezowy [Ascher i Johnson, 1994].  

Otwarty NMDAr przewodzi znaczne ilości jonów wapnia, który ma kluczowe 

znaczenie w zjawisku długotrwałego wzmocnienia synaptycznego (LTP), 

będącego modelem procesów uczenia się i pamięci. Wyniki doświadczeń na 

gryzoniach pozbawionych genów poszczególnych podjednostek oraz badań z 

użyciem antagonistów wskazują, że NMDAr grają ważną rolę na etapie inicjacji 

w zjawiskach uczenia, pamięci (w tym przestrzennej) oraz w LTP [m. in. Tsien i 

wsp., 1996; Davis i wsp., 1993]. Antagoniści receptora NMDA i uszkodzenie 
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genów podjednostek NR1 hamują inicjację LTP [Bashir i wsp., 1991; Bashir i 

wsp., 1994; Morris i wsp., 1986; Tsien i wsp., 1996; Harris i wsp., 1984].  

Zmiana poziomu receptorów NMDA jest często obserwowanym przejawem 

starzenia układu glutaminianergicznego. Starzenie w zróżnicowanym stopniu 

dotyka ich populacji w różnych rejonach i różnie moduluje ekspresję 

poszczególnych podjednostek. Prowadzi to do zmian zarówno jakościowych jak 

ilościowych w przekaźnictwie zależnym od NMDAr, co może być przyczyną 

występujących u starych zwierząt zaburzeń pamięci. Spadek gęstości tych 

receptorów o 20-50% obserwowano u myszy i szczurów w hipokampie, 

prążkowiu i większości rejonów kory niezależnie od szczepu zwierząt 

[Castorina et al., 1994; Cimino et al., 1993; Cohen and Muller, 1992; 

Magnusson and Cotman, 1993; Mitchell and Anderson, 1998; Miyoshi et al., 

1990; Nicolle et al., 1996; Petersen and Cotman, 1989; Serra et al., 1994; 

Tamaru et al., 1991; Wenk et al., 1991]. Zanotowano również spadek 

odpowiedzi NMDAr [Baskys et al., 1990; Cepeda et al., 1996; Gonzales et al., 

1991]. Z wiekiem zmienia się  działanie miejsc modulatorowych [Cohen and 

Muller, 1992; Miyoshi et al., 1990; Piggott et al., 1992]. Spadek gęstości 

receptorów NMDA w hipokampie koreluje z obniżeniem zdolności uczenia się 

[Magnusson, 1998a].  

Badania nad wpływem wieku na ekspresję poszczególnych podjednostek 

NMDAr są mniej zaawansowane, sugerują jednak, że poza spadkiem poziomu 

zmienia się również skład podjednostkowy NMDAr, co może modyfikować ich 

właściwości w tym odpowiedzi na ligandy i związki modulujące.  

Spadek wiązania ligandów przez receptory NMDA zaobserwowano u różnych 

gatunków gryzoni i u małp [Kito i wsp., 1990; Magnusson i Cotman, 1993; 

Wenk i wsp., 1991]. Badania wykazały, że za ten spadek odpowiedzialne jest 

obniżenie całkowitej ilości miejsc wiążących. Większość badań nie wykazała 

zmian powinowactwa do agonistów i antagonistów tego miejsca. Obserwowane 
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w starzeniu zmiany ilości miejsc wiążących NMDA są niejednorodne 

przestrzennie. W większości publikacji w korze mózgu myszy i szczurów 

obserwowano większy spadek miejsc wiążących niż w hipokampie [Castorina i 

wsp., 1994; Magnusson i Cotman, 1993; Tamaru i wsp., 1991].  

Zmiany właściwości elektrofizjologicznych NMDAr w starzeniu są 

prawdopodobnie wysoce zróżnicowane przestrzennie. Właściwości 

elektrofizjologiczne receptora NMDA, podobnie jak wiązanie ligandów, są 

silniej zaburzone w korze niż w hipokampie [Castorina i wsp., 1994;; 

Magnusson i Cotman, 1993; Tamaru i wsp., 1991]. U starych szczurów 

zanotowano spadek odpowiedzi na NMDA w korze czołowo-ciemieniowej 

[Baskys i wsp., 1990] i obniżenie pobudzających potencjałów 

postsynaptycznych (EPSP) w hipokampie [Barnes i wsp., 1997]. Wpływ zmian 

receptora NMDA na LTP i procesy uczenia i pamięci u starzejących się zwierząt 

został opisany w pracy przeglądowej [Magnusson, 1998b].  

 

Syntazy tlenku azotu i ich udział w procesie starzenia.  

 

NO, cząsteczka pełniąca rolę przekaźnika w procesach przekaźnictwa informacji 

wewnątrz i pomiędzy komórkami jest produktem reakcji katalizowanej przez 

izoformy homodimerycznego enzymu-syntazy tlenku azotu (Nitric Oxide 

Synthase, NOS; E.C. 1.14.13.39).  

Enzym ten wykazuje homologię do cytochromu P450. Do aktywności syntaz 

tlenku azotu konieczne sa domeny: C-końcową redukująca (wiążąca NADPH, 

FAD i FMN), centralnie położona domena wiążąca kalmodulinę i N-końcowa 

utleniająca (wiążąca hem, tetrahydrobiopterynę i argininę). Maksymalna 

szybkość syntezy P

.
PNO jest ograniczona przez tempo dostarczania elektronów do 

hemu przez domenę redukującą. Obecność kalmoduliny w centralnej domenie 
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jest potrzebna do wydajnego przenoszenia elektronów z kofaktorów związanych 

przez domenę redukującą na hem.  

Istnieją trzy podstawowe izoformy syntazy tlenku azotu. Indukowana iNOS 

trwale wiąże kalmodulinę i nie reaguje na wahania stężenia jonów wapnia; 

odgrywa ona rolę głównie w zjawiskach odpornościowych. Konstytutywne 

izoformy: neuronalna i śródbłonkowa (odpowiednio: nNOS i eNOS) są zależne 

od sygnalizacji wapniowej i syntetyzują stosunkowo małe ilości NO 

odgrywającego rolę w zjawiskach plastyczności synaptycznej i regulacji 

przepływu krwi. Obie izoformy są obecne w neuronach mózgu [Bredt i wsp., 

1991; Dinerman i wsp., 1994]. NO w mózgu pełni rolę zwrotnego przekaźnika 

niosącego informację z części post- do presynaptycznej zakończeń nerwowych. 

Jest również wtórnym przekaźnikiem w części postsynaptycznej. Odgrywa 

znaczną rolę w LTP-długotrwałym wzmocnieniu synaptycznym w hipokampie i 

długotrwałym osłabieniu synaptycznym (Long Term Depression, LTD) w 

móżdżku; może być zaangażowany w procesy uczenia i pamięci.  
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Ryc. 1. Schemat zależnej od receptora NMDA aktywacji NOS.  
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Ryc. 2. Rola tlenku azotu w ośrodkowym układzie nerwowym.  

 

Neuronalna izoforma NOS (nNOS) została wykryta w neuronach i astrocytach 

[Togashi i wsp., 1997]. Za pośrednictwem białek gęstości postsynaptycznej 

nNOS jest związane z kompleksem receptora NMDA, dzięki czemu jest silnie 

aktywowana przez jony wapnia napływające po otwarciu NMDAr. Najlepiej 

poznanym receptorem NO jest rozpuszczalna izoforma cyklazy guanylanowej 
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(sGC), która produkując cGMP reguluje aktywność m. in. kinazy białkowej G 

(PKG).  

 

 

Ryc. 3. Udział tlenku azotu w fizjologii i patologii komórki. 

 

Regulacja nNOS.  

Wzrost [CaP

2+
P] powyżej pewnego poziomu powoduje inhibicję cyklazy 

guanylanowej [Knowles, 1989] będącej najlepiej poznanym receptorem NO, 

aktywuje również fosfodiesterazę cGMP [Mayer, 1992]. Ponadto wzrost 

wewnątrzkomórkowego stężenia wapnia aktywuje zależną od CaP

2+
P i 

kalmoduliny kinazę białkową II, która fosforylując NOS zmniejsza jej 

aktywność [Bredt i wsp., 1992; Nakane i wsp., 1991].  
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W regulacji nNOS uczestniczą także inne kinazy. PKC moduluje jej aktywację 

zależną od receptorów NMDA [Marin i wsp., 1992], prawdopodobnie poprzez 

zmianę jej wrażliwości na jony wapnia [Okada, 1995], jednak nie jest jasne, czy 

jej wpływ jest aktywujący, czy inhibujący [Bredt, 1992; Brune i Lapetina, 1991; 

Nakane, 1991].  

 

Oczyszczona nNOS jest także fosforylowana przez cAMP-zależną i cGMP-

zależną kinazę białkową [Bredt i wsp., 1992; Brune i Lapetina, 1991; Dinerman 

i wsp., 1994]. Nie jest jasne jak miałoby to wpływać na jej funkcję [Bredt i wsp., 

1992; Brune i Lapetina, 1991].  

Inhibitory kinaz tyrozynowych hamują aktywność nNOS, sugerując, że jest ona 

substratem i dla tej grupy kinaz [Rodriguez i wsp., 1994].  

nNOS jest defosforylowana przez zależną od Ca P

2+
P i kalmoduliny fosfatazę 

kalcyneurynę [Dawson i wsp., 1993; Steiner i wsp., 1992]. Powoduje to wzrost 

jej aktywności.  

 

Tak jak wiele innych enzymów NOS podlega zwrotnej inhibicji przez swój 

produkt-tlenek azotu, lecz nie przez cytrulinę [Hu i El-Fakahany, 1995; 

Rengasamy i Johns, 1993; Rogers i Ignarro, 1992]. Podobną inhibicję obserwuje 

się w przypadku iNOS [Assreuy i wsp., 1993].  

NO wpływa na uwalnianie neurotransmiterów [Guevara-Guzman i wsp., 1994], 

neuropeptydów i hormonów [Garry i wsp., 1994; Karanth i wsp., 1993; Rettori i 

wsp., 1992]. Niektóre z tych efektów mogą być interpretowane jako mechanizm 

ujemnego sprzężenia zwrotnego: NO hamuje aktywujący nNOS wzrost stężenia 

wapnia w wyniku aktywacji receptora NMDA [Manzoni O, Bockaert, 1993; 

Garry i wsp., 1994] i innych typów metabotropowych [Clementi i wsp., 1995; 

Ormandy i Jope, 1989] i jonotropowych receptorów. W przypadku receptora 

NMDA zachodzi to prawdopodobnie przez wpływ na miejsce regulatorowe 
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receptora wrażliwe na stan redoks [Lipton i wsp., 1993]. NOS reguluje także na 

stężenie wapnia wewnątrz komórek [Hu i El-Fakahany, 1996], jednak wyniki są 

niejasne i nie umożliwiają wyciągania wniosków co do ewentualnej roli tego 

zjawiska w autoregulacji NOS.  

 

Tlenek azotu może przekraczać błony lipidowe i przez to oddziałuje zarówno na 

komórki go syntetyzujące jak sąsiednie. Ograniczeniem dla jego dyfuzji jest 

przede wszystkim wysoka reaktywność; jego okres półtrwania wynosi zaledwie 

kilka sekund. NO posiada jeden niesparowany elektron, jest wolnym rodnikiem. 

Łatwo oddaje lub przyjmuje więc elektron, tworząc odpowiednio NO P

+
P lub NO P

-
P. 

• P

.
PNO reaguje z kationami metali przejściowych takimi jak FeP

2+
P hemoglobiny. 

P

.
PNO wchodzi w interakcję z żelazem niektórych enzymów 

mitochondrialnych, co prowadzi do inhibicji oddychania [Stadtler i wsp., 

1991]. P

.
PNO wiąże także Fe(III)-hem [Stamler i wsp., 1992], kompleks ten jest 

jednak niestabilny i uwalnia NOP

+
P.  

• NOP

+
P. NOP

+
P może być obecny w roztworach wodnych, jednak w układach 

biologicznych jego główną formą są związki z grupami nitrozylowymi. 

Związki z grupami nitrozylowymi mogą powstawać w reakcjach P

.
PNOB2B z 

tiolami i aminami, [Kosaka i wsp., 1989] lub dwusiarczkami [Pryor i wsp., 

1982]. Najważniejszą formą związków z grupami nitrozylowym są S-

nitrozotiole, które mogą spontanicznie uwalniać NO [Dawson i wsp., 1992].  

• Biologiczne znaczenie NOP

-
P jest słabiej poznane. Sugeruje się, że ta 

stosunkowo trwała forma NO może stanowić swego rodzaju rezerwuar 

umożliwiający przedłużone działanie NO [Murphy i Sies, 1991]. 

NO może aktywować rozpuszczalną izoformę cyklazy guanylanowej (sGC), a 

także reagować z licznymi białkami prowadząc m. in. poprzez ich S-nitrozylację 

do zmian ich aktywności. W przypadku nadmiernej aktywacji przez jony CaP

2+
P 
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napływające przez receptory glutaminianu izoforma ta może brać udział w 

wolnorodnikowym uszkodzeniu tkanek [Elibol i wsp., 2001; Harukuni, 1999].  

eNOS, pierwotnie obserwowany w śródbłonku naczyń krwionośnych gdzie 

reguluje przepływ krwi, jest również obecny w astrocytach [Wiencken i 

Casagrande, 1999] i neuronach hipokampa [Dinerman i wsp., 1994].  

Indukowalna syntaza NO (iNOS) nie reaguje na wahania stężenia wapnia. Pełni 

rolę głównie w układzie odpornościowym. Poza niszczeniem drobnoustrojów 

izoforma ta jest współodpowiedzialna za wzrost uwalniania NO obserwowany w 

chorobach neurodegeneracyjnych [Lee i wsp., 1999; Liberatore et al., 1999]. 

Zgodnie z hipotezą starzenia mózgu zależnego od tlenku azotu [McCann 1997; 

McCann i wsp., 1998], wywołane powtarzającymi się infekcjami organizmu i 

krążącymi we krwi cytokinami indukcje iNOS może odgrywać kluczową rolę 

również w starzeniu mózgu. NO posiada umiarkowaną reaktywność, jednak 

produkty jego oddziaływania z innymi wolnymi rodnikami mogą powodować 

kumulujące się uszkodzenia i prowadzić do degeneracji neuronów i gleju 

hipokampa, podwzgórza czy szyszynki. Prowadziłoby to do narastających z 

wiekiem zaburzeń procesów poznawczych i wydzielania hormonów.  

 

Klasyczne poglądy zakładają obecność konstytutywnych izoform syntazy tlenku 

azotu w cytoplazmie i przy błonie komórkowej. W ostatnich latach 

opublikowano jednak szereg prac wskazujących na istnienie enzymów 

syntetyzujących NO we frakcji mitochondrialnej. Wykazywano reakcję 

przeciwciał przeciwko eNOS z mitochondriami szczura z różnych tkanek 

włączając mózg [Kobzik i wsp., 1995; Lacza i wsp., 2001]. Ustalono, że 

izoforma o właściwościach eNOS jest silnie związana z zewnętrzną 

(cytoplazmatyczną) stroną zewnętrznej błony mitochondrialnej [Gao i wsp., 

2004]. Ustalono więc iż eNOS może przyłączać się do mitochondriów, jednak 

nie jest białkiem stricte mitochondrialnym.  
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Istnieje jednak szereg publikacji wskazujących na istnienie izoformy związanej 

z wewnętrzną błoną mitochondrialną. Ma to być białko syntetyzujące NO i 

cytrulinę z argininy, zależne od wapnia i wrażliwe na klasyczne inhibitory NOS 

[Ghafourifar i Richter, 1997]. Zależność od wapnia powoduje, że wzrost Ca P

2+
P 

wewnętrz mitochondriów aktywuje mtNOS, co prowadzi do spadku zużycia 

tlenu przez mitochondria i ich potencjału transbłonowego. NO w 

fizjologicznych stężeniach może kompetycyjnie, odwracalnie i zależnie od 

stężenia wiązać oksydazę cytochromu c i inhibować przepływ elektronów w 

łańcuchu oddechowym, tym samym redukując konsumpcję OB2B, gradient 

potencjału i w efekcie syntezę ATP [Ghafourifar i Richter, 1997; Ghafourifar i 

wsp., 2001; Ghafourifar i Richter, 1999; Giulivi, 1998; Schweizer i Richter, 

1994]. Inhibicja mtNOS intensyfikuje oddychanie i budowę potencjału, co 

wskazuje, że w typowej sytuacji mtNOS stale redukuje zużycie tlenu i potencjał 

transbłonowy w mitochondriach szczurzego serca [Ghafourifar and Richter. 

(1997)]. Obniżanie mitochondrialnego potencjału transbłonowego przez mtNOS 

powoduje osłabienie pobierania wapnia, a więc mtNOS reguluje 

mitochondrialną homeostazę wapnia za pośrednictwem pętli ujemnego 

sprzężenia zwrotnego [Ghafourifar i Richter, 1999].  

Białko oczyszczone z mitochondriów szczurzej wątroby miało 100% homologii 

do nNOS i 21% z iNOS [Elfering i wsp., 2002]. Późniejsze badania wykazały 

zanik aktywności mtNOS u myszy nNOS P

-/-
P, lecz nie eNOS P

-/-
P lub iNOS P

-/-
P, 

potwierdzając związek mtNOS z nNOS [Kanai i wsp., 2001]. Inne badania 

wykazały, że w mózgu szczura mtNOS to 144kDa zależna od wapnia forma 

nNOS związana z wewnętrzną błoną mitochondrialną, różna od 157-kDa 

cytoplazmatycznego nNOS [Riobo i wsp., 2002]. Zaobserwowano też 70-kDa 

białko reagujące z przeciwciałami przeciwko nNOS, ale nie przeciwko eNOS 

czy iNOS w mitochondriach mysiego mózgu [Lacza i wsp., 2003]; przypuszcza 

się, że był to fragment artefaktycznie uwolniony podczas izolacji [Ghafourifar i 
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Cadenas, 2005]. Inna grupa pokazywała 147-kDa zależny od wapnia mtNOS 

związany z wewnętrzną błoną mitochondrialną i reagujący z przeciwciałami 

przeciwko nNOS [Lores-Arnaiz i wsp., 2004]. Obecność izoformy o 

właściwościach zbliżonych do nNOS w mitochondriach potwierdzają także inne 

publikacje [Elfering et al. (2002); Holmqvist and Ekstrom (1997); Kanai et al. 

