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1400W

3-AB
7-NlI
AMP
AMPK
ATP
BAX

BBB

BCL10

BH4
BPI
BRCT

CaM

CAPON

CAT1
Cdk
cGMP
CSF1
CtBP

DD
DHIQ
DPQ
EBM-2
Erk

FADD

FBS
FLICE

FLIP

— N-(3-aminometylo)benzyloacetamidyna

— 3-aminobenzamid

— 7-nitroindazol

- 5’-adenozynomonofosforan

— kinaza biatkowa aktywowana AMP (ang. AMP-activated protein kinase)

- 5’-adenozynotrifosforan

— biatko proapoptotyczne zw#ane z BCL2 (ang. BCL2-associated X
protein)

— bariera krew—médzg (ang. blood brain barrier)

— biatko kompleksu receptora TLR4 (ang. B cell ymphoma/leukemia 10)

- (6R)-5,6,7,8-tetrahydrobiopteryna

— biatko bakteriobdjcze (ang. bactericidal/permeability increasing protein)

— domena wiaca biatka ufosforylowane przez kinazy ATR i ATM (ang.
breast cancer susceptibility protein C terminus fmoti

— kalmodulina

— biatko wazace s z C-koncem domeny PDZ biatka nNOS (ang. COOH-
terminal PDZ ligand of nNOS)

— transporter kationéw aminokwasow-1 (ang. cationic amino acid transporter)

— kinaza cyklino-zaima (ang. cyclin-dependent kinase)

— cykliczny 3',5’-guanozynomonofosforan

— czynnik stymulagy wzrost kolonii (ang. colony stimulating factor 1)

— biatko wazace s¢ z C-koncem nNOS (ang. COOH terminal binding
protein)

— domenarhierci (ang. death domain)

— 1,5-dihydroksyisoquinolina

— 3,4-dihydro-5[4-(1-piperyndinylo)butoksy]-1(2H)-isoquinolina

— podstawowa pgivka dla komaorekrddbtonkowych (ang. endothelial cell
basal medium -2)

— kinaza aktywowana przez sygnaty zetirkomorkowe (ang. extracellular
signal-regulated kinases)

— biatko z domengmierci towarzyszce Fas (ang. Fas associated death
domain)

— cie¢ca surowica ptodowa (ang. fetal bovine serum)

— konwertaza interleukiny-1 podobna do FADD (ang. Fas—associated death
domain-like interleukin 1 -converting enzyme)

— biatkowy inhibitor podobny do FLICE (ang. FLICE-Ilike inhibitory protein)
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GSH — glutation (forma zredukowana)

HAEC — ludzkie komorki §6dbtonka naczyniowego aorty w hodowli (ang. human
aortic endothelial cells)

HDL — lipoproteiny o duej gestogi (ang. high-density lipoproteins)

HRP — peroksydaza chrzanowa (ang. horseradish peroxidase)

HSP — biatko szoku cieplnego (ang. heat shock protein)

HUVEC — ludzkie komorkirddbtonka naczyniowego pewiny w hodowli
(ang. human umbilical vein endothelial cells)

ICAM-1 - biatko adhezyjne-1 (ang. intracellular adhesion molecule-1)

IFNy — interferon y

IKK a —izoformaa kinazy kB (ang. kB kinase ¢.

INOS — indukowana izoforma syntazy tlenku azotu

IRAK — kinaza zwazana z receptorem interleukiny-1 (ang. interleukin-1 receptor-
associated kinase)

IRF3 — czynnik regulatorowy interferonu (ang. interferon regulatory factor 3)

JNK — kinaza N-koncowa c-JUN (ang. c—Jun NH2-terminal kinase)

Kdo — kwas ketodeoksyoktulozonowy

LDL - lipoproteiny o matej gstosi (ang. low-density lipoproteins)

LOX — lipoksygenaza (ang. lipoxygenase)

LPS — lipopolisacharyd

LRR — powtdrzenia sekwencji aminokwasowych bogatych w leutmg. leucine
rich repeat)

MAP — biatko aktywowane przez mitogeny (ang. mitogen activated protein)

MAPK — kinazy biatkowe aktywowane przez mitogeny

MD2 — biatko kompleksu receptorowego TLR4 (ang. myeloid differentiation—2)

MK-801  — maleinian dizocylpiny

MPO — mieloperoksydaza

MTT — bkekit tiazolu; bromek 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolylo)-2,5-difenylotetrazolowy

MyD88 — biatko kompleksu receptorowego TLR4 (ang. myeloid differentiation
Protein 88)

NAP — biatko hamujce INOS (ang. NOS—associated protein-110 kDa)

NF—«B — czynnik transkrypcyjny kappa B (ang. nuclear fagt®)-

NMDA — kwas N-metylo-D-asparaginowy

NNLA — N®-nitro-L-arginina

NO — tlenek azotu

NOS — syntaza tlenku azotu

NOSIP — biatko wchodize w interakcje z NOS (ang. nitric oxide synthase-

interacting protein)
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NOSTRIN - biatko wchodice w interakcje z NOS (ang. eNOS traffic inducer)

PARP — polimeraza poli(ADP-rybozy)

PDZ — domena biatekegtosi postsynaptycznej (PSD/Disc—large/ZO-1 homo-
logous)

PIN — biatko hamujce NOS (ang. protein inhibitor of nNOS)

PKB/Akt - kinaza biatkowa B

PKC ¢ — atypowa kinaza biatkowa C

PKG — kinaza biatkowa G

PLC — fosfolipaza C

PMA — 12-mirystynian-13-octan forbolu

PSD — gstos¢ postsynaptyczna

Racl,2 — mate biatko G z rodziny rho (ang. ras-related C3 botulinum toxin substrate)

RAF — kinaza serynowo-treoninowa

RAGE — receptor dla koncowych produktow procesu zaawansowanej glikacji (ang.
receptor for advanced glycation end products)

RFT — reaktywne formy tlenu

SAP — amyloidowe biatko osocza (ang. serum amyloid protein)

SAPK — kinaza biatkowa aktywowana w warunkach stresu (ang. stress activated
protein kinase)

SEM - blad standardowyredniej

SNAP — S-nitrozo-N-acetylopenicylamina

SNP — nitroprusydek sodu

SOCS — supresor sygnalizacji zadej od cytokin (ang. suppressor of cytokine
signaling)

TAB1,2 — biatko wizace TAK-1 (ang. TAK-1 binding protein 1, 2)

TAK1 — kinaza aktywowana TH& (ang. transforming growth factor TGF
activated kinase)

TIR — domena biatek komplekséw receptorowych receptoréw Toll-like i
interleukiny-1 (ang. Toll/IL-1R)

TLR4 — receptor lipopolisacharydu (ang. Toll-like receptor 4)

TNFa — czynnik martwicy nowotwora

Tollip — biatkowy inhibitor IRAK-1 (ang. Toll-interacting protein)

TRADD - domenamierci zwhzana z receptorem TN (ang. TN receptor
associated death domain)

TRAF6 — czynnik 6 zwizany z receptorem TNF (TNF receptor associated factor 6)

VEGF — czynnik wzrostowyrédbtonka naczyniowego (ang. vascular endothelial

growth factor)
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Il. WSTEP
1. WPROWADZENIE

Stres oksydacyjny, definiowany jako stan braku réwnowagi gaayi produkcy
I usuwaniem reaktywnych form tlenu, towarzyszy licznym chorobomodé&dwego
uktadu nerwowego. Pojawiagsiv schorzeniach nagtych, takich jak niedokrwienie, uraz,
albo infekcja, oraz w przewleklych schorzeniach neurodegeneracyjnych jak choroba
Alzheimera, Parkinsona i Huntingtona. Wolne rodniki powstawsog w reakcjach
enzymatycznych, katalizowanych przez syatdenku azotu (NOS), oksydazNADPH,
mieloperoksydag (MPO), oksydaz hipoksantyny (HO), kompleksy raucha
oddechowego. Zwgeki te mog tez by¢ uwalniane w reakcjach nieenzymatycznych, w
reakcji Fentona katalizowanej przez jony metali grup pemmjvych (Fé€* Cu'). Jednym z
gtéwnych zrodet wolnych rodnikow g pobudzone komoérki uktadu odpormiswego.
Obecnos¢ czynnikbw patogennych (zarébwno zewms jak i wewndrzustrojowych)
powoduje odpowiedze strony uktadu odpornci®wego, ktéra ma za zadanie elimiracj
obcych, uszkodzonych lub zmienionych komérek z organizmu. W wyniku aktywacji
ukladu odpornadiowego rozwija s stan zapalny, ktéremu towarzyszy produkcja
cytokin, wolnych rodnikow, citeczek adhezyjnych oraz aktywacja leukocytow.
Prawidtowo przebiegaga reakcja immunologiczna konczye stwykle korzystnym dla
organizmu przywroceniem homeostazy. W przypadku, gdy odpowiadiadu
odpornogiowego nie moe poradzi sobie z czynnikiem patologicznym, konczy 8 dla
organizmu powstaniem przewlektego stanu zapalnego, a w niektérych przypadkach
smiercia. Chronicznaaktywac§ uktadu odpornasiowego stwierdzono w przebiegu wielu
chorob neurodegeneracyjnych, w tym w chorobie Parkinsona i Alzheimera (Wyss-Coray |
Mucke, 2002). Amyloid3, rozwaany jako czynnik patogenny w chorobie Alzheimera,
pobudza uktad odpornowy poprzez bezpoédnp aktywacg mikrogleju z udziatem
receptora RAGE (ang. receptor for advanced glycation end products) lub receptora
zmiatapcego (Yan i wsp., 1999). Najnowsze badania wykazaty, amyloidf
bezpofednio aktywuje odpowied#rodzonaprzez pobudzenie receptora TLR4 (ang. Toll-
like receptor 4) przy udziale CD14 (Fessbender i wsp., 2003; Walter i wsp., 2004). W
procesie aktywacji uktadu odporr@wego wana role odgrywa czynnik transkrypcyjny
NF-kB, ktory kontroluje ekspresj licznych genoéw zwizanych z odpowiedzi

immunologiczna(Macdonald i wsp., 2003). Jednym z nich jest indukowana izoforma
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syntazy tlenku azotu (INOS, NOS-2). Przyktadem niekorzystnej odpowiedzi ukfadu
odporno€iowego na patogeny jest jego zbyt silna aktywacja. w czasie sepsy. W wyniku
nadmiernego pobudzenia uktadu odpooiméiego przez skiadnikciany komodrkowej
bakterii, lipopolisacharyd (LPS), dochodanoz do intensywnej produkcji tlenku azotu
przez iINOS, do uszkodzenixian naczy krwionosnych, zaburzé przeptywu krwi w
tkankach i do ich obumierania. Uwa sk, ze tlenek azotu, ktéry produkowany jest w
duzych ilosciach przez ¢ izoforme, odgrywa kluczow role w powstawaniu uszkod#e
zZwigzanych ze stanami zapalnymi. Niedawno odkryto jedrigk,w czasie wstesu
septycznego dochodzi do zaburzeuktadu glutaminianergicznego w maobzgu, co
potencjalnie mog powodowa aktywacg neuronalnej izoformy NOS (nNOS, NOS-1) i
uszkodzenia cytotoksyczne (Lin i wsp., 1999; Anderson i wsp., 1999; Willard i wsp., 2000;
Bal-Price i Prown, 2001; Biegon i wsp., 2002). Znaczenie konstytutywnych izoform NOS
w stresie oksydacyjnym wywotanym w mozgu przez LPS jest nieziiangm bardzo
waznym enzymem zaangewanym w kaskadprowadzaca do smierci komérek w stanach
zapalnych jest polimeraza poli(ADP-rybozy)-1 (PARP-1). Enzym ten, nadmiernie
aktywowany w wypadku wolnorodnikowego uszkodzenia DNA zendoprowadz do
zuzycia komorkowych zapaso®-NAD™ i ATP, i w konsekwencji démierci komorki
(Szabo i Dawson, 1998). PARP-1 neowptywa& na procesy zapalne réwnigoprzez
interakcje z czynnikami transkrypcyjnymi, m.in. NF-kB. Obumieranie neuronéw w
stanach zapalnych, w zalesi od nasilenia proceséw, przebiégemoz na drodze
apoptozy lub nekrozy, a w procesach tych uczestmic#ne rodniki i liczne biatka, w tym
zaréwno NOS, jak i PARP.

2. LIPOPOLISACHARYD — BUDOWA | DZIALANIE

Czynnikami odpowiedzialnymi za aktywaanechanizméw odpornoswrodzonej uktadu
odpornogiowego w zakzeniach bakteryjnych asm.in. elementysciany komaorkowej
bakterii. Najweksze znaczenie kliniczne mandd nich lipopolisacharyd (LPS), ktéry jest
odpowiedzialny za okoto 60% przypadkow sepsy. LPS stanowi 3-5% suchej masy komorki
bakterii gramujemnej. Ggateczka LPS zbudowana jest z lipidu A, polisacharydowego

rdzenia oraz O-swoistegoiieucha cukrowego zwanego antygenem O.
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2.1. BUDOWA LPS

A Polisacharyd Fosfolipid
| l |
O-specyficzny fahcuch polisacharydowy Oligosacharyd rdzeniowy Lipid A

I I'czesé zewn. czesé wewn.!

o
© (@] o) (@) O o
O\l!/o HO L! /O
o o)
OB/ NH NH o/ \OA
o o o) o
o o OH o)
\ \ \
R1 R2 R3
(CH,), (CH,), (CH,), (CH,),

A B R1 R2 R3

Escherichia coli H H H 12:0 14:0
Proteus mirabilis H AraN H 14:0 14:0
H H

Haemophilus influenzae H 14:0 14:0

Rycina 1. Budowa agsteczki lipopolisacharydu
A) Czsteczka LPS zbudowana jest z lipidu A, oligosacharydowego rdzenia oraz O-

swoistego tasicucha cukrowego zwanego antygenem O; (H) — heptoza, (K) —Kdo, (P) —
grupa fosforanowa, (G) N-acetylglukozaminaB) Struktura lipidu A - komponentu
lipopolisacharydu (Holst i wsp., 1996, zmodyfikowano).

W zewngrznej btonie bakterii LPS zakotwiczony jest poprzez hydrofobowy lipid
A, ktory jest najbardziej konserwatywiezescia LPS, i podobny schemat ma u wszystkich
bakterii gramujemnych (Rietschel i wsp., 1994).¢4z hydrofilowa lipidu A (na

przyktadzieE. Coli) jest disacharydem z podstawionymi dwoma grupami fosforanowymi,
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jedna jest zwizana estrowo przy kafu nieredukujcym, a drugaa-glikozydowo przy
koncu redukujcym. Disacharyd acylowany jest 4 resztami kwasf-
hydroksymirystynowego (lipid A jest heterogenny, niektore jegsterzki mog by¢ nie
w petni acylowane). Grupy hydroksylowe reszt kwasow ttuszczowych przy niergdeku;j
czasteczce glukozaminyasestrowo paiczone z cgsteczkami kwasu laurynowego i
mirystynowego. Lipid A peaiczony jest z a&cia polisacharydow LPS poprzez kwas
ketodeoksyoktulozonowy (Kdo). Rdice w budowie lipidu A magdotyczy:

1. budowy szkieletu cukrowego;

2. liczby atoméw w tacuchach wglowodanowych;

3. typu i rozmieszczenia reszt kwasow tluszczowych;

4. dodatkowych podstawieresztami fosforanowymi.

Polisacharydowy rd#e czyli oligosacharyd rdzeniowy, wykazuje bardzo duza
heterogennos¢ dzieli sk na czs¢ wewndrzna i zewndrzna. taczy st z lipidem A
ketozydowo za poednictwem Kdo. W sktad rdzenia wchoézinogs rézne obogtne
cukry.

Polisacharydowe fecuchy boczne determinyj serologiczna swoistos¢ LPS
(swoistos¢O-antygenowa). W ich sktadzie wykryto okoto 4@mgch cukrow: obajtnych,
aminocukrow i cukréw nietypowych (deoksyheksoza, dideoksyheksozajcudlay
cukrowe zbudowaneasz powtarzajcych st jednostek oligosacharydowych, tri- penta-

tetra- lub heksasacharydowych, o zmiennegilpowtorzé) (Rietschel i wsp., 1994).

2.2. BIALKA WCHODZ ACE W INTERAKCJE Z LPS

Aby mogto do§¢ do aktywacji komérek uktadu odporrmmidwego przez LPS,
konieczne jest jego oddziatywanie z licznymi biatkami. Wynietu mozna biatka
zarowno komorkowe, jak i osoczowe. Napm@gjszym biatkiem komdrkowym
wchodzcym w interakcje z LPS jest jego receptor, TLR4 (ang. Toll-like receptor-4),
biatko naleace do rodziny TIR (ang. Toll/IL-1R), wykazige wiele wspoélnych szlakow
sygnatowych z receptorem II-1 (Poltorak i wsp., 1998). Do chwili obecnej
zidentyfikowano 13 typow receptoréw TLR (Tabeta i wsp., 2004). Receptory te znajduj
sig gtdwnie na komorkach linii mieloidalnej, tzn. dendrytycznych, monocytach,
makrofagach, granulocytach, mikrogleju, ale rowma niektorych neuronach, komorkach

srodbtonka, fibroblastach, adipocytach, komérkach nabtonka (Laflamme i Rivest, 2001;
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Chakravarty i Herkenham, 2005). €& zewndrzkomoérkowa receptora TLR zawiera
domenebogah w reszty leucynowe LRR (ang. leucine rich repeat), ktora bierze udziat w
rozpoznawaniu agonisty (Gay i wsp., 1991). Zbudowana jest onae;j litmsci powtorzeé
odcinka 24-29 aminokwaséow. €Z wewndrzkomoérkowa receptora TLR ma cytozokpw
konserwatywn domengTIR (Toll/IL-1R) zbudowanaz 200 aminokwasow. Domena ta
bierze udziat w transdukcji sygnatu, wchodzi w interakcje z biatkiem adaptorowym
MyD88 (Myeloid Differentiation Protein 88) (Hallman i wsp., 2001).

A TLR Znani agonisci
TLR1 tri-acetylowane lipopeptydy (LP), modulina
TLR2 LP, peptydoglikan, kwas lipotejchojowy, kwas mannuronowy, fimbrie bakteryjne,
HSP60
TLR3 dwuniciowy RNA
TLR4 LPS, bakteryjny HSP60, polimery kwasu mannuronowego, kwas tejchuronowy,
flawolipiny, pneumolizyna, fimbrie bakteryjne, Taxol, amylgd-
TLR5 flagellina
TLR6 tri-acetylowane lipopeptydy (LP), modulina
TLR7 imidazoquinolina, wirusowe jednoniciowe ssRNA
TLR8 imidazoquinolina, wirusowe jednoniciowe ssRNA
TLR9 bakteryjne DNA
TLR10 ?
TLR11 ? bakterie uropatogenne
TLR12 ?
TLR13 ?
B
domena zewnatrzkomérkowa d. wewnatrzkomdrkowa
| | I
NH, TIR COOH

2T9 589T 635]61;\670 8],.r6

Rycina 2. Charakterystyka receptoréw TLR

A) Znani agonici receptorow TLR; B) Schemat struktury biatka receptorow TLR na
przyktadzie mysiego TLR4 (Boeckmann i wsp., 2003; Primary accession number:
Q9QUK®B). ZewngtrzkomorkawdomeneLRR odpowiedzialng za rozpoznanie agonisty
oznaczono kolorem czerwonym. Zbudowana jest ona z szeregu powi@Z razy)
grupy 20-29 aminokwasow zawieregj motyw XXLXLXX i inne konserwowane reszty
leucynowe. Domentransbtonow zaznaczono na niebiesko, a cytozelaomeneTIR,
odpowiedzialng za transdulkcgygnatu, naatto.