(2004)].  

 

Anion ponadtlenkowy powstaje w wyniku utraty elektronów w łańcuchu 

oddechowym. Anion ten jest umiarkowanie reaktywny, ale szybko reaguje z 

produkowanym też w mitochondriach NO. Ocenia się, że 15% anionu 

ponadtlenkowego generowanego w mitochondriach tworzy nadtlenoazotyn, 

podczas gdy 85% jest dysmutowane do HB2BOB2B [Cadenas i wsp., 2001; Poderoso i 

wsp., 1999]. Istnieją publikacje potwierdzające, że aktywność mtNOS powoduje 

powstawanie nadtlenoazotynu [Boveris i wsp., 2002; Bringold i wsp., 2000], 

indukuje stres oksydacyjny i aktywuje apoptozę, także neuronów [Dennis i 

Bennett, 2003; Ghafourifar i wsp., 1999]. Do syntezy nadtlenoazotynu jest 

zużywany znaczący procent NO produkowanego w mitochondriach [Dedkova i 

wsp., 2004; Kanai i wsp., 2004; Lacza i wsp., 2001], a mtNOS został nawet 

nazwany syntazą nadtlenoazotynu [Groves, 1999]. W mitochondriach 

znaleziono modyfikacje białek wskazujące na obecność stresu nitrozacyjnego 

[Aulak i wsp., 2004; Marcondes i wsp., 2001].  
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Ryc. 4. Rozpuszczalna cyklaza guanylanowa jako „receptor” tlenku azotu.  

 

Rozpuszczalna cyklaza guanylanowa (sGC), „klasyczny” receptor tlenku azotu.  

Aktywacja rozpuszczalnej cyklazy guanylanowej była pierwszą poznaną rolą 

NO jako drugorzędowego przekaźnika sygnału. Cyklaza guanylanowa (GC) 

należy do rodziny dimerycznych enzymów katalizujących konwersję GTP do 

cGMP. Wrażliwa na tlenek azotu izoforma "rozpuszczalna" jest heterodimerem 

składającym się z podjednostek α i β, każdy o masie ok. 70-80kDa. 

Heterodimeryzacja jest konieczna dla przejawienia aktywności katalitycznej i 

wrażliwości na stymulujący wpływ NO [Lucas i wsp., 2000].  
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Ryc. 5. Schemat cząsteczki rozpuszczalnej cyklazy guanylanowej.  

Według Hobbs [1997], zmienione.  

 

Monomer sGC α lub β posiada N-końcową domenę wiążącą hem, wymagany 

dla aktywacji sGC przez NO, centralnie położoną domenę dimeryzacji i C-

końcową domenę katalityczną. Hem związany z heterodimerem sGC ma, w 

odróżnieniu od wielu innych białek, większe powinowactwo dla NO niż dla 

tlenu; związanie tlenu powoduje inaktywację enzymu, a obecność związków 

redukujących zwiększa ją. Do hemu sGC może się też wiązać tlenek węgla, 

jednak powoduje to zaledwie 4-krotną aktywację enzymu w porównaniu ze 100-

200x aktywacją przez NO [Stone i Marletta, 1994]. Dimer posiada tylko jedno 

miejsce wiążące substrat/katalityczne, współtworzone przez określone 

aminokwasy domen katalitycznych podjednostek α i β [Liu i wsp., 1997; Lucas i 

wsp., 2000].  

sGC podlega ekspresji w niemal wszystkich komórkach ssaków. W mózgu 

stwierdzono ekspresję α2 i β1 [Harteneck i wsp., 1991; Nakane i wsp., 1990]. 

Dimer α1/β1 ma wyższą aktywność katalityczną niż α1/β2. Uważa się, że 

ekspresja β2 i wypieranie przez nią β1 z dimerów może stanowić jeden z 

mechanizmów regulacji aktywności sGC. Również obecność w dimerze 

podjednostki α2 zmniejsza aktywność katalityczną. Odkryto także podjednostki 

α3 i β3 o słabiej poznanym znaczeniu. Dodatkowo w przypadku niektórych 

podjednostek może zachodzić alternatywne składanie, niekiedy dając 

podjednostki inhibujące enzym [Behrends i wsp., 1995].  
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Istnieją dwa typy motywów wiążących cGMP: jeden z nich jest obecny w 

izoformach PKG i kanałach jonowych bramkowanych cyklicznymi 

nukleotydami, drugi natomiast w zależnych od cGMP fosfodiesterazach.  

 

Kinaza zależna od cGMP (PKG lub cGK) należy do rodziny kinaz serynowo-

treoninowych. U ssaków poznano 2 geny-prkg1 dla cytozolowej PKG 1 (cGKI) 

i prkg2 kodujący błonową PKG 2 (cKGII), przy czym kinaza I ma 2 warianty 

powstające w wyniku alternatywnego składania A lub α i B lub β różniące się N 

końcem. Aktywacja PKG następuje w stężeniach cGMP sub- i mikromolarnych 

[Hofmann, 2005].  

PKG zawierają N-końcową domenę A, domenę regulatorową R i domenę 

katalityczną C [Hofmann, 2005]. Wszystkie PKG mają w N-końcowej domenie 

miejsce dimeryzacji, miejsce autoinhibicji (aktywowane w nieobecności cGMP), 

miejsce autofosforylacji (autofosforylacja w obecności cGMP zwiększa 

aktywność enzymu) i miejsce regulujące wewnątrzkomórkową lokalizację 

enzymu. Domena regulatorowa ma 2 miejsca wiążące cGMP z wysokim i z 

niskim powinowactwem PKG 1A wykazuje najwyższe powinowactwo dla 

cGMP, najniższe natomiast PKG 2. Zajęcie obu miejsc domeny regulatorowej 

przez cGMP uwalnia domenę katalityczną od związanej z nim sekwencji 

autoinhibującej (pseudosubstratowej) położonej na N końcu. Umożliwia to 

autofosforylację i wzrost aktywności PKG [Hofmann, 2005]. N-końcowa część 

kinazy zawiera również sekwencję określającą lokalizację wewnątrzkomórkową 

oraz suwak leucynowy umożliwiający homodimeryzację.  

PKG I przypisuje się rolę regulatora cytozolowego stężenia jonów wapnia. 

Fosforyluje ona in vitro i in vivo receptor IPB3B oraz substrat G będący inhibitorem 

fosfataz. Innym prawdopodobnym substratem jest zależna od wapnia 

cytozolowa PLA2 [Lucas i wsp., 2000].  
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Najwyższy poziom PKG 1 w mózgu stwierdzono w móżdżku i hipokampie. 

PKG 1A i B znajdują się głównie w cytozolu. Ich sekwencje na N-końcu różnią 

się do siebie, co umożliwia interakcje z odmiennymi grupami białek. PKG 2 w 

mózgu podlega ekspresji w jądrach podkorowych [Hofmann, 2005]. Jest 

zakotwiczona do błony komórkowej za pośrednictwem mirystylacji N-końca. 

Pomimo ekspresji PKG 2 w mózgu uszkodzenie jej genu nie powoduje 

dramatycznych skutków [Werner i wsp., 2004] w przeciwieństwie do PKG 1 

[Feil i wsp., 2003]. cGKI β jest zaangażowane w LTP w hipokampie [Arancio i 

wsp., 2001; Kleppisch i wsp., 2003]. W neuronach Purkinjego w móżdżku 

posiadających wysoki poziom cGKI α kinaza ta jak się przypuszcza może 

uczestniczyć w LTD [Feil i wsp., 2003; Hofmann, 2005].  

U ssaków zidentyfikowano co najmniej 10 rodzin fosfodiesteraz regulowanych 

przez cGMP. PDE z rodzin 1, 2, 3 i 10 nie wykazują silnej specyficzności, PDE 

z rodzi 5, 6 i 9 wykazują wybiórczość względem cGMP, a pozostałe-względem 

cAMP. cGMP reguluje PDE poprzez 1) bezpośrednią aktywację, 2) 

współzawodnictwo o miejsce wiążące z cAMP i 3) poprzez wiązanie miejsc 

regulacji allosterycznej (np. bezpośrednia stymulacja albo stymulacja 

aktywującej PDE fosforylacji przez PKG).  

 

NF-κB jest czynnikiem transkrypcyjnym wrażliwym na tlenek azotu oraz na 

stan redox. Ten dimeryczny TF został odkryty w 1986 w limfocytach B jako 

białko aktywujące transkrypcję lekkiego łańcucha immunoglobuliny kappa. 

Regulacji przez NF-κB podlegają m. in. geny cytokin, receptorów błony 

komórkowej, enzymów antyoksydacyjnych i iNOS [Moynagh, 2005]. Typowy 

(prototypowy) skład nieaktywnego NF-kB znajdującego się w cytoplazmie to 

heterotrimer p50, p65 (RelA) i IκB (α lub β).  
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Ryc. 6. Rola tlenku azotu i produktów jego reakcji z innymi wolnymi rodnikami 

w uszkodzeniu DNA i aktywacji czynników transkrypcyjnych.  

 

W zależności od etapu cyklu komórkowego ekspresji mogą podlegać inne 

podjednostki NF-κB wiążące DNA, np. p52, c-Rel i RelB oraz inne 

podjednostki hamujące-IκB, np. Bcl-3 [Moynagh, 2005].  

W stanie nieaktywnym NF-κB znajduje się w cytozolu, związany z inhibitorami 

należącymi do rodziny I-κB. Aktywacja zachodzi poprzez indukcję dysocjacji 

IκB. Zdarzeniem koniecznym do dysocjacji IκB od NF-κB jest fosforylacja i 

ubikwitynacja IκB. Dimer p50-p65 podlega translokacji do jądra i aktywuje 

geny zawierające w 5`-elementach regulujących sekwencję 5`-GGGPuNNPy-

PyCC-3` (Pu-puryna; Py-pirymidyna; N-dowolna zasada). Fosforylacji IκB na 

serynach 32 i 36 dokonuje kompleks kinazy IκB [IKK] składający się z 2 

http://rcin.org.pl



 42

podjednostek katalitycznych IKKα i IKKβ oraz podjednostki regulatorowej 

IKKγ. Samo IKK jest aktywowane przez fosforylację podjednostki katalitycznej 

IKKβ, a kandydatami do roli czynnika upstream dla IKK są: MAPKKK-1 

[Mattson, 2005] oraz kinaza indukująca NF-κB NIK. Obserwuje się również 

autofosforylację IKK na kilku C-końcowych serynach. Autofosforylacja 

redukuje aktywność IKK i może stanowić mechanizm regulacji zwrotnej.  

Doświadczalne wyłączenie genów p50 i p65 powoduje złożone zaburzenia wielu 

organów (uszkodzenia wątroby, zmiany odpowiedzi odpornościowej, 

modyfikacje zjawisk ekscytotoksyczności i neurodegeneracji poniedokrwiennej) 

[Yu i wsp., 1999]. Wskazuje to na znaczną rolę p65 w rozwoju i na to, że w 

wielu procesach białka inne niż p50 mogą dimeryzować z nim i zastępować p50. 

Natomiast brak IKKα albo β jest letalny.  

NF-κB zapobiega apoptozie neuronów in vivo i w hodowlach. Pośredniczy on 

również w antyapoptotycznym efekcie TNF wywieranym na hodowle neuronów 

i innych komórek. Aktywacja tego czynnika transkrypcyjnego zachodzi w 

odpowiedzi na cytokiny i czynniki neurotroficzne. NF-κB jest też aktywowany 

przez stres oksydacyjny i wzrost wewnątrzkomórkowego stężenia wapnia.  

Aktywacja NF-κB hamuje wczesne etapy apoptozy, chroniąc komórki przed 

dysfunkcją mitochondriów i produkcją rodników tlenowych. Genami 

docelowymi w antyapoptotycznym działaniu NF-κB są m. in. dysmutaza 

ponadtlenkowa Mn-SOD, białka z rodziny Bcl-2, p53, białka z rodziny 

inhibitorów apoptozy IAP, iNOS, cyklooksygenaza 2, GFAP i białko wiążące 

wapń kalbindyna D28k [Kaltschmidt i wsp., 2002; Mattson i wsp., 2005]. 

Genem docelowym jest też IκBα.  

Aktywacja komórek cytokinami lub wolnymi rodnikami prowadzi do 

fosforylacji I-κB za pośrednictwem I-κB kinazy (IKK) i w efekcie do 

ubikwitynacji i degradacji I-κB. Uwolniony NF-κB przenosi się do jądra i tam 
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jako homo- albo heterodimer reguluje expresje genów. NO może działać za 

pośrednictwem różnych mechanizmów:  

• NO reguluje ścieżki znajdujące się powyżej IκB, np. aktywuje IKK-α i 

p21ras.  

• NO może zmiatać OB2PB

-
P hamując powstawanie H B2BOB2B i przez to osłabiać 

aktwację NF-κB.  

• NO stabilizuje mRNA i białko I-κB i aktywuje jego translokację do jądra, 

gdzie może hamować wiązanie NF-κB do DNA.  

• NO może hamować wiązanie NF-κB do DNA poprzez S-nitrozylację 

kluczowej cysteiny podjednostki p50.  

 

Bodźce stresowe, w wielu przypadkach za pośrednictwem zwiększonego 

uwalniania NO, prowadzą do stabilizacji czynnika transkrypcyjnego p53 i jego 

translokacji do jądra. Aktywacja p53 może prowadzić do blokady cyklu 

komórkowego lub do apoptozy zależnej od cytochromu c i kaspaz. Na temat 

znaczenia p53 w fizjologii i patologii komórki istnieje bogata literatura 

przeglądowa [Culmsee i Mattson, 2005; Gomez-Lazaro i wsp., 2004].W 

nawiązaniu do relacji pomiędzy p53 a NO należy wspomnieć o inhibicji 

promotora iNOS przez p53, co wskazuje na ujemne sprzężenie zwrotne 

pomiędzy p53 i NO.  

 

Tlenek azotu a neurodegeneracja.  

Indukcja iNOS jest wynikiem aktywacji NF-κB, podobnie jak COX-2. Przy 

użyciu inhibitorów i usunięcia genu iNOS wykazano, że indukcja COX-2 jest w 

dużym stopniu zależna od aktywności iNOS [Nogawa i wsp., 1998]. 

Produkowany dzięki COX-2 rodnik ponadtlenkowy może wchodzić w reakcję z 

NO tworząc nadtlenoazotyn. Anionorodnik ponatlenkowy i powstający z niego 

w reakcji z tlenkiem azotu nadtlenoazotyn należą do potencjalnie 
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najniebezpieczniejszych toksyn. Istnieją pewne dane sugerujące, że ONOOP

-
P 

może powstawać nawet przy bazalnym stężeniu jednego z tych związków 

[Lipton, 1999].  

Zarówno anionowa jak i sprotonowana forma nadtlenoazotynu uczestniczą w 

reakcjach i pokonują dystanse rzędu 0,1mm, a więc mogą wpływać na inne 

komórki niż te, w których powstały. Spowodowana nadtlenoazotynem 

akumulacja nitrotyrozyny została udokumentowana we wszystkich formach 

niedokrwienia mózgu. Związkiem wykazującym cytotoksyczność podczas 

niedokrwienia jest nadtlenoazotyn, nie zaś sam NO lub ponadtlenek [Xia i wsp., 

1996]. Inhibicja syntezy lub zmiatanie któregokolwiek z tych związków 

skutecznie hamuje śmierć komórek w różnych modelach [Estevez i wsp., 1998; 

Dawson i wsp., 1996; Chalimoniuk i Strosznajder 1998b]. U szczurów i gerbili 

zmiatacze wolnych rodników radykalnie zmniejszały uszkodzenie warstwy CA1 

powstałe w wyniku niedokrwienia [Inanami i wsp., 1998; Yamamoto i wsp., 

1997].  

Znaczenie poszczególnych izoform NOS w procesie neurodegeneracji jest 

przeciwstawne. nNOS i iNOS przyczyniają się do uszkodzenia, natomiast 

aktywacja eNOS ma działanie neuroprotekcyjne. W modelach niedokrwieniu 

mózgu inaktywacja genu nNOS niemal o połowę redukcje rozmiary zawału i 

liczbę komórek ginących w warstwie CA1 hipokampa [Panahian i wsp., 1996]. 

Silne działanie neuroprotekcyjne w modelach niedokrwienia mózgu wykazują 

również inhibitory nNOS [Escott i wsp., 1998; Zhang i wsp., 1996]. Natomiast 

usunięcie genu iNOS wykazuje działanie neuroprotekcyjne, jednak po bardzo 

długich okresach niedokrwienia [Iadecola i wsp., 1997], co potwierdza 

obserwację, że indukcja iNOS zachodzi z dużym opóźnieniem w stosunku do 

niedokrwienia.  
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Wpływ starzenia na ekspresję i aktywność NOS.  

Dotychczas istniejące dane na temat wpływu starzenia na ekspresję i aktywność 

NOS są niespójne, publikowane wartości wahają się od wzrostu do znaczącej 

redukcji w różnych częściach mózgu W mózgu ludzkim Blum-Degen i wsp. 

[1999] nie zaobserwowali znamiennych statystycznie zmian ekspresji lub 

aktywności NOS. Użyta przez nich procedura mogła wpłynąć na uzyskane 

wyniki, gdyż podczas własnych badań stwierdzono istotny wpływ 

przechowywania próbek na poziom aktywności NOS w mózgach dojrzałych i 

starczych.  

W badaniach na starych szczurach Sprague-Dawley Cha i wsp. [1998] 

obserwowali spadek liczby neuronów barwiących się w reakcji 

immunologicznej przeciwko nNOS o 30-60% w prążkowiu i wzrost w jądrze 

podwzgórzowym [Cha i wsp., 2000]. Yamada i wsp. [1996] opisał obniżenie 

liczby komórek w mózgu wykazujących reakcję dla NADPH-diaforazy, 

biochemicznego markera obecności NOS. W móżdżku spadek poziomu mRNA i 

białka NOS obserwował Yu i wsp. [2000]. Wzrost mRNA nNOS w hipokampie 

starych szczurów stwierdzili La Porta i Comolli [1999]. Indukcję iNOS w 

starczym mózgu stwierdzali La Porta i Comolli [1999] oraz Vernet i wsp. 