W procesie pobudzenia receptora TLR4 istotrlg odgrywag 2 inne biatka wchodice w
interakcje z LPS (Kawai i Akira, 2005). Biatko CD14 wystje w formie blonowej
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(mCD14; 53kDa) lub osoczowej (sCD14; 48kDa) i wchodzi w sktad kompleksu
receptorowego. LBP (ang. lipopolysaccharide binding protein; 50kDa) jest biatkiem
osoczowym i bierze udziat w transporcie LPS z bakterii do CD14. LBP przenosi LPS
rowniez do HDL czego skutkiem jest neutralizacja LPS (Ulevitch i wsp., 1979). LBP
wiaze sk tez z LPS w btonie bakterii utatwiag jej sfagocytowanie. Istnieje szereg innych
biatek wchodzacych w bezpagednie interakcje z LPS. $bd najwaniejszych wymieri
mozna komorkowe biatka MD-2 (ang. myeloid differentiation-2), BPI (ang.
bactericidal/permeability increasing protein), receptor zmieyaji biatka osoczowe takie

jak albumina, transferyna, biatko aghce mannog hemoglobina, naturalne przeciwciata
(IgM i 1gG), SAP (ang. serum amyloid protein) (Tobias i wsp., 1997)

Rycina 3. Uproszczony schemat kaskady sygnalizacyjnej wywotanej pobudzeniem
receptora TLR4 przez LPS

Aktywacja receptora TLR4 wymaga powstania wielobiatkowego kompleksu
receptorowego, dochodzi do fosforylacji IRAK-1 przez IRAK-4, powstaje kompleks
IRAK-4/IRAK-1/TRAF6, przytza s¢ do niego kompleks TAK1/TAB1/TAB2, zachodzi
fosforylacja TAB2 i TAK1, ktore w kompleksie z TRAF6 transiokijdo cytoplazmy,
gdzie po poliubikwitynacji TRAF6 zachodzi autofosforylacja TAK1l. TAK1 fosforyluje
kinaz IKKa, ktéra aktywuje NEB. TAK1 fosforyluje tekinazy MAP i JNK, aktywig¢ w
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ten spos6b biatko p38 i czynnikidrowe. Caly wielobiatkowy signalosom zgrupowany
wokot TRAF6 dysocjuje.
Aktywacja receptora TLR4 wymaga utworzenia kompleksu receptorowego, w

skfad ktérego wchodz TLR4, MD-2 i CD14 wizacy LPS (Martina i Wesche, 2002)
(Rycina 3). Po utworzeniu homodimeru TLR4 rasia zmiany konformacyjne w obbie
domeny TIR (Toll/IL-1R), co pozwala na interakcje z biatkami wagwakomaorkowymi.
Zaleznie od zestawu biatek adaptorowych, LPS emaktywowa kaskady sygnalizacyjne
prowadace do indukcji NFB, kinaz MAP lub IRF3 (Kawai i Akira, 2005). Klasyczny,
najczsciej] badany szlak transdukcji sygnalu anga wiele biatek (MyD88, biatka
rodziny Pellino, Rip2, BCL10, IRAK-1, IRAK-4, Tollip, TRAF6, TAK1, TAB1, TAB2).
Biatka te wchodzc w interakcje, wskutek kaskady reakcji fosforylacji powaduj
ostatecznie fosforylagjkinazy IKKa (ang. kB kinasea), ktora katalizuje fosforylagji
degradagj 1kB, czyli aktywacg NFxB. Aktywacji ulegaj rowniez kinazy MAPK (ang.
mitogen activated protein kinase) i JNK (ang. c-Jun NH2-terminal kinase) prgwadz
ten sposdb do aktywacji biatka p38 i czynnikoydrpwych. LPS, poprzez interakcje
MyD88 z biatkami zawieracymi domengDD (FADD i TRADD), moz tez aktywowa
apoptoz (Martin i Wesche, 2002).

Inne receptory z rodziny TIR funkcjoraujako heterodimery, aktywsjjednak te
same kaskady, z matymi ndizami, np. aktywacja receptora IL-1 powoduje aktywdtf
3-kinazy, PKB/Akt, matoczsteczkowych biatek G Racl, atypowej kinazy biatkowej C
(PKC (), fosfolipazy C (PLC), PK&i sfingomielinazy.

Pobudzenie TLR4 desensytyzuje jego akty$¢nazjawisko to zachodzi takz
pomiedzy ronymi typami np. TLR2 i 4. Odbywa gito poprzez zwikszenie ekspresji
inhibitorow (np. IRAK-M lub Tollip) lub wskutek zahamowania interakcji MyD88 z
TLR4. Ponadto LPS stymuluje syntdaiatek z rodziny SOCS (ang. suppressor of cytokine
signaling), ktére rownie hamuj kaskadeindukowanaprzez LPS. Wykazanae SOCS3
hamujezarowno przyiczenie BCL10do kompleksu receptorowego TLR4, jak rownie
dziala na interakcje powdzy biatkami BCL10 i Pellino2 (Liu i wsp., 2004).
Zidentyfikowano niedawno biatko MD-2B, Hgce produktem alternatywnego skfadania
genu kodujcego MD-2, ktére kompetycyjnie hamuje powstawanie kompleksu
TLR4-MD-2 (Ohta i wsp., 2004). Rowniemikroorganizmy potradi hamowé aktywacg
receptorow TLR, produkajbiatko hamujce interakcje IRAK-TRAF6. Jest to proteaza

hamupca sygnaly ,przeycia”, ale nie hamuaga sygnatéw apoptozy.
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LPS indukuje aktywn& chemotrypsynow proteosomu 20S w makrofagach
myszy w sposoOb niezaley od CD14 i LBP, co wskazujee istniej rowniez inne szlaki
sygnalizacyjne aktywowane przez LPS. Wykazamo,LPS wize sk bezposednio z
podjednostkami C2 i N3 proteosomu (Qureshi i wsp., 2003). Aktywpmsieosomu 20S
generowana przez interakcje z LPS jest hamowana przez laktagyktgna hamuje
rowniez sekreog TNFa indukowanaprzez LPS, indukejgenow kodujcych TNFx, 1L-6,
IL-12, COX-2, INOS, TLT2 i 4, co wskazuje na smma regulacyjn role proteosomu w
kaskadzie sygnalizacyjnej LPS.

Aktywacja NFkB przez LPS indukuje ekspresyielu genéw dla biatek biacych
udziat w odpowiedzi immunologicznej, w tym okoto 30 mgeh cytokin i chemokin, a
takze ICAM, MHC, INOS, COX-2 (Macdonald i wsp., 2003). NMB- bierze udziat w
regulacji ekspresji genow zaamgavanych w kontra@ proliferacji i apoptozy. W
procesach odpowiedzi immunologiczej uczestnikamorki srodbtonka naczyniowego. W
odpowiedzi na LPS lub prozapalne cytokiny, THFNy, IL-1 na ich powierzchni
pojawiap Si¢ czasteczki adhezyjne ICAM-1 (ang. intracellular adhesion molecule-1).
Pojawienie si zwiazkéw adhezyjnych na powierzchni komor@iddbtonka pozwala na
interakcje z leukocytami. Interleukina-1 i TMFstymulup tez syntez osoczowych i
tkankowych czynnikdéw krzepegia przezsrédbtonek. Jednak LPS me#ez indukowa
apoptoz, np. w komorkachsrodbtonka. Odbywa sito prawdopodobnie przy udziale
biatek TRADD (ang. TNE receptor associated death domain) i FADD (ang. Fas
associated death domain) (Choi i wsp., 1998). Biatka te waboadlznterakcje z domena
DD w biatkach MyD88 lub IRAK1 mog zapocatkowat kaskadgproteolitycznapoprzez
aktywacg kaspaz, w tym prokaspazy-8. Proces ten jest hamowany przez konstytutywnie
produkowane biatko FLIP (Bannerman i wsp., 2001, 2004).

3. MOZG A UKLAD ODPORNO SCIOWY

Bodzce zewntrzne odbierane i przetwarzane przez mézg wpkywaj dziatanie i
stan odpornad organizmu. Jednocgeie stan funkcjonalny uktadu odpormowego
wptywa na okrélone funkcje mozgu. Uklad odporrmewy i nerwowy blisko ze soba
wspotpracuy. Ich komorki mag wiele wspoélnych receptorow, € przekanikow jest
réwniez wspolna. Mdzg jest oddzielony od uktadwdenia dz¢ki barierze krew-mdzg,

przez co nie wszystkie procesy zachgmzw organizmie dotyazmozgu (Jegfiski, 1997).
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Rowniez komorki immunokompetentne maaptrudnione przenikanie do OUN, zdolnge s
do tego komorki tuczne i niektére limfocyty, a takmonocyty i makrofagi. M6zg posiada
wiasne komorki odpowiedzialne za reakofpornogiowa, mikroglej i astrocyty:

— Astrocyty (komoérki gwiadziste) utrzymuj homeostag jonowa, regulup metabolizm i
dostpnos¢ neuroprzekanikbw aminokwasowych, usuwagoksyczne substancje, ale
wspotuczestnicz rowniez w przekazywaniu sygnatu przez neurony. Jest ich 10 razy
wiecej niz neurondw, alegsmniejsze ni neurony, W&C zajmuj mniejsz objetos¢ (np.

w korze stanowsi 30% obgtosci).

- Mikroglej, tworzacy uktad odpornasiowy mozgu, rekrutuje sigtownie z komérek
osiadlych w mdézgu we wczesnych fazach rozwoju prenatalnego, jedstékdkomorek
mikrogleju wywodzi st z komorek obwodowych (monocytéw i makrofagow)

osiadlych w mézgu po urazach i stanach zapalnych.

blona

/ i, / podstawna
// <

polgczenie
miedzykomoérkowe

mitochondrium
fenestracjia ——

pecherzyk
pinocytarny jadro

pecherzyk
pinocytarny
pofaczenie
Scisfe

stopka astrocyta

naczynie wlosowate mdzgowe naczynie wlosowate obwodowe

Rycina 4. Porownanie wiasiczki mézgowej i obwodowej

Uwidocznione zostaty typowe riée budowyscian naczy krwionosiych decydujce o
szczelnosi bariery krew-mdzg: obecnosicistych pokczei, brak fenestracji i obdbna
pinocytoza w komaorkachodbtonka naczyniowego.

Istniejp dowody na to,ze cytokiny moga penetrowa bariee krew-mézg i
stymulowa& procesy immunologiczne w mozgu, co jest obecnie przedmiotem wielda bada
(Pan i Kastin, 2003).

Jednym z gtébwnych szlakow sheych do komunikacii uktadu odpormiéwego i

osrodkowego ukfadu nerwowego (OUN) jest nerwednly (Jeglaski, 1997).
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Podprzeponowe przegie widkien wsg¢pujacych nerwu bidnego, majcych zakonczenie

w jadrze samotnym, hamuje powstawanie mozgowej odpowiedzi na LPS/IL-1,
charakteryzujcej skt syntea IL-1 w mozgu, goaczka, wzrostem poziomu
kortykosteroidéw we krwi, zmniejszeniem wydzielania noradrenaliny przez podwzgorze,
nadwraliwo$cia na bol, brakiem taknienia.

Sa rejony OUN gdzie brak jest bariery krew-moézg, i skladniki osoczaamaj
swobodny dosp do parenchymy mozgu. Bariera nie istnieje w kilku strukturach mézgu
bioracych udziat w regulacji wydzielania hormonéw peptydowych, dotyczy toadave
okotokomorowych: tylnego ptata przysadki mozgowej, adiz naczyniowego blaszki
krancowej, narzdu podsklepieniowego, naidu podspoidtowego, pola najdalszego oraz
szyszynki i splotow naczyniowych komaor. W tych rejonach brak jesicistego kontaktu
komorek srodbtonkowych z astrocytami. Cytokiny indukujtam produkgg NO' i
powodup wzrost temperatury ciata. Stwierdzonoz téstnienie swoistego systemu
transportu cytokin przez BBB w affnie tylnej czsci przegrody (Jeghiski, 1997).

Cytokiny mog, tez by¢ wytwarzane przez komérki mézgu, i to zaréwno przez glej
jak i neurony, przy czym ich dziatanie nie ograniczadsl reakcji immunologicznych, ale
dotyczy¢ moz snu, zachowania, m@ini€ znaczenie w neurodegeneracji i patogenezie
depresji. W olgbie OUN stwierdzono obecnoseceptorow dla IL-1, IL-2, IL-3, IL-6
zarbwno na komaorkach gleju jak i na neuronach. Najnowsze odkrycia wyl@mgnosé
receptorow TLR4 w catym mdzgu, z napkszym zagszczeniem w oponach i w splocie
naczyniowym. Receptory te zlokalizowano gtéwnie na komorkach mikrogleju, ale townie
na niektérych neuronach tworu siatkowatego pnia moézgu (Lenhardt i wsp., 2003;
Chakravarty i Herkenham, 2005). Badania te dowpge aktywacja proceséw zapalnych
w mézgu przez LPS zachodanoz przez pobudzenie mézgowych receptorow TLR4.

4. ZNACZENIE NO® i INNYCH WOLNYCH RODNIKOW W STANACH
ZAPALNYCH MOZGU

Wolne rodniki maj udziat w uszkodzeniu biatek, kwaséw nukleinowych i lipidow. Oprocz
wolnych rodnikéw, zrédtem uszkodae oksydacyjnych s inne reaktywne formy tlenu
(RFT) i azotu, np. nadtlenek wodoru i nadtlenoazotyn. W stanach zapalnych RFT
produkowane & w wysokich stzeniach przez pobudzone komérki ukiadu

odpornogiowego: makrofagi, granulocyty, komoérddédbtonka naczyniowego, astrocyty i
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mikroglej. Zaburzenia funkcjonowania nlaucha oddechowego w mitochondriach s
przyczyry zwigkszonego uwalniania anionorodnika ponadtlenkowego i powstawania
stresu oksydacyjnego w komaorce. Istotne znaczenie ma tddgydaza NADPH i COX-2,
oraz syntaza tlenku azotu (NOS).

Mézg chroniony jest przed wolnymi rodnikami zarbwno przez enzymatyczne jak i
nieenzymatyczne mechanizmy. Zalicgaic do nich dysmutaza ponadtlenkowa (SOD;
EC. 1.15.1.1), katalaza (CAT; E.C. 1.11.1.6), peroksydaza glutationowa (GPX, E.C.
1.11.1.9) i reduktaza glutationowa (E.C. 1.6.4.2), adakiihzki niskocasteczkowe takie
jak glutation (GSH) oraz witaminy E i C. W warunkach nieefektywnego dziatania
mechanizmdw antyoksydacyjnych, tlenek azotu i inne wolne rodnikapayczynid sie

do powstawania uszkodzeksydacyjnych.
4.1. ROLA SYNTAZY TLENKU AZOTU

Tlenek azotu powstaje w wyniku reakcji utleniania argininy, katalizowanej przez
syntaz tlenku azotu (NOS; E.C. 1.14.13.39) (Murad i wsp., 1999; Furchgott i wsp., 1999;
Ignarro i wsp., 1999). Istnigjtrzy gtdbwne izoformy NOS, neuronalna (nNOS, NOS-1),
indukowana (iNOS, NOS-2§rodbtonkowa (eNOS, NOS-3), kodowane przemsdgeny.
Izoformy neuronalna isrodbtonkowa s konstytutywnie obecne w komoérkach & s
wapniowo-zalene. Aktywacja  enzymu naguie w  wyniku  wzrostu
wewndrzkomorkowego stzenia wapnia, i szybko zanika, gdyestnie wapnia spada.
INOS jest enzymem indukowanym, nie wymaga dla swej aktygvnoggtej obecnogi
wysokich stzen Ce*, i po aktywacji wytwarza dwilosci NO'.

Syntaza tlenku azotu w aktywnej formie jest homodimerem, gzghcym dwie
czasteczki kalmoduliny. Substratem dla tego enzymu jest L-arginina, kosubstratami reakcji
sa tlen i NADPH, kofaktorami FAD, FMN i tetrahydrobiopteryna (BH4), produktami
tlenek azotu i L-cytrulina (Hevel i wsp., 1991; Bredt i wsp., 1992). W procesie syntezy
NO' enzym przeprowadza 2 cykle oksydacji, w pierwszym powst&jenydroksy-L-

arginina, a w drugim L-cytrulina i NO
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®
NHQY NH, NHZ\’/N —OH NHzYo
NH 1 NADPH NH 0,5 NADPH NH
7-T> 7-T> + *N=0
O, H,0 0, H,0

® o @ o ® S
NH, coo NH, coo NH, coo

L-arginina N®-hydroksy-L-arginina L-cytrulina

Rycina 5. Reakcja katalizowana przez NOS

W reakcji powstaje prawdopodobnie pewnasdl@nionu nitroksylowego (NO,
jednak gtéwnym produktem jest tlenek azotu w formie wolnego rodnika’)(NO
W warunkach zmniejszonej dephosi L-argininy lub tetrahydrobiopteryny NOS
(gtéwnie NNOS) obok NOprodukowg moze rowniez O,"” i H,O, (Vasquez-Vivar i wsp.,
1998). Poniewa NO' i O, reaguj natychmiast ze sobdach wytworzenie przez jeden
enzym skutkuje powstaniem nadtlenoazotynu (ONO@eckman i wsp., 1990).
Nadtlenoazotyn powstaje rowiigako produkt reakcji anionu nitroksylowego z tlenem,
ktéra chocia cechuje si mniejsza stah szybkogi, jednak ze wzglu na wysokie stenie

tlenu w komérce zachodzi szybko.
NADPH I FADH" I FMNHZI Fe3+
NADP* FADH, FMNH" Fe’*
Rycina 6. Droga przekazywania elektronéw z NADPH redazo hemowe

W procesie przenoszenia elektronéw paolzy FAD i FMN istotngrole odgrywa
ca’*/CaM (Alderton i wsp., 2001).

NOS wykazuje znaczne podohs#wo w sekwencji aminokwasowej do reduktazy
cytochromu p450 (Bredt i wsp., 1991). NADPH dostarcza elektronow, ktére przekazywane
sa kolejno poprzez FAD i FMN do domeny oksygenazowej, gdzieckdzi
tetrahydrobiopterynie przenoszong r\a hem, co umdizvia katalizg reakcji. W trakcie
przenoszenia elektron musi prgejz domeny reduktazowej jednej podjednostki do
domeny oksygenazowe] drugiej podjednostki, co jest przyczZyraku aktywnogi
monomerow NOS.

Jak pokazuje Rycina 7, w skiad biatka NOS wchodiwie zasadnicze domeny: N-

koncowa domena oksygenazy i C-koncowa domena reduktazy. Enzym zawiera szereg
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domen odpowiedzialnych za aganie kalmoduliny, FAD, FMN, NADPH, L-argininy i
tetrahydrobiopteryny, a takzmiejsca wizania hemu, cynku i domeny odpowiedzialne za
dimeryzac i interakcje z innymi biatkami. W utworzeniu i utrzymaniu stabilnego dimeru
uczestnicz hem, BH4, L-arginina, a takzreszty Cys tworre mostek dwusiarczkowy lub
wiazace cynk. Struktura przestrzenna dimeru tworzy w centrum aktywnym lejkowaty,

gteboki na 30 A kanat umdiaviajacy dyfuzi L-argininy i L-cytruliny.

NnNOS

C419

FAD NADPH [—cooH
980 1433

c1s4 eNOS

FAD NADPH [—cooH
742 1153

C200 INOS

FAD NADPH (—cooH
716 1203

domena oksygenazy domena reduktazy

Rycina 7. Molekularna budowa syntaz tlenku azotu

Zaznaczono domeraksygenazy, reduktazy i PDZ, miejscezania hemu (cysteina 419,
184 i 200), kalmoduliny (CaM), miejsce mirystylacji (Mir) i palmitylacji (Palm), miejsca
istotne dla utworzenia dimeréw (Dim) (Alderton i wsp., 2001).