[1998].  

La Porta i Comolli [1999] uzyskali dane świadczące o aktywacji NOS z wiekiem 

w hipokampie, korze mózgu i móżdżku. Istnieją jednak prace wskazujące na 

spadek aktywności tego enzymu [Mollace i wsp., 1995; Vallebuona i Raiteri, 

1995]. Wszystkie te dane wskazują na wysoką zmienność aktywności NOS i 

obecności iNOS w zależności od części mózgu, rasy użytych zwierząt i 

warunków hodowli.  

Obserwowano związany z wiekiem spadek zależnej od receptora N-methylo-D-

asparaginianu (NMDA) syntezy NO i cyklicznego GMP (cGMP) [Chalimoniuk i 

Strosznajder, 1998a; Vallebuona i Raiteri, 1995].  
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Polimeraza poli(ADP-rybozy).  

 

Obserwowany w starzeniu i chorobach neurodegeneracyjnych wzrost 

uszkodzenia DNA powoduje aktywację enzymu polimerazy poli(ADP-rybozy)-

1, PARP-1 (E.C. 2.4.2.30). Jest to silnie konserwowany, dimeryczny enzym 

obecny konstytutywnie w niemal wszystkich komórkach organizmów jądrowych 

z wyjątkiem drożdży. PARP-1, pierwszy i najbardziej rozpowszechniony 

spośród enzymów syntetyzujących poli(ADP-rybozę), jest ok. 1000-

aminokwasowym 113-kDa (monomer) białkiem jądrowym zaangażowanym w 

procesy naprawy DNA, regulację struktury chromatyny, przebiegu cyklu 

komórkowego i ekspresji genów. Homburg i in. [2000] opublikowali wyniki 

wskazujące na znaczenie tego enzymu w procesach wewnątrzkomórkowego 

przekaźnictwa sygnału.  

Pomimo że poli(ADP-rybozylacja) została odkryta w latach 60., większości 

znaczących badań dokonano w ostatnim dziesięcioleciu. Sklonowanie genów 

PARP-2, PARP-3, tankirazy i innych PARP ukazało znaczenie biologiczne tego 

mało dotychczas znanego typu modyfikacji posttranslacyjnej i pozwoliło 

zdefiniować rolę PARP-1 w naprawie DNA i innych procesach komórkowych.  

PARP-1 jest najpowszechniej występującym enzymem z rodziny polimeraz 

poli(ADP-rybozy). Jest on odpowiedzialny za syntezę ponad 90% poli(ADP-

rybozy) w mózgu [Shieh i wsp., 1998].  

Białko enzymu składa się z trzech domen, które można oddzielić przy użyciu 

ograniczonej proteolizy lub analizując wzór konserwacji ewolucyjnej 

[Kameshita i in., 1984; de Murcia i in., 1994]. N-końcowa 42-kDa domena 

zawiera sygnał lokalizacji jądrowej (NLS) i 2 palce cynkowe wiążące DNA. 

Centralna, 16-kDa domena zawiera 15 konserwowanych ewolucyjnie reszt 

glutaminianu, które prawdopodobnie są akceptorami poli(ADP-rybozy), oraz 

przypuszczalnie suwak leucynowy [Uchida i wsp., 1993].  
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55-kDa część C-końcowa zawiera miejsce wiążące substrat i katalizuje reakcje 

inicjacji, elongacji i rozgałęziania polimeru.  

 

 
 

Ryc. 7. Schemat cząsteczki PARP-1.  

NLS-sygnał lokalizacji jądrowej.  

 

Mechanizm działania PARP-1.  

W odpowiedzi na stres genotoksyczny stwierdza się wzrost aktywności, 

natomiast nie obserwuje się indukcji genu PARP-1. Eksperymentalna zmiana 

poziomu PARP-1 nie poprawia wydajności takich procesów jak naprawa DNA.  

Ekspresja genu PARP-1 wykazuje natomiast wyraźny profil rozwojowy. Gen 

ten ma cechy tzw. genów housekeeping. Posiada sekwencje wiążące czynniki 

transkrypcyjne Sp-1 i AP-2 [Potvin i wsp. 1993], co zapewnia tkankowo 

specyficzną ekspresję. Wykryto również autoregulację ekspresji poprzez 

wiązanie PARP-1 do sekwencji regulatorowych własnego genu [Oei i wsp., 

1994].  

 

Regulacja aktywności.  

Aktywność PARP-1 jest silnie uzależniona od obecności uszkodzeń DNA, które 

powodują jej wzrost o dwa rzędy wielkości. Aktywacja następuje szybko i w 

odpowiedzi na bardzo małe ilości pęknięć, wcześniej niż możliwe jest ich 

wykrycie przy użyciu terminalnej transferazy deoksynukleotydów [Zhang et al. 

1995a]. Są one rozpoznawane przez drugi z palców cynkowych obecnych w N-

końcowej domenie wiążącej DNA (DBD). Pierwszy palec cynkowy powoduje 
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wtedy allosteryczną aktywację C-końcowej domeny katalitycznej, określanej też 

jako wiążąca dinukleotyd nikotynamidoadeninowy (β-NADP

+
P). Produktem 

ubocznym tej reakcji jest inhibujący PARP nikotynamid. Domena katalityczna 

dokonuje inicjacji reakcji poprzez przyłączenie pierwszej reszty ADP-rybozy do 

glutaminianu docelowego białka, którym jest najczęściej sam PARP-1. 

Akceptorami są również PARP-2, histony, p53, NF-κB (p50, p65) i AP-1, 

topoizomeraza I, topoizomeraza II, zależna od DNA kinaza białkowa (DNA-

PK), polimerazy DNA α i β i białka HMG oraz polimeraza RNA I oraz zalezna 

od CaP

2+
P i Mg P

2+
P endonukleaza-w sumie ponad 40 białek jądrowych [D'Amours i 

wsp., 1999; Krupitza i Cerutti 1989a; b; Mandir i wsp., 2002; Ruscetti et al. 

1998; Scovassi i wsp., 1993; Tsai et al. 1992; Yoshihara i wsp., 1983; 1985].  

Domena wiążąca βNADP

+
P katalizuje również elongację do długości od kilku do 

100-200 reszt, oraz rozgałęzianie polimeru (średnio co ok. 30 reszt). Na długość 

i wzór rozgałęzienia polimeru ma wpływ typ akceptora i obecność innych białek 

(np. histonów). Czas półtrwania polimerów jest silnie uzależniony od stanu 

komórki; w obecności uszkodzonego DNA nie przekracza on minut. W PARP-1 

miejsca akceptorowe poli(ADP-rybozy) znajdują się w domenie dimeryzacji, a 

automodyfikacja powoduje utratę powinowactwa do DNA i inhibicję 

aktywności katalitycznej.  

Klasycznym aktywatorem PARP-1 są przerwy jednej z nici dupleksu DNA. 

PARP-1 może także wiązać przerwy dwuniciowe. Uszkodzenie DNA mogą 

powodować wolne rodniki i inne reaktywne związki, które modyfikują zasady 

azotowe lub przecinają "szkielet" deoksyrybozylowy. Niszczące działanie 

wykazują również uszkodzone przez nie inne cząsteczki takie jak lipidy lub 

białka, które mogą reagować z zasadami DNA tworząc addukty.  

Istnieją dane o zachodzeniu fosforylacji PARP m. in. przez kinazę białkową 

zależną od DNA (DNA-PK) i kinazę białkową C (PKC). W procesie 

dojrzewania oocytów Xenopus PARP jest nieaktywny do momentu indukcji ich 
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progesteronem. Uaktywnienie zachodzi poprzez fosforylację białka głównie na 

serynach. DNA-PK wiąże się do dwuniciowych pęknięć dupleksu DNA i jest 

uważana za czynnik konieczny do naprawy tych uszkodzeń. Składa się ona z 

p460-białka będącego podjednostką katalityczną, oraz białek Ku. Oba składniki 

DNA-PK są w stanie wiązać dwuniciowe pęknięcia DNA, co prowadzi do 

aktywacji kinazy. PARP ADP-rybozyluje podjednostkę p460, sam stanowiąc dla 

niej substrat [Pleschke i wsp., 2000; Ruscetti i wsp., 1998]. ADP-rybozylacja 

zwiększa aktywność katalityczną kinazy.  

 

Rola PARP-1.  

Poli(ADP-rybozylacja) może wpływać na aktywność białek za pośrednictwem 

następujących mechanizmów:  

• Kowalencyjna modyfikacja białka powoduje najczęściej utratę 

powinowactwa do DNA i/lub inhibicję aktywności. Jest to prawdopodobnie 

związane z silnym ładunkiem i rozmiarami polimerów, które mogą 

elektrostatycznie odpychać DNA i wpływać na konformację białka. Zgodnie 

z hipotezą histone shuttling [Realini i Althaus, 1992] PARP miałby w ten 

sposób dokonywać przejściowego, lokalnego demontażu chromatyny w celu 

zapewnienia dostępu do uszkodzonego DNA.  

• Niekowalencyjne wiązanie poli(ADP-rybozy) przez regulowane białka. 

Konserwowany ewolucyjnie motyw wiążący PAR jest obecny w wielu 

kluczowych białkach [Pleschke i wsp., 2000] jak czynniki transkrypcyjne, m. 

in. p53. Przykładem takiego działania jest rekrutacja kompleksu naprawy 

DNA przez PARP-1 i PARP-2 [Masson i wsp., 1998; Schreiber i wsp., 

2002]. Po wykryciu uszkodzenia DNA PARP dokonuje autorybozylacji, co 

powoduje związanie z nim białka XRCC1. Następnie XRCC1 służy jako 

centralny element strukturalny (scaffold) dla tworzącego się kompleksu 
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wycinania zasad BER (Base Excision Repair). Mechanizm zapewnia szybką i 

wydajną naprawę uszkodzeń.  

• Niekowalencyjne oddziaływanie PARP-1 z innymi białkami zachodzi za 

pośrednictwem domen zaangażowanych w interakcje białko-białko. 

Pierwszym takim modułem, którego obecność w PARP-1 postulowano był 

suwak leucynowy. Ostatnio zaobserwowano w sekwencji enzymu motyw 

BRCT.  

 

Regulacja ekspresji genów. Zupełnie oddzielną rolą PARP-1 jest regulacja 

transkrypcji. W 1997 pokazano, że, w bardzo wąskim przedziale stężeń 

(stosunków molowych PARP/gen) PARP jest w stanie zwiększać transkrypcję 

genów klasy II (in vitro). Zidentyfikowano go jako składnik funkcjonalny 

pozytywnego kofaktora 1, czyli kompleksu białkowego wspomagającego 

działanie aktywatorów transkrypcji genów klasy II. Do przejawienia 

pozytywnego wpływu PARP nie jest konieczna jego aktywność enzymatyczna.  

Wykazano, iż PARP jest w stanie regulować lub współuczestniczyć w 

aktywności p53 jako czynnika transkrypcyjnego. Inaktywacja PARP-1 prowadzi 

do drastycznego spadku stabilności p53 [Simbulan-Rosenthal i wsp., 1998; 

Wang i wsp., 1998], co powoduje defekt transaktywacji genów zależnych od 

p53. PARP-1 stabilizuje dziką (wt) konformację p53 [Wesierska-Gadek i 

Schmid, 2000] i być może zapobiega jego reeksportowi z jądra, co hamowałoby 

jego degradację [Węsierska-Gądek i wsp., 2000].  

Inne doniesienie mówi o oddziaływaniu PARP-1 z czynnikiem transkrypcyjnym 

YY1 [Oei et al., 1997].  

Czynnik jądrowy κB (NF-κB) jest regulowany m. in. przez NO [Togashi i wsp., 

1997] i PARP-1. NF-κB silnie i specyficznie oddziałuje z autopoli(ADP-

rybozylowanym) PARP-1 za pośrednictwem motywu niekowalencyjnie 

wiążącego poli(ADP-rybozę) [Pleschke i in., 2000]. NF-κB tworzy kompleks z 
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białkiem PARP-1 w jądrze komórkowym [Hassa i wsp., 2001]. Obecność białka 

PARP-1 jest konieczna dla aktywacji NF-κB w odpowiedzi na czynnik 

martwicy nowotworu TNF-α [Oliver i wsp., 1999]; p65 jest również silnie 

hamowany poprzez poli(ADP-rybozylację) i podlega wtedy reeksportowi do 

cytoplazmy, natomiast poli(ADP-rybozylacja) p50 prowadzi do jego aktywacji 

[Kameoka i wsp., 2000].  

Istnieją dane wskazujące na zmianę aktywności NF-κB z wiekiem [Toliver-

Kinsky i wsp., 1997]. Opisane oddziaływania NF-κB z PARP-1 mogą mieć 

istotne znaczenie w mechanizmach stresu oksydacyjnego i starzenia.  

 

Degradacja PARP-1 przez kaspazę-3 jest jednym ze wczesnych zdarzeń 

programowanej śmierci komórki (PCD). Obecność fragmentu 85 kDa jest 

jednym z markerów tego procesu. PARP-1 utrzymuje za pośrednictwem ADP-

rybozylacji w stanie nieaktywnym CaP

2+
P, Mg P

2+
P-zależną endonukleazę. 

Endonukleaza ta jest jednym z enzymów, którym przypisuje się degradację 

DNA podczas typowej PCD. Wykazane w ostatnim czasie interakcje PARP-1 i 

PAR z p53 wskazują na możliwość istnienia nieznanych dotychczas 

mechanizmów wpływu PARP na przebieg apoptozy [m. in. Schmid i in. 1999, 

Węsierska-Gądek i in. 1999].  

W przypadku masowego uszkodzenia DNA, PARP-1 zużywa większość 

komórkowej puli βNADP

+
P [Mandir i wsp., 2000]. Pociąga to za sobą spadek 

stężenia ATP koniecznego do resyntezy βNADP

+
P, co może powodować 

obumieranie neuronów, najczęściej na drodze nekrozy [Ha i Snyder, 1999; 

Moroni i wsp., 2001]. Co więcej, deficyt energii w sytuacji znacznego 

uszkodzenia komórki może zmieniać już rozpoczęty, wymagający energii proces 

apoptotyczny w nekrozę [Ha i Snyder, 1999; Herceg i Wang, 1999]. Udział 

PARP-1 w neurodegeneracji potwierdzają badania z użyciem inhibitorów 

[Zhang i wsp., 2005] i uszkodzenia genu PARP [Elliasson i wsp., 1997]. 
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Czynnikiem prowadzącym do powstania uszkodzeń DNA może być także 

gromadzący się w komórce i przestrzeni międzykomórkowej starzejącego się 

lub Alzheimerowskiego mózgu amyloid β, który poprzez stymulację procesów 

wolnorodnikowych może powodować aktywację PARP-1 [Adamczyk i wsp., 

2005; Love i wsp., 1999, Strosznajder i wsp., 2000].  

 

Rodzina genowa PARP. PARP-1 jest odpowiedzialny za syntezę ponad 90% 

poli(ADP-rybozy) obecnej w zdrowych komórkach ssaków. PARP-1 jest 

prekursorem niedawno odkrytej rodziny polimeraz poli(ADP-rybozy). PARP-2, 

podobnie jak PARP-1 jest aktywowany przez pęknięcia nici DNA, jednak 

poziom jego ekspresji i aktywności jest zdecydowanie niższy [Schreiber i wsp., 

2002]. Oba enzymy są składnikami kompleksu dokonującego naprawy DNA na 

drodze wycinania zasad (BER) [Masson i wsp., 1988; TP

 
PTSchreiber i wsp., 2002]. 

Pierwsze wyniki na temat innych ostatnio odkrytych polimeraz: PARP-3, 

Tankirazy-1 i 2 i vPARP nie wskazują na ich udział w naprawie materiału 

genetycznego.  

 

PARP a starzenie.  

Dane dotyczące zmian ekspresji i aktywności PARP-1 z wiekiem są sprzeczne. 

Messripour i wsp. [1994] wykazali, że poziom białka i aktywność podstawowa 

PARP w neuronach i astrocytach całego mózgu szczura wzrastają ponad 

trzykrotnie u zwierząt 30-miesięcznych w porównaniu z 3-miesięcznymi. 

Wzrostowi temu towarzyszył znacznie zwiększony poziom uszkodzenia DNA, 

choć niejednakowy w obu typach komórek. W obu grupach wiekowych neurony 

charakteryzowała znacznie większa ilość białka PARP-1 i jego aktywność w 

przeliczeniu na zawartość DNA. Wzrost aktywności PARP w starzeniu 

obserwowali również Bizec i wsp. [1989] w soczewce oka wołu. Salminen i 

wsp. [1997] zaobserwowali znaczący spadek poziomu białka PARP-1 w 
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starzejących się replikacyjnie fibroblastach. Podobnie, obniżone były także 

poziomy komponentów autoantygenu Ku: p70 i p86 i aktywność DNA-PK. W 

jądrach komórkowych izolowanych z mózgu i wątroby Mishra i Das [1992] 

otrzymali 30% spadek aktywności podstawowej PARP. Zmniejszeniu uległa 

intensywność ADP-rybozylacji białek, w tym przede wszystkim białek 

histonowych. Związany z wiekiem spadek aktywności PARP w mózgu i 

pozostałych narządach obserwowali również inni badacze [Grube i Bürkle, 

1992; Quesada i wsp., 1990].  

Maksymalna aktywność PARP koreluje ze średnią i maksymalną długością 

życia gatunków ssaków [Grube i Bürkle, 1992; Pero i wsp., 1985]. Pomimo 

kilkukrotnie większej stymulowanej oligonukleotydem maksymalnej aktywności 

w jednojądrzastych leukocytach młodych osobników gatunków długożyjących 

Grube i Bürkle nie obserwowali statystycznie znamienej korelacji pomiędzy 

zawartością białka enzymatycznego PARP-1 a długością życia. Sugeruje to 

różnice jakościowe, nie zaś ilościowe, w cząsteczce enzymu. Podobne wnioski 

wysnuwa się na podstawie badań na ludzkich liniach komórkowych pobranych 

od osób długowiecznych [Muiras i in. 1998]. Dotychczasowe próby powiązania 

polimorfizmu genu PARP-1 z długowiecznością nie przyniosły jednak 

rezultatów. 