Neuronalna izoforma (161 kDa) kodowana jest przez gen zlokalizowany u
cztowieka na 12 chromosomie. Enzym ten wysje gtdwnie w neuronach imdkowego i
obwodowego ukfadu nerwowego, a taki miocytach, komorkach nabtonka w ptucach, w
granulocytach obojetnochtonnych, i in. Lokalizacja wetnakpmorkowa zalena jest od
typu komorki, i tak w neuronach znaleziono zaréwno cytozeloj@k i zwiazang z
btonami forre NNOS. W komaorce nerwowej nNOS (dominuje wariant nN©QSzigki
swojej N-koncowej domenie PDZ tworzy dimer ia#e st z biatkiem szkieletowym
gestoki synaptycznej PSD-95 w bezpednim gsiedztwie receptora NMDA
(Christopherson i wsp., 1999). To funkcjonalne i anatomicznecpehie wyjdnia

efektywnoséi specyficznoséaktywacji nNOS po otwarciu kanatu NMDA i naptywie Ca
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do komoérki. Powstapy NO dyfunduje do cgsci presynaptycznej, gdzie aktywuje cykdaz
guanylanow i zwigksza stzenie cGMP (Boulton i wsp., 1995). Tlenek azotu moz
réwniez powodowa S-nitrozylacg i desensytyzagjreceptora NMDA. Fosforylacja nNOS

w pozycji Sef*’ przez kinazy CaM-zat®e zmniejsza aktywno&@nzymu (Hayashi i wsp.,
1999). Defosforylacja natomiast powoduje aktywaenzymu. nNOS maez wchodzt w
interakcje z licznymi biatkami ggtosci postsynaptycznej, np. z biatkami CAPON, CtBP,
wapniows ATP-az C&'/CaM —zaléna, receptorami adrenergicznymiosf , 01 O1p),
receptorem serotoniny 5-HT2B, receptorem bradykininy (Fang i wsp., 2000; Riefler i
wsp., 2001).

Izoforma érédbtonkowa eNOS (133 kDa) kodowana jest u cziowieka przez gen
znajdupcy sk na 7 chromosomie. Wygiuje gtéwnie w komorkachsrodbtonka
naczyniowego. Bialko to stwierdzagsiakze w neuronach, komorkach nabtonkowych,
kardiomiocytach. Potranslacyjne modyfikacje biatka eNOS degydujkomdrkowej
lokalizacji tego enzymu. Mirystylacja kieruje eNOS do aparatu Golgiego, gdzie zachodzi
palmitylacja, po ktorej eNOS jest kierowany do kaweoli, gdzie wchodzi w interakcje z
kaweolinami 1 i 3. Przgykzenie kaweoliny-1 do reduktazowej domeny eNOS zmniejsza
zdolnos¢wiazania kalmoduliny i dezaktywuje enzym, dysocjacja kompleksu z kaweolinag
1 indukuje aktywagj eNOS. Wrod mechanizméw regulacji aktywrmseNOS znajduje
sie fosforylacja. Wykazano npze przyhczenie grupy fosforanowej w pozycji $&f"*17
przez kinaz serynowo-treoninow Akt/PKB albo PKCe zwicksza, natomiast fosforylacja
Thr*®® przez kinaz APMK lub PKC zmniejsza aktywno&NOS (Dimmeler i wsp., 1999;
Zhang i wsp., 2005). Sugerowangtez mechanizmy regulacji aktywdo eNOS przez
HSP90, w tym zaley i niezaleny od kalmoduliny (Takahashi i Mendelson, 2003) .
Regulacja aktywnad eNOS odbywa sic moz przez oddziatywanie z receptorem
bradykininy B. Przyhczenie wewntzkomorkowej domeny nieaktywnego receptora
bradykininy do eNOS dziata hamuap na aktywnoseNOS (Golser i wsp., 2000). Inne
biatka zaliczajce s&é do kompleksu btonowego eNOS i wchade w interakcje z
enzymem to transporter argininy CAT1, poryna, NOSTRIN, NOSIP, dynamina-2, RAF,
Erk, Akt (Kone i wsp., 2003)

Izoforma indukowana INOS (131 kDa) u cztowieka kodowana jest przez gen
zlokalizowany na chromosomie 17. Wytwarzana jest w makrofagach, astrocytach,
granulocytach obejnochtonnych, neuronach, komoérkachodbtonkowych i mgsni

gtadkich naczi krwionosnych. Kontrola aktywnéci indukowanej izoformy NOS odbywa
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sie¢ gldwnie na poziomie transkrypcji. Istriejednak dodatkowe mechanizmy kontroli.
Biatlko NAP110 (ang. NOS-associated protein-110 kDa) w makrofagach wchodzi w
interakcje z N-koncem iNOS i uniemiozia powstanie dimeru. W neuronach podobnie
dziata kaliryna. Wzrost aktywnog iINOS obserwowano wskutek interakcji z biatkami
Rac-1 i Rac-2. Zmiany aktywnois INOS zaobserwowano tagzwskutek zmienionej
dostpnogi lub stabilndci tetrahydrobiopteryny. Kompleksy iNOS z kaweolikigruja
enzym do degradacji.

Regulacja aktywnad NOS odbywa sic moz na kilku poziomach. Pre-mRNA
NNOS i INOS podlega alternatywnemu sktadaniu, nNOS i eNPEgulowane przez
fosforylacg, eNOS przez acylag] a wszystkie izoformy wchodzw interakcje z
biatkami, np. z kalmodulingkaweoling PDZ, ktore wptywaj na aktywnoé enzymu.
Tlenek azotu w formie wolnego rodnika N@vorzy trwate kompleksy ze zredukowanym
jonem zelazawym (F&) w czsteczce hemu (E&-NO), i w ten sposéb hamuje NOS,
podobnie dziata na inne enzymy zawiecajt form¢ hemu (Cooper, 1999).

W regulacji aktywnogi NOS wana role odgrywaj interakcje z innymi biatkami.
Najwazniejsze znaczenie ma kalmodulina (CaM), wapniowozzreebiatko regulatorowe
0 masie cgsteczkowej 17 kDa. Biatko to, posiada 4 miejscazade C&*, po wysyceniu
ktorych zmienia s konformacja casteczki, co umdiwia interakcje z regulowanym
enzymem. Konstytutywne izoformy NOS wymagajyzszych, nk izoforma indukowana,
stezen C&' do aktywacji przez kalmodulingRoly CaM jest udzial w przenoszeniu
elektronéw. W domenie flawinowej konstytutywnych izoform NOS znajdujézsi. pdla
autohamujca, ktorej dziatanie opieragsna destabilizacji vazania NOS z CaM.

Biatkowy inhibitor nNOS (ang. PIN; protein inhibitor of nNOS) wykazuje
niewielki potencjat inhibicyjny w stosunku do wszystkich izoform NOS, a jego rola
fizjologiczna jest ograniczona do sytuacji, gdy maxystpowa w sSkzeniach znacznie
przewy:szapcych NOS (Hemmens i wsp., 1998). PIN wchodzi w interakcje z N-
koncowym fragmentem feucha NOS. Innym biatkowym inhibitorem, jest cytozolowe
biatko kaliryna, ktore wchodz w interakcje z N-koncowym fragmenteméaicha iNOS
(70-220 aa) uniemdisvia powstanie dimeru (Ratovitski i wsp., 1999).

Biatka szoku cieplnego HSP regylljlOS zar6wno na poziomie ekspresji genu jak
i aktywnogi. Stwierdzono,ze HSP70 zmniejsza ekspresNOS w stanach zapalnych
poprzez zahamowanie aktywmoskinazy IKK i degradacji kB (Chan i wsp., 2004).
Biatko HSP90 uczestniczy w aktywacji eNOS snodbtonku w przypadku dziatania
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czynnika wzrostusrodbtonka naczyniowego (VEGF; vascular endothelial growth factor),
jak rowniez histaminy, bradykininy i sihécinajacej (ang. shear stress) (Garcia-Gardena i
wsp., 1998). HSP90 wraz z CaM/Caiczestniczy w translokacji eNOS do cytozolu, co
umodiwia aktywacg enzymu (Gratton i wsp., 2000). Wykazare, HSP90 zwiksza
aktywnos¢ eNOS poprzez kalmodulino-zatey mechanizm, ktéry uwidaczniagsprzy
niskich stzeniach C4&' i polega na zwkszeniu powinowactwa eNOS do CaM. Ponadto
HSP90 dziata przez mechanizm kalmodulino-niezgleprzy wysokich stzeniach C&',
ktory polega na stymulacji aktywngsreduktazowej eNOS (Takahashi i wsp., 2003).
Interakcja z HSP90 zwksza réwnie produkcg NO' Kkatalizowana przez nNOS.
Wykazanoze HSP90 bezpogdnio hamuje reakcje prowad® do powstania £ (Song i
wsp., 2002). Zredukowanie egsenia Q'~ zwigksza efektywne stenie NO dzieki
zmniejszonemu powstawaniu nadtlenoazotynu.

Biatko wchodace w interakcje z syntaztlenku azotu NOSIP (ang. nitric oxide
synthase-interacting protein) cechujeledlokalizach z NOS. Stwierdzona,e dystrybucja
I ekspresja NOSIP zmieniagsistotnie, w zalenosci od aktywnogi neuronalnej. NOSIP
wchodzi w interakcje z nNOS i eNOS, i hamuje ich aktywnm&ez nieznany dotychczas
mechanizm (Dedio i wsp., 2001;Dreyer i wsp., 2004).
W przypadku INOS w domenie wiiacej kalmodulingznaleziono motyw vaizacy polimer
ADP-rybozy (PAR). Stwierdzono rownigze polimery PAR wiza si¢ z biatkiem iNOS,
jednak wptyw tej modyfikacji na aktywnod$blOS jest nieznany (Pleschke i wsp., 2000).

Tlenek azotu jest zwrotnym przekakiem informacji. Syntetyzowany dyfunduje
swobodnie z agci postsynaptycznej do €xi presynaptycznej zakonaz@erwowych i w
ten sposOb uczestniczy w procesie diugotrwalego wzmocnienia synaptycznego w
hipokampie i dtugotrwatej depresji synaptycznej w oidii. Uwaza sk, ze NO jest
istotnym zwazkiem zaangsowanym w mechanizmy uczenia i pagii Receptorem
tlenku azotu jest cytozolowa cyklaza guanylanowa, ktéra po aktywacji przez NO
katalizuje reakeg syntezy cGMP, ktory jest aktywatorem kinazy biatkowej PKG
(Russwurm i Koesling, 2004; Bellamy i wsp., 2002; Ballou i wsp., 2002) . W ukiadzie
naczyniowym NO powoduje rozkurcz méniéwki scian naczy krwionoinych, hamuje
agregagcj ptytek krwi i adhezj leukocytow. Tlenek azotu meAez modulowa aktywnos¢
tancucha oddechowego, wptywana cykl komérkowy i apopt@z aktywowa& procesy
nitrozylacji i ADP-rybozylacji wielu biatek (Brune i Lapetina, 1989).
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4.1.1. TLENEK AZOTU JAKO WOLNY RODNIK

NO'" jest srednio rozpuszczalny w wodzie (do 2mM w 20°C) (Koppenol, 1998).
Wspotczynnik podziatu 1-oktanol/woda wynosi 6,5, co wskazigepzpuszczalnosslo™
w btonach jest ponad 6 razyeksza nk w wodzie, w zwazku z tym membrany stanoévi
mog rezerwuar NO (Koppenol, 1998). Z gruphemowa cyklazy guanylanowej NO
wiaze sk w skzeniach nanomolarnych. Chozi&dlO" moz reagowé z tlenem, jego czas
poéttrwaniain vivo zdeterminowany jest przez zdolnediazania s¢ z grupami hemowymi,
np. hemoglobiny. Przy steniu NO 10nM i G 10pM czas péttrwania NO wynosi
10Psek, co pozwala na dyfuzjpa odlegtosé26 cm. Jednak z powodu szybkiej reakcji z
hemoglobing czas ten skracaesido 5 sek, co i tak pozwala na pokonanie znacznych
odlegtoci w tkance, gdy btony nieznacznie tylko spowalniaflyfuzje NO'. Szacuje i
ze w mbézgu NO wystepuje w stzeniu od 25nM do okoto 100nM lub nawet 170 nM
(Cherian i wsp., 2000; Ohta i wsp., 1996; Mitchell i Michalis, 1998).
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Rycina 8. Rozkfad elektron6w na orbitalach molekularnychysteczki tlenku azotu
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Tlenek azotu mog wystpowa: jako NO, NO lub NO. Jeeli ma jeden nie
sparowany elektron, jest wolnym rodnikiem (Rycina 8). Jako wolny rodnik jest
stosunkowo stabilny i mato reaktywny, ale rao&#chodzt w reakcje z innymi wolnymi
rodnikami i zalenie od warunkow wykazuje dziatanie pro- lub antyoksydacyjne.

Tlenek azotu wchodzi w reakcg tlenem, dajc wolny rodnik dwutlenek azotu
(NOy), ktory moz reagowa ze zwizkami nienasyconymi, np. kwasami ttuszczowymi,

powodujc ich uszkodzenia (Ryciny 9 i 10).

NO’
O,
05
ONOO— NO, + NO, + H*
+H*+HCO,  |*H’

ONOOH
HCO+NO+OH ™~ »/ \

Rycina 9. Gtowne reakcje tlenku azotu prowade do wzrostu stresu oksydacyjnego w
komoérce (objasienia w tekgie)

W takiej reakcji NQ tworzy rodnik weglowy, gdzie niesparowany elektron jest
zlokalizowany na wglu. Wiekszos¢ rodnikow weglowych szybko reaguje z tlenem giaj

rodniki nadtlenowe, czyli peroksylowe (Rycina 10).

H H H H H H H H

11 I +O I NOT 11
NO;+R—C=C—-R —» R—(iZ—C—R’ —2>R—C|Z—CIZ—R' ﬁR—(IZ—(F—R’

NO, NO, 00" NO, O"
o,

Rycina 10. Przyktadowa reakcja dwutlenku azotu z nienasyconym kwasem tluszczowym
Reakcja dwutlenku azotu z nienasyconym kwasem tluszczowym prowadzi do powstania
kolejno: rodnika wglowego, rodnika peroksylowego i alkoksylowego.
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Rodniki peroksylowe (ROU biora udziat w wielu romych reakcjach i prowadzdo
powstania grup karbonylowych (1), alkoholi i wodoronadtlenkéw (2). dieg ulega
dimeryzacji z innymi rodnikami  peroksylowymi lub z anionorodnikiem

ponadtlenkowym (3).

2RR’CH-O0 - 2RR’C=0 + HO, (1)
2RR'CH-O0 - RR'CH-OH + RR'C=0 + @ )
2 ROJ - ROO-OOR 3)

W roztworach wodnych o obgpym pH NQ' ulega reakcji dysproporcjonowania,
tworzac aniony azotynowy N@ i azotanowy N@. Najbardziej niebezpieczna jest jednak
reakcja NO z anionorodnikiem ponadtlenkowym,’Q jest bardzo szybka i prowadzi do
powstania nadtlenoazotynu (peroksyazotynu) (Saran i wsp., 1990; Crow i Beckman, 1996).
Jego czas pottrwania w okbjym pH wynosi okoto 1 sek., ma on gawosci silnie
utleniapce, reaguje fatwo z grupami tiolowymi i z nienasyconymi kwasami ttuszczowymi.
Ponadto nadtlenoazotyn nitruje reszty tyrozylowe biatek i fatwo reaguje z anionem
wodoroweglanowym HCQ tworzac rodnik wodorowglanowy o wiaciwosciach
utleniapcych. Poniewa skzenie jonu wodorowglanowego w tkankach jest dejzreakcja
ta jest prawdopodobnie istotmgakcy nadtlenoazotynin vivo (Squadrito i Pryor, 1998;
Di Stasi i wsp., 1999). W fizjologicznym pH nadtlenoazotyn jest szybko protonowany,
powstaje kwas nadtlenoazotawy O=0DFOH, ktéry po reararacji tworzy azotan, jako
produkt gtdbwny. Kwestia homolitycznego rozszczepienia, w wyniku ktérego uwalniane
byty by dwa rodniki N@ i OH" nie jest ostatecznie wyjaiona (Merényi i wsp., 1998;
Kissner i wsp., 2003). Metale chelatowane, np. Fe(lll)—EDTA lub CuzZnSOD pow@dowa
mogn heterolityczny rozpad ONOOH na jon nitroniowy NOi OH™ . Anion
nadtlenoazotynowy jest stabilny w zasadowych roztworacheMeagowa z CQ/ HCO;™
tworzac addukt nitrozonadtlenaglan O=N—OOCQ, ktéry moz powodowad nitracg
tyrozyny w biatkach i powstawanie nitrotyrozyny. Nadtlenoazotyn jest bardzo silnym
utleniaczem wywotujcym peroksydagj lipidow nawet w obecri@i lipofilnych
antyoksydantow. Produktamn vitro 3 sprzzone dieny, MDA, nadtlenki lipidowe,
wodorotlenki lipidow, F2-izoprostany, produkty oksysterolowe, adgkodukty nitrowe.
Tlenek azotu nie reaguje bezpednio z grupami tiolowymi, potrzebny jest
akceptor elektronéw, ktérym mehy wiele zwiazkdw, nawet tlen csteczkowy (Butler i
Rhodes, 1997). Powstaje wtedy anionorodnik ponadtlenkowy, co prawatze do
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powstawania nadtlenoazotynu. Tlenek azotu ent@z reagowd z grupami tiolowymi po
przeksztatceniu w bardziej reaktywiforme, np. NOsz lub ONOQO. Rodnik tiolowy RS
moze reagowa bezposednio z NO. Nitrozotiole wykrywa si we krwi np. S-
nitrozoalbumina, nitrozohemoglobina, S-nitrozocysteina. Catkowiggesie RSNO w
surowicy wynosi ok. fiM, i jest to gtdwnie nitrozoalbumina. NQeaguje z glutationem
(GSH) tworac GSNO. W astrogleju $rodbtonku, gdzie stenie GSH (mM) jest kilka
rzedow wielkoLi wyzsze nk. O, °(nM) powstaje wécej GSNO nt ONOQO. Nitrozotiole
mog dziata tak jak tlenek azotu, mogatanowé swego rodzaju ,magazyn” dla NO
GSNO jest 100 razy silniejszym antyoksydantetn @SH (Ruahala i wsp., 1998). GSH
jest produkowany w astrocytach, a N@oze utatwid jego transport do neuronéw.

NO" szybko reaguje z rodnikiem tyrozylowym. Ponieweodniki tyrozylowe
odgrywap wazna role w miejscach aktywnych niektorych enzyméw, np. reduktazy
rybonukleotydéw, reakcja z NOmoz tu d& efekt toksyczny. Nitrotyrozyna mez
powstawa rowniez w reakcji tyrozyny z nadtlenoazotynem;®4 lub NG, (Reiter i wsp.,
2000) .

OH
NO
tyr
N,O, ———
. [O] H
Oz‘ tyr R <
NO,

//'
0 ?
©: 4 zl ~ R

— MPO tyr
H,0,+NO ——— NO!

Rycina 11. Typowe reakcje prowagz do powstawania nitrotyrozyny

Gtownym mechanizmem powstawania nitrotyrozyny jest reakcja z nadtlenoazotynem,
jednak motiwe s; réwniez reakcje tyrozyny z JDs i NO," oraz reakcja rodnika
tyrozylowego z NQi reakcja NQ™ katalizowana przez peroksydazy.

Nitracja tyrozyny moe czasami zaburzdunkcjonowanie szlakéw sygnatowych, jednak
nitrotyrozyna moe podlegad denitracji, taki mechanizm jest obserwowany w

mitochondriach (Koeck i wsp., 2004).
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Reakcja NO z rodnikiem hydroksylowym daje w efekcie HNCBugeruje s, ze
tlenek azotu mag hamowé uszkodzenia wolnorodnikowe powodowane przez metale grup
przegciowych. Ich dziatanie prooksydacyjne wynika z ich katalitycznej roli w reakc;ji
Fentona:

HO, + Fé" > F¢" + OH + OH
Utleniony atom metalu mez by redukowany, i ponownie me wchodzt w reakcg.
Chocia uwaza st powszechnieze powstajcy w tej reakcji rodnik hydroksylowy jest
odpowiedzialny za wkszos$¢ uszkodzé wolnorodnikowych, powstawamog w tej
reakcji rownie addukty [FEOH]*" lub ferryl [Fe=Of", i to one mogdyé¢ odpowiedzialne
za uszkodzenia przypisywane OHDpublikowane niedawno wyniki wskazaujze NO
zmniejsza uszkodzenia wolnorodnikowe wywotane przez reaka@ntona poprzez
interakcje z [Fe=O] (Sharpe i wsp, 2003). Poprzez wygaszanie reakcji
wolnorodnikowych w kwasach nienasyconych ‘N@amuje peroksydag]jipidow.