 

PARP-1 w neurodegeneracji.  

Pęknięcia nici DNA powstające w przebiegu zjawisk neurodegeneracji aktywują 

PARP. Inhibicja PARP chroni hodowane neurony korowe przed toksycznym 

działaniem 500μM NMDA, powszechnie używanego do wywoływania 

ekscytotoksyczności w modelach komórkowych i zwierzęcych. W procesie 

uszkodzenia DNA indukowanego podaniem NMDA istotne znaczenie ma 

nadtlenoazotyn [Szabo, 1996; Szabo i wsp., 1996; Zingarelli i wsp., 1996].  
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Sposób w jaki PARP-1 wywołuje degenerację neuronów nie jest dokładnie 

zbadany. Powszechną hipotezą jest wywołana masowym uszkodzeniem DNA 

nadmierna aktywacja PARP-1, która miałaby prowadzić do wyczerpania NAD i 

w konsekwencji spadku stężenia ATP. Faktycznie, sztuczne wprowadzenie SSB 

prowadzi do wyczerpania energii [Szabo i wsp., 1996]. Inhibicja albo 

uszkodzenie genu PARP-1 redukuje spadek stężenia βNAD P

+
P w niedokrwieniu 

[Endres i wsp., 1997]. Wykazano wyjątkowo skuteczne zmniejszenie rozmiarów 

zawału o 45-85% oraz utraty neuronów warstwy CA1 hipokampa po 

przejściowym niedokrwieniu dzięki inhibicji lub wyłączeniu genu PARP-1 

[Eliasson i wsp., 1997; Endres i wsp., 1997; Lo i wsp., 1998; Takahashi i wsp., 

1997; Strosznajder i wsp., 2003]. 

Drugim mechanizmem wyjaśniającym ochronne działanie inhibitorów PARP-1 

może być jego udział w funkcji czynnika transkrypcyjnego NF-κB [Won i wsp., 

2006]. Oddziaływanie PARP-1 z NF-κB może stanowić nowy mechanizm 

wspólny dla wielu chorób, w których mają miejsce zjawiska zapalne [Ha i 

Snyder, 2000; Haskó i wsp., 2002]. Myszy PARP-1 P

-/-
P są odporne na szok 

septyczny [podanie LPS; Oliver i wsp., 1999]. Zaburzenie zależnej od NF-κB 

syntezy TNF-α i IFN-γ prowadzi u myszy PARP-1 P

-/-
P do blokady indukcji genu 

iNOS w makrofagach, likwidując jedno z najważniejszych źródeł wolnych 

rodników. Podobną rolę PARP-1 może odgrywać w niedokrwieniu mózgu, 

gdzie również obserwuje się indukcję NF-κB, syntezę TNF-α i indukcję lub 

aktywację różnych izoform NOS.  

 

PARP-1 jest atrakcyjnym obiektem badań gerontologicznych. Dotychczas był 

on jednak badany w oderwaniu od wielu wpływających na niego procesów. Nie 

zbadano wpływu starzenia na fosforylację PARP-1, pomimo że wiadomo, iż 

taka modyfikacja może zachodzić in vitro i in vivo. Nie przeprowadzono też 

próby skorelowania zmian aktywności PARP-1 z aktywnością NOS ani nie 
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analizowano roli, jaką w tym procesie może odgrywać wrażliwy na stres 

oksydacyjny, oddziałujący z PARP-1 czynnik transkrypcyjny NF-κB. Obecne w 

literaturze rozbieżności nie pozwalają na ocenę w jakim stopniu zmiany 

podstawowej aktywności PARP są spowodowane zmianami poziomu NO, 

jednego z podstawowych czynników mogących wpływać na przeżycie i 

funkcjonowanie neuronów.  
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CCEELL..  

 

Celem pracy było zbadanie aktywności i ekspresji poszczególnych izoform 

syntazy tlenku azotu w mózgu dojrzałym i starczym zwierząt wolnych od 

patogenów oraz określenie udziału NO w stresie oksydacyjnym i w aktywności 

polimerazy poli(ADP-rybozy). Na cel ten składają się następujące cele 

szczegółowe:  

 

• Zbadanie wpływu starzenia na aktywność i ekspresję NOS w różnych 

częściach mózgu szczura rasy Wistar. Określenie udziału poszczególnych 

izoform enzymu w syntezie NO. Próba korelacji aktywności NOS i ekspresji 

białek pro- i antyapoptotycznych u zwierząt dorosłych i starych.  

 

• Badanie stresu oksydacyjnego poprzez pomiar wolnorodnikowego 

uszkodzenia lipidów i jądrowej translokacji podjednostki p65 czynnika 

transkrypcyjnego NF-κB.  

 

• Zbadanie ekspresji oraz aktywności PARP-1 w różnych częściach mózgu 

szczurów dorosłych i starych. Korelacja tych zmian z aktywnością 

podstawową NOS. Zbadanie odpowiedzi PARP-1 w mózgu dojrzałym i 

starczym na stres oksydacyjny.  
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MMEETTOODDYY..    

 

11..  ZZwwiieerrzzęęttaa  ddoośśwwiiaaddcczzaallnnee..    
 

Do doświadczeń używano szczury rasy Wistar, samce, z hodowli prowadzonej 

przez IMDIK PAN. Zwierzęta utrzymywane były za barierą i spełniały 

wymagania kategorii SPF (specific pathogen-free). Zwierzęta w wieku 3-4 

miesięcy i masie ciała 200-250g były traktowane jako dorosłe, zwierzęta w 

wieku 12-14 miesięcy o masie ciała ok. 250g jako stare dorosłe, zwierzęta w 

wieku 24-27 miesięcy o masie ciała ponad 300g jako stare.  

 

22..  MMaatteerriiaałłyy  ii  ooddcczzyynnnniikkii..    
 

2-1. Odczynniki. Znakowane radioizotopowo substraty: [U- P

14
PC] β-NAD o 

aktywności specyficznej 248mCi/mmol i [P

14
PC] L-argininę o aktywności 

specyficznej 360mCi/mmol, przeciwciało przeciw mysim Ig połączone z 

peroksydazą chrzanową, reagenty do ECL uzyskano z firmy Amersham, 

Buckinghamshire, UK, przeciwciała przeciwko PARP-1 i poli(ADP-rybozie) 

oraz odczynniki biochemiczne w tym nieznakowane radiologicznie substraty 

enzymów i peptydy amyloidu β-z firmy Sigma, St. Louis, USA, bisdimetylo-

MDA-z firmy Avocado Heysham, UK, standardy masy molekularnej białek-z 

firmy BioRad, Hercules, USA, zestaw inhibitorów proteaz z firmy Boehringer, 

Mannheim, Niemcy, odczynniki nieorganiczne z firmy POCh Gliwice, Polska.  

 

2-2. Przygotowanie odczynników. Uzyskany komercyjnie neurotoksyczny 

peptyd amyloidu β 25-35 zawieszono w wodzie bidestylowanej w stężeniu 2,5 

mM i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 7 dni celem agregacji. Po 

rozdzieleniu na małe porcje przechowywany był w temperaturze –20 P

0
PC.  
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10 mM roztwór bisdimetylo-MDA w 1% (obj./obj.) H B2BSOB4B przetrzymywano 2 

godziny w temperaturze pokojowej. Otrzymany roztwór 10 mM MDA 

przechowywano w temp. 4 P

0
PC.  

 

2-3. Preparatyka części mózgu. Mózg był izolowany bezpośrednio po 

dekapitacji. Preparatykę części mózgu wykonywano na chłodzonej lodem szalce 

Petri`ego. Wyizolowane: hipokamp, kora mózgu, prążkowie i móżdżek były 

oczyszczane z naczyń i istoty białej.  

 

2-4. Otrzymywanie skrawków. Materiałem wyjściowym była kora mózgu, 

hipokamp i móżdżek. Skrawki o wymiarach 0,35mm x 0,35mm otrzymywano 

przez cięcie części mózgu wyizolowanych w sposób opisany powyżej w 

aparacie McIlwaina. W zależności od doświadczenia skrawki były zawieszane w 

buforze Krebsa-Ringera pozbawionym wapnia i magnezu, równoważonym 

karbogenem (95% OB2B, 5% CO B2B) zawierającym 120 mM NaCl, 5 mM KCl, 1,2 

mM KHB2BPOB4B, 25 mM NaHCOB3B, 10 mM glukozę, preinkubowane 90min. w 37 P

0
PC 

celem stabilizacji funkcji receptorów NMDA i po uzupełnieniu CaCl B2B używane 

do pomiarów biochemicznych.  

 

2-5. Otrzymywanie 10% homogenatu. Wyizolowane części mózgu 

homogenizowano w 50mM Tris-HCl pH 7.4 z 0.32 M sacharozą i zestawem 

inhibitorów proteaz Boehringer “Complete™ EDTA free” zawierającego 

odwracalne i nieodwracalne inhibitory proteaz (do pomiarów aktywności NOS) 

lub 10mM Tris-HCl pH 7,4 z 0,25M sacharozą, 50mM NaCl, 1mM EDTA, 

1mM DTT i zestawem inhibitorów „Complete” (do pozostałych doświadczeń). 

Używano homogenizator szklany typu Dounce, wykonując 13 przesuwów 

tłokiem luźnym. Homogenat był używany do badań lub do otrzymywania frakcji 

podkomórkowych.  
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2-6 Otrzymywanie frakcji podkomórkowych. Świeżo otrzymany homogenat 

wirowano w 800 g przez 4 minuty w temperaturze 4 P

0
PC. Osad frakcji jądrowej 

(P1) zawieszano w ½ objętości buforu do homogenizacji i używano do 

pomiarów aktywności PARP oraz do badań immunochemicznych metodą 

Western-blotu.  

Nadsącz wirowano 10 min. przy 17000g dla otrzymania zgrubnie oczyszczonej 

frakcji cytozolowej (S2) i błonowej (P2). Skrócenie procedury otrzymywania 

tych frakcji miało na celu uniknięcie zmian aktywności NOS podczas długich 

wirowań typowo stosowanych dla otrzymania cytozolu.  

 

33..  UUkkłłaaddyy  ddoośśwwiiaaddcczzaallnnee    
 

3-1. Badanie wpływu aktywacji receptora glutaminianergicznego typu 

NMDA i zewnątrzkomórkowego amyloidu β na aktywność PARP i NOS  

 

Skrawki badanej części mózgu zawieszone w buforze Krebsa-Ringera, pH 7,4 

rozdzielano na porcje o objętości 400μl i stabilizowano 90 minut w temperaturze 

37 P

0
PC, po czym dodawano CaClB2B do końcowego stężenia 1 mM. Następnie w 

odpowiednich momentach dodawano badane czynniki: 100µM NMDA i 1mM 

glutaminian, 1 μM glicyna, 100µM NNLA, 1mM spermina, 25µM amyloid β B25-

35B. Skrawki inkubowano w temperaturze 37 P

0
PC przez 15-30 minut w zależności 

od warunków doświadczenia. Po zhomogenizowaniu w homogenizatorach 

szklanych materiał używano do oznaczeń biochemicznych i 

immunochemicznych.  

 

3-2. Badanie wpływu stresu wolnorodnikowego i genotoksycznego na 

aktywność PARP  

 

http://rcin.org.pl



 60

Frakcję P1 hipokampa preinkubowano przez 5 minut w 37 P

0
PC i następnie 

inkubowano 1,5 minuty w obecności 25μM FeCl B2B i 10μM askorbinianu. 

Następnie prowadzono radioizotopowy pomiar aktywności PARP w sposób 

opisany poniżej.  

Frakcję P1 hipokampa dojrzałego i starczego preinkubowano 15 minut w 37P

0
PC a 

następnie inkubowano 5 minut w 37 P

0
PC w obecności 50μM MNNG w DMSO 

(końcowe stężenie DMSO 0,5%). Pomiar nagromadzonej poli(ADP-rybozy) 

metodą Western-blot prowadzono w sposób opisany poniżej. Materiał kontrolny 

inkubowany był w obecności 0,5% DMSO.  

 

44..  MMeettooddyy  bbiioocchheemmiicczznnee  ii  mmoolleekkuullaarrnnee  
 

4-1. Pomiar mRNA.  

 

Izolację całkowitego RNA przeprowadzono używając odczynnika TRI-reagent 

firmy Sigma zgodnie z instrukcją producenta. Odwrotną transkrypcję wykonano 

w końcowej objętości 20µl używając 5µg całkowitego RNA, 1500 jednostek 

odwrotnej transkryptazy AMV, 0.5µg oligo(dT) B5B jako odcinka startowego i 

deoksynukleotydów w stężeniu 1mM każdy w cyklu: 1h 42 P

0
PC i 5 min  99 P

0
PC, 

następnie produkt został schłodzony do 4 P

0
PC. Łańcuchową reakcję polimerazy 

PCR prowadzono zgodnie z zaleceniami producenta zestawu, mieszanina 

reakcyjna zawierała w końcowej objętości 50 µl: 5µg cDNA, Taq PCR Master 

Mix i 20 pmol każdego z odcinków starterowych dla nNOS, iNOS lub GAPDH. 

Po wstępnej denaturacji 5 min w 94P

0
PC następowały 33 cykle: 1 min 94P

0
PC, 2 min 

60 P

0
PC, 3 min 72P

0
PC. Następnie próbki zostały schłodzone do 4 P

0
PC. Na każdą 

ścieżkę 2% żelu agarozowego zawierającego bromek etydyny nałożono 10 µl 

produktu PCR i 2 µl buforu do próbek. Elektroforezę prowadzono przy napięciu 

100V. mRNA GAPDH (pozytywna kontrola), iNOS i nNOS mierzono 

densytometrycznie.  
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4-2. Oznaczanie poziomu białek metodą immunochemiczną (Western-blot).  

 

Białka poddawano denaturacji przez ogrzanie 5 minut w 95 P

0
PC w buforze do 

próbek zawierającym β-merkaptoetanol. 50µg bialka rozdzielano w 

temperaturze 4 P

0
PC na 7,5% (PARP-1, poli(ADP-ryboza)) lub 10% (NF-κB p65) 

denaturującym żelu poliakrylamidowym z SDS.  Po rozdzieleniu przy napięciu 

170 V w chłodzonym lodem aparacie “Mini Protean II” firmy Bio Rad białka 

przenoszono na błonę nitrocelulozową Hybond C Extra metodą tzw. “mokrego 

transferu” przy użyciu przystawki do transferu tej samej firmy, przy napięciu 

100V w buforze węglanowym Dunn`a. Stosowano standardy masy molekularnej 

białek BioRad 50-204kDa (Prestained SDS-PAGE Standards High Range). 

Jakość transferu sprawdzano przy użyciu barwnika Ponceau S.  

 

Oznaczanie białka PARP-1.  

Błonę z przetransferowanymi białkami blokowano 1h w temperaturze 

pokojowej w 1% BSA w PBS-T, a następnie inkubowano przez noc w roztworze 

monoklonalnego przeciwciała reagującego z PARP-1 w rozcieńczeniu 1/500 

(Sigma, klon C-2-10) w 0,5% BSA w temperaturze 4 P

0
PC i trzykrotnie płukano 5 

minut w PBS-T. Następnie inkubowano 1h w temperaturze pokojowej w 

roztworze 1/2500 drugorzędowego przeciwciała przeciwko mysim IgG 

znakowanego peroksydazą chrzanową (Amersham) w 5% mleku odtłuszczonym 

i przemywano trzykrotnie w PBS-T i raz w PBS.  

 

 

 

Oznaczanie Poli(ADP-rybozy).  
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Przeniesione na błonę białka blokowano przez noc w 5% mleku odtłuszczonym 

w PBS-T w temperaturze 4 P

0
PC, inkubowano 2h w 1/400 roztworze 

monoklonalnego przeciwciała reagującego z poli(ADP-rybozą)-Sigma w 0,25% 

mleku i trzykrotnie płukano 15 minut w PBS-T. Następnie inkubowano 1h w 

roztworze 1/4000 drugorzędowego przeciwciała przeciwko mysim IgG 

znakowanego peroksydazą chrzanową (Amersham) w 0,25% mleku 

odtłuszczonym, przemywano trzykrotnie w PBS-T i raz w PBS.  

 

Oznaczanie p65.  

Błonę po transferze białek blokowano 15h w 5% mleku odtłuszczonym w PBS-

T (nietypowo wysoka zawartość Tween-20 0,1%) w temperaturze 4 P

0
PC, 

inkubowano przez noc w 1/100 roztworze poliklonalnego przeciwciała anty-p65 

(Sigma) w 5% mleku w 4 P

0
PC i trzykrotnie płukano 5 minut w PBS-T. Następnie 

inkubowano w temperaturze pokojowej 1h w roztworze 1/8000 drugorzędowego 

przeciwciała przeciwko króliczym IgG znakowanego peroksydazą chrzanową 

(Sigma) w 5% mleku odtłuszczonym, przemywano trzykrotnie w PBS-T i raz w 

PBS.  

 

Oznaczanie β-aktyny.  

Błony nitrocelulozowe odmywano z roztworów przeciwciał przez 30 minut w 

temperaturze pokojowej w buforze 50mMgGlicyna-HCl pH 2,0, 1% SDS i 

płukano pięciokrotnie w PBS-T. Następnie blokowano 1h w 5% mleku w PBS-T 

i inkubowano w temperaturze pokojowej w 1/400 roztworze pierwszorzędowego 

przeciwciała przeciwko β-aktynie w 0,1% odtłuszczonej albuminie bydlęcej. Po 

trzykrotnym przemyciu PBS-T membranę inkubowano w temperaturze 

pokojowej 1h w roztworze 1/5000 drugorzędowego przeciwciała przeciwko 

mysim IgG znakowanego peroksydazą chrzanową (Amersham) w 5% mleku 

odtłuszczonym, przemywano trzykrotnie w PBS-T i raz w PBS.  
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Błony ze związanymi przeciwciałami inkubowano 3 minuty w roztworze 

odczyników do chemilumenescencji ECL, a następnie poddawano ekspozycji 

przez noc w kasecie Hypercassette używając kliszy Kodak BioMax. Wywołane 

klisze analizowano densytometrycznie przy użyciu programu TotalLab 1.1 firmy 

Phoretix. Ekspresję białek wyrażano jako stosunek sygnału odpowiednich 

prążków do sygnału β-aktyny.  

 

4-3. Oznaczanie aktywności enzymatycznej polimerazy poli(ADP-rybozy)  

 

Pomiar aktywności PARP-1 przez oznaczanie poziomu poli(ADP-rybozy) 

metodą Western-blot. Mieszanina reakcyjna zawierała 200 µM βNADP

+
P, 100 

mM Tris–HCl pH 8,0, 10 mM MgCl B2B, 5mM ditiotreitol (DTT) i 200 µg białka 

frakcji jądrowej lub homogenatu w końcowej objętości 100µl. Próbę ślepą 

stanowił materiał inkubowany w mieszaninie nie zawierającej βNADP

+
P. Reakcję 

prowadzono 1 minutę w 37°C i zatrzymywano równą objętością denaturującego 

buforu do próbek zawierającego β-merkaptoetanol. Western-blot wykonywano 

w sposób opisany powyżej.  

 

Pomiar aktywności PARP-1 metodą radioizotopowwą. Aktywność 

podstawowa PARP-1 mierzona była według Uedy i wsp. [1982; 1991] i 

Strosznajder i wsp. [2000]. Metoda ta wykrywa aktywność enzymatyczną 

wszystkich polimeraz poli(ADP-rybozy), ponieważ ponad 97% poli(ADP-

rybozy) obecnej w nie transformowanych komórkach mózgu ssaków jest 

produktem PARP-1 [Shieh i wsp., 1998], metoda ta służy w tym przypadku do 

oznaczania PARP-1. Mieszanina reakcyjna zawierała 200 µM [Ade-U P

14
PC] NAD 

2x10 P

5
P d.p.m., 100 mM Tris–HCl pH 8,0, 10 mM MgCl B2B, 5mM ditiotreitol (DTT) 

i 200 µg białka frakcji jądrowej lub homogenatu w końcowej objętości 100µl. 
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Reakcję prowadzono 1 minutę w 37°C i zatrzymywano 0.8 ml zimnego 25% 

kwasu trójchlorooctowego (TCA). Po 30min. w 4P

0
PC wytrącone białka zbierano 

pod zmniejszonym ciśnieniem na sączkach Whatman GF/B, przemywano 15 ml 

5% TCA i suszono. Radioaktywność mierzona była w liczniku scyntylacyjnym 

LKB Wallac 1409 w 7ml scyntylatora Braya.  

 

Pomiar wpływu kinaz białkowych na aktywność PARP-1 w obecności 

inhibitorów: GF109203X lub wortmaniny.  

Frakcję P1 hipokampa preinkubowano 15 minut w 37 P

0
PC w obecności 1 lub 

10μM inhibitora kinazy białkowej C, GF109203X lub 20μM wortmaniny, 

inhibitora kinaz z rodziny PI3-K. Następnie pomiar aktywności PARP-1 

prowadzono metodą radioizotopową w sposób opisany powyżej. Materiał 

kontrolny stanowiły próby inkubowane w obecności 2%  DMSO używanego do 

rozpuszczania inhibitorów.  

 

4-4. Pomiar aktywności NOS. 

 

Mieszaninę reakcyjną zawierającą w końcowej objętości 300µl 50mM Tris-HCl 

pH 7.4, 2,8x10 P

5
P dpm [U- P

14
PC] L-argininę, 100µM, 2mM CaCl B2B, 1µM 

kalmodulinę, 15µM FAD, 10µM tetrahydrobiopterynę, 1mM NADPH, 1mM 

EDTA, 1mM ditiotreitol i ok. 200µg białka inkubowana była 20min w 37 P

0
PC. Po 

zatrzymaniu reakcji 1ml 100mM Tris pH 5.5 z 10mM EDTA białka były 

usuwane poprzez wirowanie. Produkt reakcji, [ P

14
PC] cytrulina izolowana była 

1ml HB2BO na kolumnach Dowex™ 50WX-8 2x. Radioaktywność 0,5ml próby 

mierzona była w 8ml scyntylatora Braya w liczniku scyntylacyjnym LKB 

Wallac 1409.  

 

Określenie udziału poszczególnych izoform syntaz tlenku azotu w uwalnianiu 
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NO.  

Dla zbadania aktywności iNOS preinkubowano homogenaty 10 min. w 30P

0
PC w 

obecności 100µM N-nitro-L-argininy (NNLA) hamującej aktywność obu 

konstytutywnych izoform NOS lub w nieobecności CaP

2+
P i kalmoduliny. Dla 

zbadania aktywności eNOS pomiary prowadzone były w obecności 10µM 7-

nitroindazolu, inhibitora preferencyjnie blokującego nNOS.  

 

Badanie wpływu kinaz i fosfataz białkowych na aktywność NOS.  

Wpływ kinaz białkowych na aktywność NOS oceniany był poprzez 10 min. 

inkubację homogenatu lub cytozolu w 30P

0
PC w obecności 10µM inhibitorów 

kinaz: H-7, H-8, H-9 lub 50µM inhibitora fosfataz białkowych ortowanadzianu 

sodu. Następnie pomiar aktywności NOS prowadzony był w mieszaninie 

reakcyjnej wzbogaconej o 10mM MgCl B2B i 50µM ATP.  

 

4-5. Oznaczanie stężenia substancji reagujących z kwasem tiobarbiturowym 

(TBARS) 

 

Poziom dialdehydu malonowego i innych produktów wolnorodnikowego 

uszkodzenia lipidów reagujących z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) 

mierzony był wg Asakawy i Matsushite [1980]. Dialdehyd malonowy, który w 

materiale biologicznym istnieje głównie w postaci pochodnych jest 

przeprowadzany do postaci wolnej poprzez ogrzewanie w 100 P

0
PC w niskim pH. 

Tak otrzymany MDA reaguje z dodanym do środowiska inkubacyjnego kwasem 

tiobarbiturowym tworząc kompleks o maksimum absorpcji w 532-535 nm.  

Po wytrąceniu białka homogenatu 1 ml 30% kwasu trójchlorooctowego i 

krótkiej homogenizacji w homogenizatorze szklanym, dodawano 0,1 ml 5M 

HCl, wirowano 3000 rpm przez 10 minut i do nadsączu dodawano 1 ml 0,75% 

kwasu tiobarbiturowego w 0,1M NaOH, następnie ogrzewano preparat w 100 P

0
PC 
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przez 15 minut i mierzono absorpcję nadsączu przy długości fali 535 nm. 

Odczyt prowadzono względem próby ślepej odczynnikowej. Poziom TBARS w 

próbach przeliczano z krzywej standardowej MDA.  

 

Badanie wpływu zewnątrzkomórkowej obecności peptydu 25-35 amyloidu β na 

poziom uszkodzenia wolnorodnikowego lipidów 

150 μl skrawków otrzymanych w sposób opisany wcześniej dopełniano tym 

samym buforem do końcowej objętości 1 ml, stabilizowano 30 minut w 37P

0
PC i 

inkubowano z 25 μmol/l peptydem Aβ B25-35B 60 minut w 37 P

0
PC, następnie 

wykonywano pomiar stężenia substancji reagujących z kwasem 

tiobarbiturowym (TBARS).  

 

4-6. Pomiar zawartości białka w preparatach 

 

Poziom białka oznaczano według Lowry`ego w spektrofotometrze Shimadzu 

przy długości fali 655 nm. Jako standardy stosowano wolną od kwasów 

tłuszczowych albuminę z surowicy wołu w zakresie stężeń do 10mg/ml.  

 

55..  OOpprraaccoowwaanniiee  ssttaattyyssttyycczznnee  wwyynniikkóóww..    
 

Wyniki wyrażane były w wartościach bezwzględnych lub jako % wartości 

kontrolnej. Podane wartości są średnią z minimum trzech doświadczeń każde w 

trzech powtórzeniach (o ile nie podano inaczej) ± średni błąd standardowy 

(SEM). Znamienność statystyczną różnic oceniano przy użyciu testu t Studenta 

lub analizą wariancji (ANOVA) z użyciem testu post-hoc Newmana-Keulsa. Za 

znamienne statystycznie uznawano wyniki przy poziomie istotności p<0,05.  
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WWYYNNIIKKII..    

 

11..  WWppłłyyww  ssttaarrzzeenniiaa  nnaa  eekksspprreessjjęę  ii  aakkttyywwnnoośśćć  iizzooffoorrmm  NNOOSS..    
 

Aktywność syntaz tlenku azotu badano metodą radioizotopową po podaniu 

substratu [P

14
PC] L-argininy w homogenatach, frakcji cytozolowej i błonowej. 

Badania prowadzono w hipokampie, korze mózgu i móżdżku szczurów rasy 

Wistar dorosłych, dorosłych starych i starych (odpowiednio 3-4, 14, i 24-27 

miesięcy). Stwierdzono, że aktywność enzymu oznaczana w obecności jonów 

wapnia i kalmoduliny była wzbogacona we frakcji cytozolowej w stosunku do 

homogenatu ok. 3,3-3,6-krotnie. Najwyższą aktywność obserwowano w 

móżdżku (p<0,01 względem wartości uzyskanych w hipokampie i w korze 

mózgu, zarówno dla frakcji cytozolowej jak homogenatu). Aktywność 

specyficzna we frakcji błon była niższa niż w homogenacie.  

Zaobserwowano wzrost aktywności całkowitej syntaz tlenku azotu w móżdżku 

starczym w porównaniu z dojrzałym. Wzrost ten był znamienny statystycznie w 

cytozolu (148% poziomu kontrolnego). W hipokampie i korze mózgu nie 

stwierdzono statystycznie znamiennych zmian, chociaż w tkankach starczych 

dała się zaobserwować tendencja wzrostowa.  
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Ryc. 8.  

Aktywność podstawowa NOS w hipokampie w procesie starzenia. Wyniki są 

średnią z 3-6 doświadczeń w 3 powtórzeniach ±S.E.M. z wyjątkiem zwierząt 14-

miesięcznych, gdzie są średnią z 2 doświadczeń prowadzonych w 3 

powtórzeniach.  
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Ryc. 9.  

Aktywność podstawowa NOS w korze mózgu. Wyniki są średnią z 3-7 

doświadczeń w 3 powtórzeniach ±S.E.M. z wyjątkiem zwierząt 14-

miesięcznych, gdzie są średnią z 2 doświadczeń prowadzonych w 3 

powtórzeniach.  
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Ryc. 10.  

Zmiany aktywności podstawowej NOS w móżdżku. Wyniki są średnią z 3-8 

doświadczeń ± S.E.M. w 3 powtórzeniach z wyjątkiem zwierząt 14-

miesięcznych, gdzie są średnią z 2 doświadczeń.  

* p<0,05, ANOVA z testem post-hoc Newmanna-Keulsa.  
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Badanie poziomu mRNA dla izoformy neuronalnej NOS metodą RT-PCR 

wykazało znaczący spadek mRNA nNOS w starczym hipokampie do 17% 

kontroli, natomiast w innych badanych częściach mózgu poziom mRNA był 

nieznamiennie niższy. Wyniki wskazują na obniżenie ekspresji izoformy 

neuronalnej na poziomie mRNA i wzrost aktywności specyficznej. Stosunek 

aktywności NOS do poziomu mRNA nNOS był wysoce znamiennie 

podwyższony w starczym hipokampie i móżdżku, odpowiednio 7- i 2-krotnie. 

W wieku 14 miesięcy stosunek ten był nie zmieniony względem kontroli.  

 

 

 

 
Miesiące        14    4        14    4      14      4               14    4       14    4        14    4  

 
Miesiące        24    4        24    4      24      4               24    4       24    4        24    4  
                     hipokamp móżdżek      kora               hipokamp   móżdżek       kora  

             P

_______________
PnNOS P

_______________
P    P

______________
PGAPDHP

______________
P
 

 

Ryc. 11.  

Zmiany poziomu mRNA nNOS w hipokampie, korze i móżdżku dojrzałym, 14-

miesięcznym i starczym. Pokazano wynik przykładowego doświadczenia.  
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Ryc. 12.  

Zmiany poziomu mRNA nNOS w hipokampie, korze i móżdżku dojrzałym, 14-

miesięcznym i starczym. Wyniki są średnią z 3 doświadczeń ±S.E.M.  

* p<0,05, ANOVA z testem post-hoc Newmanna-Keulsa.  
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Ryc. 13.  

Aktywność podstawowa izoform NOS w korze mózgu dojrzałego (A) i 

starczego (B). Wyniki sa średnią z 3-4 doświadczeń ± S.E.M. w 3 

powtórzeniach (7-Ni-A, B), 2 doświadczeń ± S.E.M. w 3 powtórzeniach (-CaP

2+
P, 

CaM-A) lub pochodzą z przykładowego doświadczenia w 3 powtórzeniach.  

nw – niewykrywalne.  
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Ryc. 14.  

Stosunek aktywności podstawowej NOS do poziomu mRNA nNOS w 

hipokampie.  

* p<0,05, ANOVA z testem post-hoc Newmanna-Keulsa.  
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Ryc. 15.  

Stosunek aktywności podstawowej NOS do poziomu mRNA nNOS w korze 

mózgu.  
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Ryc. 16.  

Stosunek aktywności podstawowej NOS do poziomu mRNA nNOS w móżdżku.  

* p<0,05, ANOVA z testem post-hoc Newmanna-Keulsa.  
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Pomiary aktywności NOS przy użyciu radioaktywnego substratu-argininy w 

obecności 7-nitroindazolu, inhibitora NOS wykazującego preferencję względem 

nNOS wskazują na 38-45% udział eNOS w całkowitej syntezie tlenku azotu w 

hipokampie, korze i móżdżku. W częściach mózgu starczego był on niższy i 

wynosił 26-33% całkowitej syntezy NO. Również aktywność bezwzględna 

eNOS była niższa we wszystkich badanych częściach mózgu, przy czym spadek 

ten osiągnął znamienność statystyczną wyłącznie w starczym móżdżku (58% 

kontroli).  
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Ryc. 17. Zmiany udziału izoformy śródbłonkowej w całkowitej aktywności 

podstawowej NOS w poszczególnych częściach starczego mózgu. Wyniki są 

średnią z 3-5 doświadczeń w 3 powtórzeniach ± S.E.M..  

* p<0,05, test t  Studenta.  
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Ryc. 18.  

Zmiany aktywności podstawowej eNOS w poszczególnych częściach starczego 

mózgu. Wyniki są średnią z 3-5 doświadczeń w 3 powtórzeniach ± S.E.M. 

* p<0,05, test t Studenta.  
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Badanie poziomu mRNA indukowalnej izoformy NOS metodą RT-PCR dało 

wynik negatywny (wyniki nie pokazywane). Pomiary syntezy NO w 

nieobecności kalmoduliny i jonów wapnia lub w obecności inhibitora obu 

izoform konstytutywnych enzymu, 100µM N-Nitro-L-Argininy, nie wykazały 

aktywności iNOS w hipokampie, korze i móżdżku. Aktywność ta była 

niewykrywalna zarówno w dojrzałym jak i starczym mózgu.  

Wpływ kinaz i fosfataz białkowych na aktywność konstytutywną NOS badano 

podając inhibitory kinaz H-7, H-8 i H-9 oraz inhibitory fosfataz: ortowanadzian 

sodu i cyklosporynę. W badaniach prowadzonych w zakładzie stwierdzono 15-

20% znamienne zmiany konstytutywnej aktywności NOS w obecności tych 

inhibitorów w poszczególnych częściach mózgu dojrzałego [Jesko i wsp., 2003]. 

W mózgu starczym w obecności inhibitorów kinaz i fosfataz autor niniejszej 

pracy zaobserwował niższe, nieznamienne zmiany (wyniki nie prezentowane).  
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22..  PPoozziioomm  uusszzkkooddzzeenniiaa  wwoollnnoorrooddnniikkoowweeggoo  sskkłłaaddnniikkóóww  bbłłoonn  kkoommóórrkkoowwyycchh  
oorraazz  aakkttyywwaaccjjaa  cczzyynnnniikkaa  ttrraannsskkrryyppccyyjjnneeggoo  NNFF--κκBB..    
  

Badanie poziomu podstawowego TBARS w różnych częściach mózgu 

dojrzałego i starczego nie wykazały statystycznie znamiennych różnic między 

tkanką dojrzałą i starczą. Natomiast w obecności jonów żelaza obserwowano 

statystycznie znamienne aczkolwiek niewielkie obniżenie poziomu TBARS w 

porównaniu z odpowiednimi częściami mózgu dojrzałego (wykresy 19, 20 i 21). 

Podanie NNLA nie miało wpływu na poziom TBARS w móżdżku dojrzałym ani 

starczym (odp. 100% i 98% wartości kontrolnej). Tempol zmniejszał poziom 

TBARS o ok. 50% w móżdżku dojrzałym i starczym, co świadczy o istotnej roli 

OB2PB

.-
P w peroksydacji lipidów (wyniki nie prezentowane). W celu określenia 

zdolności prooksydacyjnej poszczególnych części mózgu przeprowadzono 

pomiary akumulacji TBARS po 15 i 60 min. inkubacji in vitro. W hipokampie 

po 60 min. stwierdzono akumulację półtorakrotnie wyższą niż w móżdżku i 

trzykrotnie wyższą niż w korze mózgu. Wiek nie miał znamiennego wpływu na 

wzrost TBARS w żadnej z części mózgu. Podanie inhibitorów NOS, N-nitro-L-

argininy lub 7-Nitroindazolu nie miało wpływu na akumulację TBARS.  

 

Wiek [miesiące]  Akumulacja TBARS [nmol/mg białka]  
 Hipokamp  Kora mózgu  Móżdżek  

3-4  1,04±0,59 (n=5)  0,28±0,09 (n=5)  0,63±0,37 (n=5)  
14  0,85±0,51 (n=4)  0,43±0,35 (n=4)  0,71±0,34 (n=4)  

24-27  1,00±0,55 (n=3)  0,33±0,08 (n=3)  0,41±0,05 (n=5)  
 

Tabela 1.  