Decydujce znaczenie dla kierunku dziatania N@ reakcjach wolnorodnikowych
ma stosunek sten NO' i O,"". Nadmiar NO moze czasami chrotiprzed uszkodzeniami
powodowanymi przez ONOO Np. anionorodnik ponadtlenkowy i tlenek azotu, gdy
wystepuja w réwnych stzeniach mog stymulow& peroksydag lipidow poprzez
formowanie ONOQO. Nadmiar NO zmniejsza peroksydagijlipidéw, gdy: wygasza
rodniki peroksylowe i alkoksylowe (Rubbo i wsp., 1995).

4.1.2. ROLA NO W DYSFUNKCJI MITOCHONDRIOW

W stanach zapalnych mitochondria nanm@e g na uszkodzenia ze strony wolnych
rodnikdw produkowanych w dyeh ilosciach. Istotne znaczenie ma tlenek azotu, ktory
bezpogednio lub pokednio, poprzez swoje produkty, rehamowa aktywnosétancucha
oddechowego (Almeida i wsp., 2001).

Dysfunkcg mitochondriow wywotuje NO syntetyzowany przez iNOS oraz
prawdopodobnie przez obecny w mitochondriach mtNOS. Izoforma ta zostata
zdefiniowana na podstawie jej lokalizacji komorkowej. Dotychczasowe obserwacje
dotyczice mtNOS nie gw petni jednoznaczne. Obecnd®OS w mitochondriach mézgu
stwierdzili Bates i wsp. (1995), Riobo i wsp. (2002), Lores-Arnaiz i wsp. (2004). Henrich
i wsp. (2002) obserwowali NOS w bliskimssedztwie mitochondriéw. Badania wskagu;

ze to NNOS lub eNOS jest zaggiany z btonami mitochondrium (Gao i wsp., 2004; Elfering
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I wsp., 2002; Haynes i wsp., 2004). Natomiast Lacza i wsp. (2003, 2004) nie obserwowali
obecnoéi izoform NOS w mitochondriach moézgu. Sugeruje sdwniez istnienie w
mitochondriach innego, oprécz NO%iodta NO (Kozlov i wsp., 1999) Wykazano
obecnos¢ aktywnogi reduktazy azotynowej w mitochondriach w cytochromie bcl w
kompleksie Ill. Proces ten zachodzi w obeanafiocno zredukowanych przemikow
elektron6w, co ma miejsce np. w czasie ischemii. Recykling EKGzotynbw moe
prowadzé do wzrostu sizenia NO i do hamowania oksydazy cytochromowej. Wzrost
stezenia NO przy udziale tego mechanizmu obserwowano np. w patologii niedokrwienne;j
nerki (Okamoto i wsp., 2005). Innym jeszcze enzymatyczagdtem tlenku azotu nie

by¢ oksydoreduktaza ksantynowa. Wykazawne, katalizuje ona redukgjorganicznych

(np. nitrogliceryna) i nieorganicznych azotynéw i azotanéw do tlenku azotu (Millar i wsp.,
1998; Li i wsp., 2004).

Pomijapc kweste zrédta tlenku azotu w mitochondriach, nie mazzaprzeczy
istotnej roli tego zwizku w regulacji i zaburzeniu funkcji tego organellum. W
fizjologicznych warunkach wewatrzkomérkowe sfzenie NO hamuje aktywnosé
mitochondrialnego kompleksu IV wspétzawodniczz O, (Cleeter i wsp., 1994; Brown,
2001; Cadenas i wsp., 2000). Sugerujezéoaktywnosémitochondriéw zalee¢ moze od
wspotczynnika NQO,. Fizjologiczne stzenia NO okoto 200nM i Q okoto 30 uM
powodup, ze aktywnosctancucha oddechowego zahamowana jest tonicznie w okoto 50%.
Wzrost stzenia NO wywotuje zaburzenia funkcji mitochondriéw, ktére obserwowane jest
w starzeniu, w niektérych chorobach neurodegeneracyjnych oraz w niedo-
krwieniu/niedotlenieniu mézgu (Heales i wsp., 1999; Lacza i wsp., 2001). Tlenek azotu,
poprzez zahamowanie kompleksu IV, powoduje ¢kazenie produkcji anionorodnika
ponadtlenkowego, co prowadzi nieuchronnie do powstawania nadtlenoazotynu. Wysokie
stezenia NO i ONOO nieodwracalnie hamgjkompleksy mitochondrialne I, Il, IV i Vi
zmniejszag produkcg ATP (Cadenas i wsp., 2000; Lizasoain i wsp., 1996). Powoduje to
wyciek protonéw, nadprzepuszczalnasiitochondriow i uwalnianie mitochondrialnych
biatek proapoptotycznych (w tym AIF i cytochromu c), i w konsekwencji indukcj
apoptozy (Bustamante i wsp., 2002; Heales i wsp., 1999). Tak apoptoza maz byt
wynikiem nadmiernego hamowania aktywobstancucha oddechowego przez NO

(Kantrow i wsp., 1997).
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Uwaza sk, ze zaburzenia funkcji mitochondriowg $edm z przyczyn uszkodze
naradow w szoku septycznym (Carreras i wsp., 2004). Stwierdzono zmniejszenie
aktywnogi mitochondrialnego kompleksu | i spadekzshia ATP w miocytach u chorych
z objawami posocznicy (Brealey i wsp., 2002). Obserwowano rawmwickszona
produkcg O, i H,O, w mitochondriach, a takzspadek gkenia mitochondrialnego GSH.
Parametry te skorelowanes 2 ostro€ia przebiegu sepsy i z koncowym rezultatem
leczenia. Za zaburzenia bioenergetyczne odpowiadgsgmona produkcja NO(Brealey i
wsp., 2004). Uwza sk, ze gtéwnymzrédiem NO w sepsie jest cytozolowa izoforma
INOS, jednak niedawno stwierdzono aktywno&apniowo zalenej izoformy NOS w
mitochondriach, a ponadto translokadNOS do mitochondriéw (Lisdero i wsp., 2004).
Patologiczne zmiany obserwowane w czasie sepsy wykahuje podobiéastwo do
objawéw genetycznych choréb mitochondrialnych (Carreras i wsp., 2004). W obu
przypadkach obserwuje ¢sizaburzenia a®dkowego ukiadu nerwowego, demencj
konwulsje, psychozy, ataksj Stwierdza & rowniez zaburzenia metaboliczne i
endokrynne takie jak cukrzyca, niedoczynnotgrczycy, kwasica metaboliczna i
mleczanowa.

Mitochondria, pozostajw funkcjonalnym kontakcie z siateczkepdplazmatyczna
i odgrywap istotna role w integracji szlakébw sygnalizacyjnych prowadgch do
zapoczatkowania procesu apoptozy. Uwalnianie do cytoplazmgdamybtonowych biatek
mitochondrialnych (np. cytochromu c, endonukleazy G) prowadzi do aktywacji kaspaz i
fazy wykonawczej apoptozy. Aktywacja apoptozy mmofez przebiegd na szlaku
niezalenym od kaspaz, z udziatem AIF. Tlenek azotwenaptywa& na proces apoptozy
zarowno aktywujco, jak i hamujco (Chung i wsp., 2001). Mezaktywowé& apoptoz np.
poprzez nitrozylag hemu w cytochromie ¢ w mitochondriach (Schonhoff i wsp., 2003).
Ponadto tlenek azotu aktywuje szlak JNK/SAPK i MAPK, gksza aktywnosobogtnej
sfingomielinazy (N-SMazy), enzymu produkoggo ceramid (Zhang i wsp., 2004).
Prooksydacyjne dziatanie NO ktére prowadzi do uszkodie wolnorodnikowych
biomolekut, moz w istotny sposéb przyczydiasic do aktywacji procesow
apoptotycznych. Jednym z produktéw prooksydacyjnego dziatanigedOnitrotyrozyna.
Zhu i wsp. (2004) stwierdzilze procesom apoptotycznym (translokacja AlF, aktywacja
kaspazy-3) w niedotlenionych moézgach towarzyszy obecndgotyrozyny w biatkach.
Tlenek azotu reguluje aktywno&zynnika transkrypcyjnego NiB i w ten sposéb ma

wpltywaé na ekspresj wielu gendw (Katsuyama i wsp., 1998; Colasanti i wsp., 2000,
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Connelly i wsp., 2001). W zataeosci od sytuacji moe powodowa indukcg gendw
kodujacych biatka proapoptotyczne (np. BAX, Fas, {FN'NFa ) lub antyapoptotyczne
(np. MNSOD, FLIP, IAPs, Bcl-2). Tlenek azotu na drodze S-nitrozylacji hamuje kaspazy,
moze tez zwicksza aktywnos¢ antyapoptotycznych biatek, np. Bcl-2, Akt/PKB, HSP70,
HSP32. NO maze tez dziata& antyapoptotycznie poprzez biatka uczestqiezw regulacji
cyklu komoérkowego, kinazy cyklino-zalee (Cdk) i biatko supresorowe p21(cipl/wafl)
(Maejima i wsp., 2003). Ponadto aktywacja cytozolowej cyklazy guanylanowej i produkcja
cGMP w niektérych typach komoérek hamuje uwalnianie cytochromu ¢ z mitochondridw i
produkcg ceramidu.