Akumulacja in vitro substancji reagujących z kwasem tiobarbiturowym 

(TBARS) w poszczególnych częściach starzejącego się mózgu w wyniku 60-

minutowej inkubacji. Wyniki sa średnią z 3-5 doświadczeń w 3 powtórzeniach ± 

S.E.M.  
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Ryc. 19.  

Akumulacja in vitro substancji reagujących z kwasem tiobarbiturowym 

(TBARS) w dojrzałym i starczym hipokampie w wyniku 15-minutowej 

inkubacji. Wyniki są średnią z 3-4 doświadczeń w 3 powtórzeniach ± S.E.M.  

* p<0,05, ANOVA z  testem post-hoc Newmana-Keulsa.  
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Ryc. 20.  

Akumulacja in vitro substancji reagujących z kwasem tiobarbiturowym 

(TBARS) w korze mózgu dojrzałego i starczego w wyniku 15-minutowej 

inkubacji. Wyniki są średnią z 3-4 doświadczeń w 3 powtórzeniach ± S.E.M.  

* p<0,05, ANOVA z testem post-hoc Newmanna-Keulsa.  
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Ryc. 21.  

Akumulacja in vitro substancji reagujących z kwasem tiobarbiturowym 

(TBARS) w dojrzałym i starczym móżdżku w wyniku 15-minutowej inkubacji. 

Wyniki są średnią z 3-4 doświadczeń w 3 powtórzeniach ± S.E.M.  

* p<0,05, ANOVA z testem post-hoc Newmanna-Keulsa.  

http://rcin.org.pl



 84

 

 

 

 

 

 

 

 

  Akumulacja TBARS [nmol/mg białka] 
Warunki dośw.  Związki  Kora starcza  Móżdżek starczy  
0  0,94 ±0,28 1,15 ±0,30 
15min. ink.  Kontrola  1,34 ±0,37 2,01 ±0,08 
15min. ink.  NNLA  1,37 ±0,38 1,97 ±0,24 
15min. ink.  7-Ni  1,34 ±0,37 2,14 ±0,07 
 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2.  

Wpływ tempolu oraz inhibitorów konstytutywnych izoform syntazy tlenku azotu 

na poziom substancji reagujących z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) w 

móżdżku i korze mózgu starczego. Wyniki są średnią z 3 doświadczeń w 3 

powtórzeniach ± S.E.M.  
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Ryc. 22.  

Poziom białka NF-κB p65 we frakcji jądrowej części mózgu dojrzałego i 

starczego oznaczony metodą Western blot. Wartości są średnią z 4 doświadczeń 

±SEM.  

P

#
P p<0,06 w stosunku do dorosłych, test t Studenta.  
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33..  WWppłłyyww  ssttaarrzzeenniiaa  nnaa  eekksspprreessjjęę  oorraazz  aakkttyywwnnoośśćć  PPAARRPP--11..    
 

Pomiary konstytutywnej aktywności PARP-1 w częściach mózgu dojrzałego i 

starczego prowadzono metodą radiochemiczną mierząc włączanie poli(ADP-

rybozy) do białek jądrowych przy użyciu radioaktywnego substratu [Ade-UP

14
PC] 

NAD. W mózgach dojrzałych stwierdzono znamiennie (p<0,01) wyższą 

aktywność PARP-1 w móżdżku w porównaniu z hipokampem i korą mózgu, co 

może być odbiciem wyższej syntezy NO we frakcji cytozolowej móżdżku. 

Wykazano znamienny statystycznie wzrost aktywności enzymu w starczym 

hipokampie o 52% i korze mózgu o 64% w porównaniu do tkanki dojrzałej. W 

móżdżku zaobserwowano nieznamienną tendencję wzrostową.  
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Ryc. 23. Aktywność podstawowa PARP-1 w poszczególnych częściach 

starzejącego się mózgu. Wyniki są średnią z 3-5 doświadczeń w 3 

powtórzeniach ± S.E.M.. * p<0,05, test t Studenta. ^ p<0,01 względem 

dojrzałego hipokampa i kory, test t Studenta.  
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We wszystkich badanych częściach mózgu dojrzałego poziom białka PARP-1 

osiągał zbliżone wartości. Poziom białka PARP-1 nie wykazał znaczących 

zmian w tkance starczej.  
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Ryc. 24. Poziom białka PARP-1 w poszczególnych częściach mózgu starczego. 

Badania prowadzono metodą immunochemiczną (Western-blot). Wyniki są 

średnią z 3 doświadczeń ±S.E.M..  
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Ryc. 25. Wpływ aktywacji receptora NMDA na aktywność PARP-1 w 

hipokampie dojrzałym mierzoną metodą radioizotopową. Wyniki są średnią z 4 

doświadczeń ±S.E.M. (NMDA), 3 doświadczeń (NMDA+Glicyna), 2 

doświadczeń (NMDA+MK-801, NMDA+NNLA) lub są wynikiem 

przykładowego doświadczenia w 3 powtórzeniach (NMDA+spermina, 

Glutaminian, Glutaminian+glicyna).  

* p<0,05, test t Studenta.  
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Ryc. 26. Wpływ peptydu Amyloidu β 25-35 i aktywacji receptora NMDA na 

aktywność PARP w hipokampie dojrzałym mierzoną metodą radioizotopową. 

Wyniki są średnią z 4 doświadczeń ±S.E.M. (NMDA).  

* p<0,05, test t Studenta.  
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Wzrost aktywności PARP obserwowano wyłącznie w tkance dojrzałej po 

podaniu NMDA lub neurotoksycznego fragmentu peptydu amyloidu β 

(odpowiednio o 72 i 87%).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc. 27. Wpływ aktywacji receptora NMDA (A) i wpływ podania Amyloidu β 

(B) na aktywność PARP-1 w hipokampie dojrzałym i starczym mierzoną metodą 

radioizotopową. Wyniki są średnią z 3-7 doświadczeń ±S.E.M..  

* p<0,01, test t Studenta.  
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Aktywność PARP-1 w dojrzałym i starczym hipokampie badano w warunkach 

stresu oksydacyjnego wywołanego podaniem FeP

2+
P i askorbinianu oraz związku 

alkilującegoMNNG. W tkance dojrzałej zaobserwowano wzrost aktywności 

PARP o 57% po podaniu żelaza i askorbinianu i o 158% po podaniu MNNG. W 

tkance starczej nie zaobserwowano zmian aktywności enzymu po podaniu 

wymienionych związków.  

 

 
 
 

Wpływ stresu wolnorodnikowego wywołanego podaniem żelaza i askorbinianu 

(A) i wpływ podania związku uszkadzającego DNA MNNG (B) na aktywność 

PARP w hipokampie dojrzałym i starczym mierzoną, odpowiednio, metodą 

radioizotopową i Western-blotem. Wyniki są średnią z 3-4 doświadczeń 

±S.E.M..  

* p<0,02, test t Studenta.  
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Ryc. 29. Aktywność PARP w dojrzałym i starczym hipokampie w obecności 

inhibitorów kinaz i fosfataz białkowych. Wyniki są średnią z 3 (1μM 

GF109203X w tkance dojrzałej), lub 2 (10μM GF109203X w tkance dojrzałej) 

doświadczeń w 3 powtórzeniach lub reprezentują przykładowe doświadczenie w 

3 powtórzeniach.  
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DDYYSSKKUUSSJJAA..  
 

Uszkodzenie wolnorodnikowe należy do najczęściej rozpatrywanych 

potencjalnych przyczyn starzenia organizmów. Sformułowane w połowie lat 50. 

XX wieku teorie doczekały się silnego poparcia doświadczalnego. Stwierdzono, 

że wolne rodniki mogą uszkadzać wszystkie typy makromolekuł: DNA, lipidy i 

białka. Zaobserwowano korelację wydajności systemów obrony przed 

uszkodzeniem z długowiecznością, a manipulacje genetyczne powodujące 

wzrost ekspresji enzymów antyoksydacyjnych wydłużają życie organizmów 

modelowych. Istnieje bogata literatura dotycząca zmian poziomu wolnych 

rodników w procesie starzenia. Istotną rolę w modulacji stężenia wolnych 

rodników odgrywa syntaza tlenku azotu (NOS). Poszczególne izoformy tego 

enzymu zaangażowane są zarówno w fizjologiczne procesy komunikacji 

wewnątrz- i międzykomórkowej, jak w reakcje odpornościowe. Nadmierna 

aktywacja NOS może prowadzić do aktywacji stresu wolnorodnikowego i 

uszkodzenia DNA, białek i lipidów w sytuacjach patologicznych.  

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki wskazują na wzrost podstawowej 

aktywności syntazy tlenku azotu w badanych częściach starczego mózgu w 

porównaniu z tkanką dojrzałą, statystycznie znamienny w móżdżku. W 

pozostałych częściach mózgu stwierdzono nieznamienną tendencję wzrostową. 

U zwierząt dorosłych starych, w wieku 12-14 miesięcy, nie stwierdzono zmian 

aktywności NOS. W związku z tym w późniejszych badaniach skupiono się na 

analizie materiału uzyskanego ze zwierząt starych.  

Oznaczenia syntezy tlenku azotu w nieobecności wapnia i kalmoduliny lub w 

obecności N-nitro-L-argininy, inhibitora konstytutywnych izoform NOS nie 

wykazały aktywności indukowalnej izoformy enzymu w mózgu dojrzałym ani 

starczym. Również próby wykrycia mRNA iNOS za pomocą RT-PCR dały 

wynik negatywny. Wyniki te wskazują, że postulowana przez McCanna 
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[McCann, 1997; McCann i wsp., 1998] rola iNOS w starzeniu ośrodkowego 

układu nerwowego może nie odnosić się do procesu fizjologicznego starzenia 

per se, lecz ew. do towarzyszących mu często patologii. Law i wsp. [2002] 

obserwowali podwyższoną ekspresję iNOS u starych szczurów Long-Evans, 

natomiast Liu i wsp. [2004] nie stwierdzili ekspresji ani aktywności iNOS. Ta 

rozbieżność wyników sugeruje zależność ekspresji iNOS od rasy i/lub stanu 

zwierząt oraz warunków hodowli  [Jesko i wsp., 2003].  

W celu oceny udziału izoformy śródbłonkowej w całkowitej aktywności NOS 

wykonano pomiary syntezy NO w obecności 7-Nitroindazolu, inhibitora 

wykazującego preferencyjne działanie względem nNOS. Zaobserwowano 

spadek niewrażliwej na 7-Ni aktywności NOS w móżdżku i nieznamienną 

tendencje spadkową w hipokampie oraz korze mózgu. Można przypuszczać, że 

znaczny wzrost mRNA eNOS [Strosznajder i wsp., 2004] może być adaptacyjną 

reakcją starzejącego się móżdżku na obniżenie aktywności tej izoformy. 

Podwyższenie poziomu mRNA nie prowadzi do zmian ekspresji białka, co 

sugeruje zaburzenia na etapie translacji [Strosznajder i wsp., 2004]. Pomimo nie 

zmienionego poziomu białka synteza NO niewrażliwa na 7-Ni była niższa w 

móżdżku starczym niż dorosłym Sugeruje to zmianę aktywności specyficznej 

eNOS z wiekiem. Może ona być wywołana przez związane ze stresem 

oksydacyjnym obniżenie jakości białka lub modyfikacje posttranslacyjne 

enzymu. Wpływ modyfikacji posttranslacyjnych na aktywność NOS w starzeniu 

był obserwowany przez wielu autorów [Fulton i wsp., 1999; La Porta i Comolli, 

1999; Smith i Hagen, 2003]. Badania wykazały, że fosforylacja przez Akt 

(kinazę białkową B) na serynie 1179 aktywuje eNOS [Fulton i wsp., 1999]. 

Wiadomo, że w starzeniu spada aktywność licznych kinaz, w tym PKA, PKC i 

PKG, natomiast aktywność fosfataz wzrasta [Foster i wsp., 2001; Norris i wsp., 

1998; Pascale i wsp., 1998]. Aktywność Akt/PKB i poziom ufosforylowania 

eNOS jest obniżony w starczych naczyniach krwionośnych [Smith i Hagen, 
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2003]. Możliwe jest, że podobny spadek aktywności Akt lub innej kinazy może 

być odpowiedzialny za obniżenie aktywności specyficznej eNOS w starczym 

mózgu.  

Liu i wsp. [2003] wykazali obniżenie białka eNOS w zakręcie zębatym 

hipokampa, natomiast uwalnianie NO było wyższe. Ten sam zespół 

zaobserwował wzrost syntezy NO w korze przedczołowej starych szczurów [Liu 

i wsp., 2004] przy nie zmienionej ekspresji białka nNOS i eNOS, co 

koresponduje z wynikami własnymi.  

Mając na uwadze dane dotyczące znaczenia eNOS w plastyczności neuronalnej 

obniżenie jej aktywności w móżdżku może w istotny sposób wpływać na 

funkcjonowanie starczego mózgu. [Doreulee i wsp., 2003; Haul i wsp., 1999; 

Rickard i wsp., 1999] Móżdżek, który, jak pierwotnie uważano, wykazuje 

jedynie plastyczność związaną z uczeniem zadań ruchowych [Augustin i wsp., 

2001], bierze również udział w klasycznym warunkowaniu i rozpoznawaniu 

mowy [Bracha i wsp., 2000; Mathiak i wsp., 2004]. Ponadto badania 

mechanizmów działania NO wykazały, że wpływa on na aktywność czynnika 

transkrypcyjnego CREB i ekspresję antyapoptotycznego białka Bcl-2 [Ciani i 

wsp., 2002]. Ekspresja c-fos i jun B wzrasta w odpowiedzi na aktywację 

zależnego od NO szlaku sygnalizacji cGMP [Haby i wsp., 1994]. Powyższe 

dane oraz wyniki Chalimoniuk i Strosznajder [1998a] wykazujące wzrost 

aktywności fosfodiesterazy cGMP w starczym mózgu prowadzący do 

znamiennego spadku stężenia cGMP, pomimo wzrostu aktywności cyklazy 

guanylanowej wskazują, że stwierdzone zmiany ekspresji i aktywności eNOS 

mogą znacząco wpływać na działanie ścieżek przekazywania sygnału w 

starczym mózgu.  

Malejący z wiekiem udział eNOS w rosnącej całkowitej syntezie NO dodatkowo 

wskazuje na wzrost aktywności nNOS w starczym mózgu. Pomiary mRNA tej 

izoformy wykazały jednak obniżenie ekspresji genu nNOS, co sugeruje 
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aktywację procesów kompensacyjnych, zabezpieczających mózg przed 

nadmierną aktywacją enzymu. Jednocześnie fakt iż wszystkie związki konieczne 

do zajścia reakcji podawano w optymalnej ilości w medium inkubacyjnym 

wskazuje, że za wzrost aktywności specyficznej nie jest odpowiedzialna 

dostępność substratu ani kofaktorów. W tej sytuacji najbardziej 

prawdopodobnym źródłem zmian aktywności wydaje się modyfikacja 

posttranslacyjna enzymu i/lub oddziaływania z innymi białkami. W pomiarach 

aktywności NOS w obecności inhibitorów najlepiej zbadanych kinaz i fosfataz 

białkowych, o których wiadomo, iż modyfikują NOS stwierdzono wcześniej 

niewielkie, 10-15% różnice w aktywności bazalnej, nie uzyskały one 

znamienności w tej serii badań. Fakt iż izoformy NOS są substratem dla całej 

gamy kinaz oraz innych enzymów modyfikujących białka wskazuje jednak, że 

nie można wykluczyć modyfikacji posttranslacyjnej jako źródła zmian 

aktywności nNOS w procesie starzenia.  

Dostępne dotychczas w literaturze dane na temat wpływu starzenia na nNOS 

oraz całkowitą syntezę tlenku azotu są sprzeczne. Blum-Degen i wsp. [1999] nie 

zaobserwowali zmian w poziomie białka i aktywności NOS w badanych 

częściach ludzkiego mózgu. Pomiary były jednak prowadzone na próbkach 

składowanych przez pewien czas w temperaturze –80 P

0
PC. Aktywność NOS w 

mózgu badana po odmrożeniu próbek ulega w takich warunkach zaburzeniu w 

stopniu zróżnicowanym zależnie od wieku [Jesko i wsp., 2003].  

W różnych rejonach kory mózgu starych szczurów Sprague-Dawley Cha i wsp. 

[1998] zaobserwowali 30-60% spadek ilości neuronów nNOS-

immunoreaktywnych. Ta sama grupa badawcza stwierdziła spadek 

immunoreaktywnośći nNOS w prążkowiu i substrantia innominata i wzrost w 

jądrze podwzgórzowym [Cha i wsp., 2000]. Spadek ilości neuronów 

wykazujących reakcje na NADPH diaforazę zaobserwowali również Yamada i 
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wsp. [1996]. Badania Yu i wsp. [2000] wykazały natomiast zależny od wieku 

spadek mRNA i białka nNOS w móżdżku.  

Wzrost aktywności NOS w starczym hipokampie, korze mózgu i w móżdżku 

stwierdzili natomiast La Porta i Comolli [1999]. Jednocześnie zaobserwowali 

oni wzrost mRNA zarówno dla iNOS jak nNOS w hipokampie dorosłych 

starych i starych szczurów Sprague-Dawley w porównaniu z dorosłymi. 

Indukcję iNOS obserwowano również w podwzgórzu starych szczurów Brown-

Norway [Vernet i wsp., 1998]. Badania Mollace i wsp. [1995] oraz Vallebuona i 

Raiteri [1995] wykazały natomiast spadek aktywności NOS w hipokampie. 

Przytoczone rozbieżne dane wskazują na znaczne zróżnicowanie zmian 

aktywności NOS i indukcji iNOS, zależne prawdopodobnie od szeregu 

czynników takich jak rasy zwierząt i warunków hodowli, metod izolacji i 

składowania materiału. W badaniach stresu wolnorodnikowego w procesie 

starzenia istnieje konieczność wykonywania pomiarów NOS dla każdego 

użytego modelu, gdyż dotychczasowe dane literaturowe nie dostarczają 

jednoznacznych podstaw do wnioskowania na temat kierunku związanych z 

wiekiem zmian NOS.  

W badaniach prowadzonych wcześniej w zakładzie zanotowano znamiennie 

wyższą aktywność NOS w hipokampie, korze mózgu i w móżdżku 

[Chalimoniuk i Strosznajder, 1998a]. Badania nad zależnymi od wieku 

zmianami aktywności NOS przeprowadzono wtedy na populacji zwierzat 

hodowanych bez bariery. Zwierzęta użyte do obecnych doświadczeń były 

utrzymywane za barierą i należały do kategorii SPF (specific pathogen free). 

Uzyskane wyniki sugerują, że zmiany warunków hodowli i stany zapalne oraz 

różnice żywienia zwierząt mogą wpływać na aktywność NOS w mózgu.  

 

Stres oksydacyjny, definiowany jako stan braku równowagi między produkcją i 

usuwaniem wolnych rodników [Sies, 1985] może być powodowany zarówno 
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wzmożonym powstawaniem ROS jak zaburzeniami enzymatycznych i 

nieenzymatycznych antyoksydantów. Zaobserwowano, że długowieczne gatunki 

ssaków wykazują stosunkowo wysoki poziom α-tokoferolu, karotenoidów i 

kwasu askorbinowego we krwi [Cutler, 1991]. Najwyższe stężenia 

antyoksydantów odnotowuje się u człowieka [Junqueira i wsp., 2004]. Dane 

uzyskane przez Trichopoulou i wsp. [1999] łączą długowieczność z wysokim 

poziomem przyswajanych antyoksydantów. Badania prowadzone u stulatków 

wykazały wyższy niż przeciętny poziom witamin A, C i E [Mecocci i wsp., 

2000; Paolisso i wsp. 1998].  

Procesowi starzenia często towarzyszy spadek poziomu antyoksydantów takich 

jak α-tokoferol i β-karoten [Junqueira i wsp., 2004]. Obserwowano związek 

pomiędzy osłabieniem procesów poznawczych a obniżeniem poziomu witaminy 

E, α-tokoferolu i karotenoidów [Berr i wsp., 2000; Schmidt i wsp., 1998]. Dane 

dostępne w literaturze na temat zmian poziomu niskocząsteczkowych zmiataczy 

wolnych rodników z wiekiem nie są jednak jednoznaczne [Junqueira i wsp., 

2004].  

Podobnie jak w przypadku związków niskocząsteczkowych, również poziom 

dysmutazy ponadtlenkowej jest u ludzi wyższy w porównaniu do innych 

gatunków ssaków [Cutler, 1991]. Ponadto wyższym poziomem peroksydazy 

glutationowej i Mn-SOD próbuje się tłumaczyć różnicę długości życia kobiet i 

mężczyzn [Borras i wsp., 2005]. Większość badaczy wskazuje na spadek 

poziomu SOD, katalazy i peroksydazy glutationowej w starzeniu mózgu i 

innych narządów zwierząt [Junqueira i wsp. 2004; Cand i Verdetti, 1989; 

Navarro i wsp., 2004]. U ludzi w większości obserwowano tendencję spadkową, 

choć wyniki nie są jednoznaczne [Junqueira i wsp., 2004a].  

Opisane osłabienie z wiekiem systemów obrony przed wolnymi rodnikami 

powinno skutkować wzrostem ich poziomu, a co za tym idzie, również 

uszkodzenia lipidów, białek i DNA.  
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Popularnymi markerami uszkodzenia lipidów są substancje reagujące z kwasem 

tiobarbiturowym (TBARS). Uzyskane wyniki wskazują, że podstawowy poziom 

TBARS mierzony w homogenatach poszczególnych części mózgów starczych 

nie zmieniał się z wiekiem i był porównywalny we wszystkich badanych 

częściach mózgu Podczas inkubacji zaobserwowano wyższą akumulację 

TBARS w hipokampie w porównaniu z korą mózgu i móżdżkiem. Wzrost 

poziomu utworzonych TBARS obserwowano zaróno w tkance dojrzałej jak 

starczej poddawanej dodatkowo inkubacji in vitro lub działaniu jonów FeP

2+
P. Na 

uwagę zasługuje fakt, że nie zaobserwowano znamiennych zmian poziomu 

TBARS po podaniu inhibitorów NOS: NNLA lub 7-Ni. Uzyskane wyniki 

wskazują na brak udziału obserwowanego w starczym móżdżku wzrostu 

uwalniania tlenku azotu i, ogólniej, na brak istotnego uszkodzenia lipidów 

błonowych w procesie starzenia. Inhibujący TBARS wpływ tempolu, mimetyka 

SOD wskazuje natomiast na udział rodnika hydroksylowego w procesie 

uszkodzeń komponenty lipidowej błon.  

Dane dostępne w literaturze są sprzeczne [Kristofikova i wsp., 1995]. Część 

autorów obserwowała wzrost z wiekiem poziomu TBARS i innych markerów 

wolnorodnikowego uszkodzenia [Fukui i wsp., 2001; Kasapoglu i Ozben, 2001; 

Navarro i Boveris, 2004; Savitha i wsp., 2005]. Wyniki są zależne od użytej 

tkanki, gatunku i rasy zwierząt. Junqueira i wsp. [2004] wykazali znamienny, 

20-45% wzrost TBARS u ludzi w wieku powyżej 50 lat, podobnie jak Cherubini 

i wsp. [2001]. Inne badania nie wykazały natomiast znaczących zmian poziomu 

dialdehydu malonowego z wiekiem [Block i wsp. 2003]. Niższy niż u starych 

ludzi poziom TBARS obserwowano u stulatków [Paolisso i wsp., 1998]. 

Dostępne dane sugerują, że choć nie zawsze udaje się zaobserwować związany z 

wiekiem wzrost TBARS i grup karbonylowych, to możliwy jest udział stale 

akumulującego się uszkodzenia wolnorodnikowego makromolekuł w procesie 

starzenia organizmów.  
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Istnienie stresu wolnorodnikowego (prawdopodobnie zbyt słabego aby 

uchwycić go metodą TBARS) sugeruje zwiększenie jądrowej puli czynnika 

transkrypcyjnego NF-κB w starczym hipokampie. W pozostałych częściach 

mózgu nie zaobserwowano znamiennych statystycznie różnic między tkanką 

dojrzałą i starczą. Zmiana ta nie koreluje więc ze wzorem zmian aktywności 

NOS, co również wskazuje na brak udziału tlenku azotu w wywoływaniu stresu 

oksydacyjnego w procesie starzenia. Jednocześnie fakt wyższej akumulacji 

TBARS in vitro oraz wyższego jądrowego poziomu NF-κB właśnie w tej 

strukturze sugeruje iż hipokamp jest wybiórczo wrażliwy na procesy 

wolnorodnikowe w przebiegu starzenia. Niższa tendencja prooksydacyjna 

sugeruje istnienie mechanizmów obronnych w mózgu starczym.  

Dane literaturowe opisujące wpływ starzenia na NF-κB wykazują pewną 

niejednoznaczność, jednak często powtarzającym się faktem jest wzrost 

poziomu i/lub aktywności tego czynnika transkrypcyjnego. Sanguino i wsp. 

[2006] stwierdził wybiórczy wzrost aktywności NF-κB w korze starych 

szczurów. Ivory i wsp. [2004] obserwował wysoki, jednak nie reagujący na 

bodźce stymulujące poziom NF-κB i IkBα we frakcji jądrowej obwodowych 

limfocytów osób starszych. Helenius i wsp. [1996] stwierdzili natomiast wzrost 

aktywności NF-κB w jądrach mysich miocytów serca przy jednoczesnym 

niewielkim wzroście jądrowego poziomu podjednostki NF-κB p50.  

Prowadzone w zakładzie badania metodą Western-blot nie wykazały 

wykrywalnego poziomu białka p53 w hipokampie dojrzałym i starczym jak 

również w pozostałych częściach mózgu [Strosznajder i wsp., 2005b]. 

Zaobserwowany wzrost mRNA p53 może sugerować iż w starczej tkance 

uruchamiane mogą być procesy adaptacyjne, wpływające na przeżywalność 

neuronów w zmienionym środowisku.  
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Jednym z najwcześniejszych i najczulszych wskaźników wolnorodnikowego 

uszkodzenia DNA jest wzrost aktywności PARP-1. Uzyskane wyniki wskazują 

na znamienny wzrost aktywności PARP-1 w starczym hipokampie i korze 

mózgu w porównaniu do tkanki dojrzałej. W móżdżku natomiast nie 

obserwowano znamiennych zmian. Podwyższony poziom wolnych rodników i 

uszkodzenia DNA obserwowany był w starzeniu przez [Ashok i wsp., 1998, 

Edris i wsp., 1994, Lu i wsp., 1999, Mecocci i wsp., 1993] Wzrost podstawowej 

aktywności PARP-1 stwierdzał Messripour i wsp.. [1994]. Badacze ci 

zaobserwowali wyższą aktywność i poziom białka PARP w komórkach 

neuronalnych i glejowych izolowanych z całego starczego mózgu. Dla 

wyjaśnienia przyczyn opisanych w niniejszej pracy zmian aktywności 

oznaczono poziom białka PARP-1 metodą Western-blot. Sygnał nie zmieniał się 

w starczym hipokampie, korze i móżdżku. Wskazuje to, że następuje 

jakościowa, nie zaś ilościowa zmiana na poziomie białka. Grube i Bürkle [1992] 

stwierdzili brak korelacji poziomu białka PARP z długością życia przy 

jednoczesnym silnym związku długości życia z aktywnością enzymu. Gatunki 

długożyjące wykazywały wyższą aktywność specyficzną.  

Dla lepszego zrozumienia wpływu starzenia na PARP-1 dokonano pomiaru 

aktywności enzymu stymulowanej stresem oksydacyjnym i genotoksycznym. 

Uzyskane wyniki wskazują na brak aktywacji enzymu w odpowiedzi na stres w 

mózgu starczym, co może mieć duże znaczenie zarówno dla procesów naprawy 

DNA jak przebiegu metabolizmu energetycznego. Aktywacja stresu 

wolnorodnikowego za pośrednictwem otwarcia kanałów NMDAr oraz podaniem 

amyloidu β jest procesem składającym się z wielu etapów, z których każdy-w 

tym właściwości receptora, skuteczność wewnątrzkomórkowych ścieżek 

sygnalizacyjnych-może podlegać modyfikującemu wpływowi starzenia 

niezależnie od samego badanego procesu aktywacji PARP-1. Ponadto sam 

PARP-1 jest elementem docelowym ścieżek sygnalizacyjnych aktywowanych 
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przez receptory błonowe, co dodatkowo utrudnia interpretację uzyskanych 

wyników. Obecnie wiadomo, że PARP-1 może odbierać informacje w układzie 

glutaminianergicznym i cholinergicznym [Homburg i wsp., 2000; Strosznajder i 

wsp., 2005a]. W prowadzonych badaniach użyto więc czynników bezpośrednio 

wywołujących stres oksydacyjny i genotoksyczny. Podanie FeCl B2B i askorbinianu 

miało na celu wywołanie stresu wolnorodnikowego. Obecność tych związków 

znacząco aktywowała PARP-1 w hipokampie dojrzałym. W starczym 

hipokampie aktywność enzymu nie różniła się znamiennie od aktywności 

kontrolnej. Przedłużający się stres oksydacyjny wywierał na PARP wpływ 

hamujący zarówno w hipokampie dojrzałym jak i starczym. Uszkodzenie DNA 

czynnikiem alkilującym MNNG, podobnie jak podanie żelaza, powodowało 

wzrost aktywności PARP-1 wyłącznie w hipokampie dojrzałym i nie miało 

wpływu na podwyższoną w porównaniu z dojrzałym aktywność enzymu. 

Uzyskane dane wskazują na obniżenie zdolności PARP-1 w starczym 

hipokampie do odpowiedzi na dodatkowy stres oksydacyjny i genotoksyczny.  

 

Jedną z potencjalnych przyczyn modyfikacji zachowania PARP-1 w starczym 

mózgu może być modyfikacja posttranslacyjna, względnie niekowalencyjne 

oddziaływanie ze specyficznymi białkami jądrowymi. Istnieje szereg danych 

wskazujących na oddziaływanie PARP-1 z kinazami. PARP-1 wiąże zależną od 

DNA kinazę białkową DNA-PK [Galande i Kohwi-Shigematsu, 2000] i jest 

przez nią fosforylowany, choć wpływ tej modyfikacji i samej asocjacji na jego 

aktywność jest niejasny [Ariumi i wsp., 1999]. Z drugiej strony poli(ADP-

rybozylacja) podjednostek DNA-PK modyfikuje jej aktywność [Li i wsp., 

2004]. PARP-1 jest także substratem kinazy białkowej C [Bauer i wsp., 1992]. 

W świetle powyższych danych zmiana stopnia ufosforylowania PARP-1 przez 

którąś z kinaz z wiekiem mogła wyjaśnić obserwowane zaburzenia aktywacji 

enzymu w starczym hipokampie. Badania aktywności PARP-1 w obecności 
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inhibitorów kinaz i fosfataz białkowych nie wykazały jednak ich wpływu. 

Wydaje się najbardziej prawdopodobne, że związane z procesem starzenia 

uszkodzenie DNA jest odpowiedzialne za aktywację PARP-1.  
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PPOODDSSUUMMOOWWAANNIIEE  WWYYNNIIKKÓÓWW  II  WWNNIIOOSSKKII..    
 

 

• Badania syntezy NO wykazały najwyższą aktywność cNOS w móżdżku 

dojrzałym. Znamiennie niższe, zbliżone wartości uzyskano w korze 

mózgu i hipokampie. Stwierdzono wzrost specyficznej aktywności cNOS 

w mózgu starczym, znamienny w móżdżku. Nie obserwowano indukcji 

iNOS zarówno w mózgu dojrzałym jak i starczym.  

Analiza aktywności i poziomu mRNA oraz danych dotyczących ekspresji 

białka nNOS wskazuje na udział mechanizmów regulacyjnych / 

adaptacyjnych zabezpieczających mózg starczy przed nadmiernymi 

zmianami aktywności nNOS.  

 

• Aktywność eNOS ulega obniżeniu we wszystkich badanych częściach 

mózgu starczego statystycznie znamiennemu w móżdżku. W świetle 

danych literaturowych może to mieć istotne znaczenie w zaburzeniach 

procesów poznawczych i regulacji krążenia w starczym mózgu.  

 

• Stwierdzono znamiennie wyższą akumulację produktów peroksydacji 

lipidów (TBARS) w hipokampie w porównaniu z innymi badanymi 

częściami mózgu. Badania peroksydacji lipidów wskazują na brak 

znamiennych różnic pomiędzy częściami mózgów starczych i dojrzałych. 

Wzrost translokacji p65 do frakcji jądrowej w starczym hipokampie nie 

koreluje ze zmianami uwalniania NO i jest prawdopodobnie związany z 

działaniem innych wolnych rodników, które biorą również udział w 

aktywacji PARP-1.  

 

http://rcin.org.pl



 105

• Obniżona aktywność prooksydacyjna lipidów w różnych częściach mózgu 

starczego w porównaniu z dojrzałym może wskazywać na istnienie 

mechanizmów obronnych w mózgach starczych lub na obniżenie stężenia 

wielonienasyconych kwasów tłuszczowych w lipidach błon.  

 

• Stwierdzona najwyższą aktywność PARP-1 w móżdżku w porównaniu z 

innymi badanymi częściami mózgu dojrzałego koreluje z najwyższą 

aktywnością cNOS.  

 

• Stwierdzono wzrost aktywności podstawowej PARP-1 bez zmian w 

poziomie białka enzymu w mózgach starczych w porównaniu z 

dojrzałymi. Statystycznie znamienny wzrost aktywności enzymu w 

hipokampie i korze mózgu spowodowany jest najprawdopodobniej 

większym uszkodzeniem DNA w mózgach starczych.  

 

• Wyniki badań in vitro wskazują, że stres oksydacyjny powoduje wzrost 

aktywności PARP-1 w hipokampie dojrzałym, natomiast pozostaje bez 

wpływu na podwyższoną już aktywność w tkance starczej. Brak 

odpowiedzi enzymu może chronić starczy hipokamp przed nadmierną 

aktywacją PARP-1, jednak równocześnie może ograniczać zdolność do 

naprawy DNA w warunkach zwiększonego stresu.  
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SSTTRREESSZZCCZZEENNIIEE..    

 

Akumulacja uszkodzeń DNA i innych makromolekuł przez wolne rodniki 

należy do najczęściej rozpatrywanych potencjalnych przyczyn starzenia. Do 

najważniejszych postulowanych czynników destrukcyjnych należą produkty 

reakcji tlenku azotu (NO) z innymi wolnymi rodnikami. Zaproponowana przez 

McCann`a [McCann, 1997; McCann i wsp., 1998] hipoteza starzenia zależnego 

od tlenku azotu postuluje centralną rolę syntaz NO (NOS) w związanym z 

wiekiem uszkodzeniu ośrodkowego układu nerwowego (OUN). Hipokamp i 

kora nowa, struktury kluczowe dla procesów uczenia, są selektywnie wrażliwe 

na wpływ starzenia.  

Proces starzenia zaburza funkcję licznych układów neuroprzekaźnikowych. W 

hipokampie i korze przedczołowej obserwuje się spadek stężenia glutaminianu. 

Zmiana poziomu receptorów NMDA (N-metylo-D-asparaginianu; NMDAr), 

kanałów wapniowych zaangażowanych w zjawiska plastyczności synaptycznej, 

jest jednym z najbardziej jednoznacznych przejawów starzenia układu 

glutaminianergicznego. Starzenie w zróżnicowanym stopniu wpływa na 

ekspresję poszczególnych podjednostek; zaburzenia najsilniej wyrażone są w 

hipokampie i prążkowiu. Prowadzi to do zmian zarówno jakościowych jak 

ilościowych w przekaźnictwie glutaminianergicznym, co uważane jest za 

potencjalną przyczynę występujących u starych zwierząt zaburzeń pamięci.  

Syntaza tlenku azotu (NOS) jest kluczowym odbiorcą sygnału wapniowego 

aktywowanego otwarciem kanału NMDAr i odgrywa znaczną rolę w zależnych 

od tego receptora zjawiskach plastyczności synaptycznej. W przekaźnictwie 

sygnału uczestniczy neuronalna izoforma NOS (nNOS), jednak nowe wyniki 

wskazują na znaczną rolę izoformy określanej jako śródbłonkowa (eNOS) w 

zjawiskach uczenia i pamięci.  
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Najlepiej poznanym receptorem tlenku azotu jest rozpuszczalna cyklaza 

guanylanowa (sGC), która katalizując reakcję powstawania cGMP reguluje 

aktywność m. in. kinazy białkowej G (PKG), kanałów jonowych bramkowanych 

cGMP i fosfodiesteraz cyklicznych nukleotydów.  

Sygnał glutaminianergiczny jest wygaszany m. in. przez inhibicję NOS na 

drodze fosforylacji. NOS jest substratem dla zależnej od CaP

2+
P i kalmoduliny 

(CaM) kinazy białkowej II. W regulacji nNOS uczestniczy także kinaza 

białkowa C (PKC), kinaza białkowa zależna od cAMP (PKA) i kinaza białkowa 

zależna od cGMP (PKG). Istotne znaczenie w aktywacji nNOS ma 

defosforylacja przez zależną od CaP

2+
P i CaM fosfatazę kalcyneurynę.  

Tlenek azotu reaguje z kationami metali przejściowych takimi jak FeP

2+
P 

hemoglobiny. NO trwale wiąże żelazo niektórych enzymów mitochondrialnych, 

co prowadzi do inhibicji oddychania. NO może również reagować z licznymi 

białkami prowadząc do zmian ich aktywności poprzez S-nitrozylację. Bardzo 

ważna jest reakcja NO z rodnikiem ponadtlenkowym, w wyniku czego 

dochodzić może do powstawania bardzo reaktywnego nadtlenoazotynu i 

aktywacji kaskady wolnorodnikowej.  

Zarówno fizjologiczna sygnalizacja NO jak również stres wolnorodnikowy 

wywołany jego nadmiernym uwalnianiem modulują aktywność czynnika 

transkrypcyjnego NF-κB. NF-kB reguluje ekspresję genów białek pro- i 

antyapoptotycznych oraz enzymów antyoksydacyjnych i wpływa przez to na 

ścieżki sygnalizacyjne decydujące o przeżyciu lub śmierci komórki, pośredniczy 

także w procesach zapalnych. NO może regulować NF-κB na kilka sposobów, 

zarówno modulując aktywność ścieżek położonych powyżej, jak hamując jego 

wiązanie do DNA poprzez S-nitrozylację. Do czynników transkrypcyjnych 

wrażliwych na wpływ NO należy także białko p53.  

Liczne dane literaturowe wskazują na istotne znaczenie NO w fizjologii 

ośrodkowego układu nerwowego. W procesach patologicznych bardzo ważna 
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jest interakcja NO z rodnikiem ponadtlenkowym i powstawanie 

nadtlenoazotynu. Udział NO w procesach starzenia i neurodegeneracji zależy od 

wielu czynników środowiskowych, stosunku stężeń NOP

.
P i OB2PB

.-
P, pH oraz stanu 

redoks komórek.  

Dotychczas istniejące dane na temat ekspresji i aktywności NOS w starczym 

układzie nerwowym są niespójne. Wysoka zmienność uzyskanych wyników 

dotyczących aktywności cNOS i ekspresji iNOS może zależeć od badanych 

części mózgu, rasy użytych zwierząt i warunków hodowli.  

Obserwowany w starzeniu i chorobach neurodegeneracyjnych wzrost 

uszkodzenia DNA wywołany działaniem wolnych rodników powoduje 

aktywację jądrowego enzymu polimerazy poli(ADP-rybozy)-1, PARP-1. Enzym 

ten reguluje kompleks naprawy jednoniciowych pęknięć DNA. Jego aktywacja 

jest najwcześniejszym sygnałem wskazującym na obecność przerw DNA. 

PARP-1 jest również zaangażowany w regulację struktury chromatyny, 

przebiegu cyklu komórkowego i regulację licznych czynników 

transkrypcyjnych. W ostatnich latach opublikowano wyniki wskazujące na 

znaczenie tego enzymu w procesach wewnątrzkomórkowego przekaźnictwa 

sygnału.  

Poli(ADP-rybozylacji) przez PARP-1 podlega ponad 40 białek jądrowych, w 

tym zależna od DNA kinaza białkowa (DNA-PK) uważana za czynnik 

konieczny do naprawy dwuniciowych pęknięć DNA oraz Ca P

2+
P, Mg P

2+
P-zalezna 

endonukleaza. Zarówno supresor nowotworów p53 jak i NF-κB oraz wiele 

innych białek ulegają poli(ADP-rybozylacji) oraz niekowalencyjnie asocjują z 

autopoli(ADP-rybozylowanym) PARP-1 za pośrednictwem motywu 

specyficznie wiążącego poli(ADP-rybozę). PARP-1 podlega natomiast 

modyfikacji posttranslacyjnej przez DNA-PK i kinazę białkową C (PKC). 

Opisane oddziaływania NF-κB z PARP-1 mogą mieć istotne znaczenie w 

mechanizmach stresu oksydacyjnego i starzenia. Wykazano iż doświadczalne 
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wyłączenie genu PARP-1 zapobiega aktywacji NF-κB i zmniejsza uszkodzenie 

tkanek. Ponadto w przypadku masowego uszkodzenia DNA PARP-1 zużywa 

komórkową pulę βNAD P

+
P, co może powodować spadek stężenia ATP 

zużywanego do resyntezy βNADP

+
P i nekrozę.  

PARP-1 w zależności od stopnia uszkodzenia DNA bierze udział w naprawie 

DNA lub odgrywa ważną rolę w procesach obumierania komórek. Jako taki 

stanowi atrakcyjny obiekt badań gerontologicznych. Dotychczas uzyskane 

wyniki są jednak niejednoznaczne. Stwierdzono, że maksymalna aktywność 

PARP koreluje ze średnią i maksymalną długością życia badanych gatunków 

ssaków. Podobne wnioski wysunięto na podstawie badań na ludzkich liniach 

komórkowych pobranych od osób długowiecznych.  

PARP-1 w ośrodkowym układzie nerwowym był dotychczas badany w 

oderwaniu od wielu wpływających na niego procesów. W prowadzonych 

pracach nie uwzględniono wpływu starzenia na aktywność i fosforylację PARP-

1 w poszczególnych częściach mózgu. Nie przeprowadzono też próby 

skorelowania zależnych od wieku zmian aktywności PARP-1 z aktywnością 

NOS. Ponadto nie analizowano wpływu stresu oksydacyjnego / 

genotoksycznego na odpowiedź PARP-1 w mózgach starczych. Obecne w 

literaturze dane nie pozwalają na ocenę w jakim stopniu zmiany podstawowej 

aktywności PARP-1 w mózgach starczych są spowodowane zmianami poziomu 

NO, jednego z podstawowych czynników mogących wpływać na przeżycie i 

funkcjonowanie neuronów.  

Celem niniejszej pracy była analiza aktywności i ekspresji poszczególnych 

izoform syntazy tlenku azotu w mózgu dojrzałym i starczym oraz zbadanie 

udziału NO w towarzyszącym starzeniu mózgu stresie oksydacyjnym i w 

aktywności polimerazy poli(ADP-rybozy). Badania prowadzono w hipokampie, 

korze mózgu oraz móżdżku zwierząt dorosłych, dorosłych starych i starych 

(odpowiednio 3-4, 14- i 24-miesięcznych) samców szczurów rasy Wistar 

http://rcin.org.pl



 110

wolnych od patogenów (SPF). Używano skrawki, homogenaty oraz frakcje 

podkomórkowe: jądrową i cytozolową. Ekspresję izoform NOS i PARP-1 

badano przy użyciu RT-PCR oraz Western-blot. Translokację podjednostki p65 

czynnika transkrypcyjnego NF-κB, do jądra komórkowego mierzono metodą 

Western blot. Wolnorodnikowe uszkodzenie lipidów określano mierząc poziom 

substancji reagujących z kwasem tiobarbiturowym (TBARS). Aktywność 

enzymów oznaczano metodami radiochemicznymi przy użyciu znakowanych 

izotopowo substratów. Analizę udziału poszczególnych izoform NOS w 

aktywności całkowitej prowadzono przy użyciu inhibitorów poszczególnych 

izoform oraz modyfikując skład środowiska reakcyjnego. Odpowiedź PARP-1 

na czynniki stresowe oznaczano przy użyciu związków wywołujących stres 

wolnorodnikowy (aktywacja receptora NMDA, podanie zewnątrzkomórkowych 

agregowanych peptydów amyloidu β oraz żelaza i askorbinianu) Pomiar wpływu 

kinaz białkowych na aktywność PARP-1 wykonano podając odpowiednie 

inhibitory.  

 

Stwierdzono, że całkowita aktywność NOS jest najwyższa w móżdżku. 

Zaobserwowano statystycznie znamienny wzrost w móżdżku starczym. Pomiary 

wykonane metodą RT-PCR wykazały znaczący spadek mRNA nNOS w 

starczym hipokampie, natomiast w innych badanych częściach mózgu poziom 

mRNA był nieznamiennie niższy. Stosunek aktywności NOS do poziomu 

mRNA nNOS był wysoce znamiennie podwyższony w starczym hipokampie i 

móżdżku, odpowiednio 7- i 2-krotnie. W wieku 14 miesięcy stosunek ten był nie 

zmieniony względem kontroli. Pomiary w obecności N-nitro-L-argininy 

(NNLA), inhibitora o dużej preferencji dla izoform konstytutywnych, oraz 

prowadzone w środowisku pozbawionym jonów wapnia i kalmoduliny nie 

wskazują na obecność aktywności iNOS zarówno w częściach mózgu dojrzałego 

jak i starczego. Oznaczenia mRNA tej izoformy dały wynik negatywny. Badania 
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przy użyciu 7-nitroindazolu (7-Ni), inhibitora NOS wykazującego preferencję 

względem nNOS wskazują na 38-45% udział eNOS w całkowitej syntezie 

tlenku azotu w hipokampie, korze i móżdżku. W częściach mózgu starczego był 

on niższy i wynosił 26-33% całkowitej syntezy NO. Również aktywność 

bezwzględna eNOS była niższa we wszystkich badanych częściach mózgu 

starczego w porównaniu z dojrzałym, przy czym spadek ten osiągnął 

znamienność statystyczną wyłącznie w starczym móżdżku. Podsumowując tę 

część badań należy uznać, że uzyskane wyniki wskazują na wzrost aktywności 

specyficznej nNOS w mózgach starczych. Najbardziej prawdopodobnym 

źródłem zmian aktywności nNOS wydaje się modyfikacja posttranslacyjna 

enzymu. W pomiarach aktywności NOS w obecności inhibitorów kinaz 

białkowych A, C i G stwierdzano wcześniej niewielkie, 10-15% różnice w 

aktywności bazalnej, nie uzyskały one jednak znamienności w tej serii badań. 

Fakt iż izoformy NOS są substratem dla całej gamy kinaz wskazuje jednak, że 

nie można wykluczyć modyfikacji posttranslacyjnej jako przyczyny zmian 

aktywności nNOS w procesie starzenia.  

W kolejnych badaniach postanowiono ocenić, czy stwierdzony wzrost 

aktywności NOS może modyfikować zależne od wolnych rodników procesy 

peroksydacji lipidów. Poziom podstawowy substancji reagujących z kwaserm 

tiobarbiturowym (TBARS) w hipokampie, korze mózgu i móżdżku starczym nie 

zmieniał się w sposób statystycznie znaczący w porównaniu do odpowiednich 

części mózgu dojrzałego. Podanie NNLA nie miało wpływu na poziom TBARS, 

również w móżdżku dojrzałym i starczym, a więc w tej części mózgu, gdzie 

obserwowano statystycznie znamienny wzrost NO. Tempol, związek o 

właściwościach dysmutazy ponadtlenkowej zmniejszał natomiast istotnie 

poziom TBARS o ok. 50% w móżdżku dojrzałym i starczym. W celu określenia 

zdolności prooksydacyjnej poszczególnych części mózgu przeprowadzono 

pomiary akumulacji TBARS po 60 min. inkubacji in vitro. W hipokampie 

http://rcin.org.pl



 112

stwierdzono akumulację TBARS półtorakrotnie wyższą niż w móżdżku i 

trzykrotnie wyższą niż w korze mózgu. Wiek nie miał znamiennego wpływu na 

poziom wzrostu TBARS w żadnej z badanych części mózgu. Podanie 

inhibitorów NOS, N-nitro-L-argininy lub 7-Nitroindazolu nie miało również 

wpływu na poziom akumulacji TBARS. Inhibujący wpływ tempolu, mimetyka 

SOD na stężenie TBARS wskazuje natomiast na udział rodnika 

ponadtlenkowego w procesie uszkodzeń komponenty lipidowej błon. Istotny 

wzrost TBARS po reakcji Fentona (FeP

2+
P + askorninian) potwierdza z kolei 

istotną rolę rodnika hydroksylowego w aktywacji peroksydacji lipidów.  

Na istnienie w mózgach starczych podwyższonego stresu wolnorodnikowego, 

prawdopodobnie zbyt słabego aby uchwycić go metodą TBARS wskazuje 

natomiast fakt podwyższenia jądrowego poziomu p65, podjednostki czynnika 

transkrypcyjnego NF-κB. Wzrost poziomu białka p65 we frakcji jądrowej 

stwierdzano w hipokampie, nie korelowała więc z przestrzennym wzorem zmian 

aktywności NOS.  

Pomiary konstytutywnej aktywności PARP-1 w poszczególnych częściach 

mózgu dojrzałego i starczego wykazały znamiennie wyższą aktywność enzymu 

w móżdżku w porównaniu z hipokampem i korą mózgu. Może to być odbiciem 

wyższej syntezy NO we frakcji cytozolowej móżdżku i prawdopodobnie 

wyższego poziomu wolnorodnikowego uszkodzenia DNA. Wykazano 

znamienny statystycznie wzrost aktywności PARP-1 w starczym hipokampie i 

korze mózgu w porównaniu do tkanki dojrzałej. W móżdżku zaobserwowano 

nieznamienną tendencję wzrostową. Nie zanotowano znamiennych zmian 

poziomu białka PARP-1 w żadnej części starczego mózgu w porównaniu z 

dojrzałym.  

Podanie agonisty glutaminianergicznego receptora NMDA powodowało 

znamienną aktywację PARP-1 w hipokampie dojrzałym, częściowo wrażliwą na 

inhibitory nNOS. Aktywacja ta nie zachodziła w tkance starczej, gdzie poziom 
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aktywności PARP-1 w obecności NMDA pozostawał na uprzednio 

podwyższonym w procesie starzenia poziomie kontrolnym. W hipokampie 

starczym zaobserwowano również brak wzrostu aktywności PARP-1 na peptydy 

amyloidu β, które w tkance dojrzałej aktywują ten enzym. Dla sprawdzenia 

uzyskanych wyników przeprowadzono dodatkowe doświadczenia wywołując 

stres oksydacyjny podaniem jonów żelaza w obecności askorbinianu. Aktywacja 

PARP-1 w hipokampie dojrzałym osiągnęła znamienność statystyczną, 

natomiast w tkance starczej poli(ADP-rybozylacja) pozostawała na poziomie 

kontrolnym, znamiennie podwyższonym przez proces starzenia w w porównaniu 

do wartości kontrolnych w hipokampie dojrzałym.  

Jedną z potencjalnych przyczyn braku aktywacji PARP-1 w starczym mózgu 

może być modyfikacja posttranslacyjna. Istnieje szereg danych wskazujących na 

oddziaływanie PARP-1 z zależną od DNA kinazą białkową (DNA-PK) i PKC. 

W świetle powyższych danych zmiana stopnia ufosforylowania PARP-1 przez 

którąś z kinaz z wiekiem może wyjaśnić obserwowane zmiany odpowiedzi 

enzymu w starczym hipokampie. Badania aktywności PARP-1 w obecności 

inhibitorów kinaz i fosfataz białkowych nie wykazały jednak ich wpływu. 

Wydaje się najbardziej prawdopodobne, że związane z procesem starzenia 

uszkodzenie DNA jest odpowiedzialne za aktywację PARP-1. Prawdopodobnie 

osiąga on maksymalną aktywność stymulowany akumulującym się w procesie 

starzenia uszkodzeniem DNA i enzym nie jest zdolny do dalszej aktywacji. 

Należy podkreślić, że poziom aktywności podstawowej PARP-1 w hipokampie 

starczym osiągał wartości zbliżone do obserwowanych w mózgach dojrzałych w 

przypadku działania stresu oksydacyjnego wywołanego podaniem jonów żelaza 

i askorbinianu.  

Otrzymane wyniki wskazują na wzrost aktywności nNOS w mózgu starczym 

przy braku indukcji iNOS. Aktywność eNOS ulega obniżeniu, co w świetle 

danych literaturowych może mieć istotne znaczenie w zaburzeniach procesów 
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poznawczych i w zmianach regulacji krążenia w starczym mózgu. Badania 

wskazują, że NO nie wpływa na zależną od wolnych rodników peroksydację 

lipidów w mózgach dojrzałych ani starczych. Wzrost translokacji p65 do frakcji 

jądrowej w starczym hipokampie nie koreluje w prosty sposób ze zmianami 

uwalniania NO, ale świadczyć może o wzroście stresu oksydacyjnego, o czym 

świadczy aktywacja PARP-1. Stwierdzono wzrost aktywności podstawowej 

PARP-1 bez zmian w poziomie białka enzymu w mózgach starczych w 

porównaniu z dojrzałymi, statystycznie znamienny w hipokampie i korze 

mózgu, spowodowany najprawdopodobniej większym wolnorodnikowym 

uszkodzeniem DNA w mózgach starczych. Wyniki badań in vitro wskazują, że 

stres oksydacyjny powoduje wzrost aktywności PARP-1 w hipokampie 

dojrzałym, natomiast pozostaje bez wpływu na podwyższoną już aktywność w 

mózgu starczym. Brak odpowiedzi enzymu może do pewnego momentu chronić 

starczy hipokamp przed nadmierną aktywacją PARP-1, jednak równocześnie 

może ograniczać zdolność do naprawy DNA w warunkach zwiększonego i 

przedłużającego się stresu.  
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