Tlenek azotu, bezpoddnio i poprzez nadtlenoazotyn, neotegulowa aktywnosé
cyklooksygenaz (COX). Stwierdzonge w stanach zapalnych NGtymuluje wzrost
aktywnogi COX-1, jak rownie wzrost ekspresji COX-2. Uwa sk, ze nadmierna
produkcjia NO moz w ten sposéb zaostizaprzebieg stanu zapalnego, poprzez
zwickszenie produkcji pro-zapalnych prostaglandyn, ktorej towarzyszy powstawanie

reaktywnych form tlenu (Salvemini, 2001).
4.2. ROLA POLIMERAZY POLI(ADP)RYBOZY

Uszkodzenia wolnorodnikowe DNA indukujaktywnos¢ jadrowego enzymu
polimerazy poli(ADP)rybozy-1 (EC 2.4.2.30). Enzym ten mpldo stale powskszapcej
sig rodziny bialek PARP. Analiza genomu cztowieka wykazata obecmsiémnastu
gendéw o wysokim stopniu podolitwa do PARP-1. Dotychczas wykryto jednak tylko 7
biatek z tej rodziny PARP-1, PARP-2, PARP-3, PARP-4 (VPARP), PARP-5a (tankyraza
1; TANK-1), PARP-5b (tankyraza 2; TANK-2) i PARP-7 (TiPARP) (Ame i wsp., 2004;
Nguewa i wsp., 2005). W mozgu za 93% aktywnm@3ARP odpowiedzialny jest PARP-1
(Pieper i wsp., 2000). Enzym ten (113 kDa) kodowany jest u cztowieka na 1 chromosomie.
Jak pokazano na rycinie 12, w strukturze PARP-1 wyitokilka domen, z ktérych
szczegOlnie wane &: domena wjzaca DNA, zawierajca 2 struktury palca cynkowego i
sygnat lokalizacji gdrowej NLS (ang. nuclear localisation sequence) i miejsgeiaci
kaspazy-9 (DEVD), domena automodyfikowana, jedn&ee uczestniczca w
interakcjach biato-biatko dgki motywowi BRCT, i domena katalityczna.
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Rycina 12. Molekularna budowa polimerazy poli(ADP-rybozy)-1

Zaznaczono domemigzqcq DNA, automodyfikowang i katalityczng. Zn — struktura palca
cynkowego, NLS — sekwencja lokalizagdrpwej, BRCT — sekwencja wchgda w
interakcje biatko-biatko, czerwona strzatka wskazuje poice miejsca ecia kaspazy-9
(Ngueva i wsp., 2005, zmodyfikowano).

PARP-1 zlokalizowany jest gtownie wadrze, gdzie w odpowiedzi na jedno- lub
dwuniciowe uszkodzenia DNA katalizuje, jako homodimer, reakcje syntezy polimerow
ADP-rybozy (PAR), uywajac B-NAD™ jako substratu. Akceptorami poli(ADP-rybozy) s
biatka pdrowe, wliczagc w to sam PARP-1, histony, NEB, AP-1, p53, topoizomerazy | i

I, i kinazy DNA-zalezne. PARP-1 uczestniczy w wielu procesachazanych naprawi
utrzymaniem integraln@s DNA (Strosznajder i wsp., 2000, 2003). Wykazano réwnie
udziat PARP-1 w procesach transkrypcji, replikacji, niédwania, kontroli diugasi
telomeréw. Niedawno zasugerowano udziat nPARP-1 w procesachkqgbathigotrwaltej
(Cohen-Armon i wsp., 2004). PARP-1 poprzez poli(ADP-rybozg)adub przez
bezpofednie interakcje wptywa na szereg czynnikdéw transkrypcyjnych (m.inkByF-
p53, AP-2, BMYB, Oct-1, YY-1, TEF-1) i reguluje ekspregjendéw kodujcych m.in.
INOS, ICAM-1, MHC Il (Chiarugi i Moskowitz, 2003). Polimery PAR mpgtuzy¢ jako
zrodto energii dla enzyméw naprawczych DNA, poza tyictehy PAR odcte przez
glikohydrolaz, poli(ADP)rybozy (PARG; EC 3.2.1.143) mg@grzez niekowalencyjne
wigzanie st z biatkami modyfikowa ich aktywnos¢ Stwierdzono réwnie obecnosé
PARP-1 w mitochondriach ((Mosgoeller i wsp., 1996; Du i wsp., 2003). W warunkach
stresu PARP-1 staje ¢siczynnikiem wspotodpowiedzialnym za uszkodzeniamieré
komorki (Endres i wsp., 1998). Nadmiernie aktywowany PARP-1 wyczerpuje komérkowe
zasobyB-NAD", co prowadzi dasmierci komorki. Doktadny mechanizm tego zjawiska
ciagle jest niewyjéniony. Najnowsze prace prowadzone na hodowlach astrocytow i
neuronéw wskazaj na zahamowanie glikolizy wskutek niedobouaNAD™, jako na
ostateczngprzyczyne¢zatamania metabolizmu energetycznego komorki (Ying i wsp., 2002,
2005). Badania prowadzone przez Du i wsp. (2003) na komorkadtiblonka
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naczyniowego wykazaty,ze poli(ADP-rybozylacja) dehydrogenazy gliceraldehydu
fosforanowego (GAPDH; EC 1.2.1.12) prowadzi do zahamowania tego enzymu, aktywacji
NF-kB i zaburzé metabolicznych. PARP-1 przez nieznany dotychczas mechanizm
indukuje apoptog niezalena od kaspaz, na drodze translokacji mitochondrialnego
czynnika indukujcego apoptoze (AIF) dagra (Yu i wsp., 2002). Zasugerowano rovenie
interakcje PARP-1 z antyapoptotycznym szlakiem PI3-kinazy i Akt/PKB (Veres i wsp.,
2003; Veres i wsp., 2004). \ietle najnowszych badaPARP-1 jawi si jako jeden z
wazniejszych uczestnikbw procesow prowackzch dosmierci neuronéw. Udziat PARP-1

w procesach obumierania komorek stwierdzono w warunkach hipoksiji, hiperglikemii,
toksycznogi NMDA, kwasu kainowego, cynku, amoniaku (Szabo i wsp., 1997; Endres i
wsp., 1998; Strosznajder i wsp., 2003, 2005). W warunkach szoku septyczrdgaRét-

1 badano w nagglach obwodowych, podobnie w miejscowych stanach zapalnych, jednak
dotychczas nie poeljo proby zbadania roli PARP-1 w procesach indukowanych w moézgu

w systemowym stanie zapalnym (Veres i wsp., 2003).
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lll. ZALO ZENIA | CEL PRACY

Stres wolnorodnikowy jest nieagtiznym elementem wielu ostrych i przewlektych
chorob uktadu nerwowego. Szczegolnie istotne znaczenie odgrywa w stanach zapalnych, w
ktorych wolne rodniki produkowanea sv celu eliminacji patogenéw. Zbyt silna lub
diugotrwata aktywacja systemu immunologicznego we wsiEzseptycznym maez by
niebezpieczna dla organizmu. Stres oksydacyjny jest zoyotz zjawiskiem w
przewlektych stanach zapalnych, w tym w chorobach neurodegeneracyjnych np. w
chorobie Alzheimera i Parkinsona. Uszkodzenia wolnorodnikowe obserwowane \8
okresie reperfuzji po niedokrwieniu mézgu. Sepsa, chegna medycynie od wiekow,
ciagle jest powanym wyzwaniem dla badaczy i lekarzy klinicystow. Jest piegwsz
przyczyna zgondw na oddziatach intensywnej terapii. Okoto 60 % przypadkow
septycznych stanowizakaenia bakteriami gram-ujemnymi, gdzie wrodzona odpowiedz
uktadu immunologicznego na zalemie wzbudzana jest przez lipopolisacharyd
(endotoksyna; LPS), sktadnidciany komorkowej bakterii. W czasie sepsy odpowiedz
immunologiczna wymyka e&i czgsto spod kontroli i prowadzi do uszkodzenia wielu
narzdoéw oraz czsto dosmierci.

Do dnia dzisiejszego nie udato ¢sipozn& wszystkich mechanizmow
odpowiedzialnych za rozwdj sepsy, ani opracowapetni skutecznej metody leczenia.
Kluczows role w tej patologii przypisuje sitlenkowi azotu (NO), ktéry produkowany jest
w duzych ilosciach przez aktywne komorki uktadu odporciosvego. Nadmierna synteza
NO" moz prowadz do uszkodz& wolnorodnikowych, w tym do zaburzenetabolizmu
energetycznego w wyniku hamowania procesu glikolizyicdgha oddechowego. Uwem
sie, ze za wytwarzanie dyzh ilosci NO odpowiedzialna jest indukowana izoforma
syntazy tlenku azotu (iNOS) obecna nie tylko w komérkach krwi (makrofagach,
granulocytach obejnochtonnych), ale talez w komorkach mikrogleju, astrocytach i
neuronach moézgu. Niedawno odkryto jedna&, w czasie wstgsu septycznego mez
dochodzt do zaburzé uktadu glutaminianergicznego i uszkoflzg/totoksycznych mézgu
poprzez aktywagj konstytutywnych izoform NOS (cNOS). Do chwili obecnej niewiele
jednak wiadomo o udziale cNOS w stanach zapalnych wywotanych przez LPS.

Istotna role w sekwencji zdarze molekularnych prowadzych do obumierania
komorek we wstrgsie endotoksycznym i w innych stanach zapalnych przypisgje si

polimerazie poli(ADP-rybozy)-1 (PARP-1). Enzym ten nadmiernie aktywowany w
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wypadku masywnego wolnorodnikowego uszkodzenia DNA emalbprowadz do
zuzycia komorkowych zapaso@-NAD™ i ATP. W wyniku tych proceséw dochodzi do
obnizenia potencjalu btonowego mitochondridow, uwalniania AIF i indukcji apoptozy,
ktéra moz przebiega na szlaku niezamym od kaspaz. PARP-1 m® wplywa na
procesy zapalne rowrriepoprzez interakejz czynnikami transkrypcyjnymi NkB, p53,
AP-2, B-MYB, Oct-1, YY-1, TEF-1. W ten sposéb PARP-1 wptywa na regulkakgpresji
genu dla iINOS oraz ekspresji innych biatek pro- i antyoksydacyjnych, orazaawch z
produkcp cytokin. Poniewa moézg istotnie reguluje odpowiedinmunologiczng wazne

jest poznanie roli NOS i PARP-1 w mechanizmie uszkodzenia komorek mozgu w

warunkach stresu oksydacyjnego wywotanego LPS.
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Rycina 13. Procesy molekularne tigce przedmiotem analizy niniejszej pracy
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W niniejszej pracy do aktywacji reakcji immunologiczneywano LPS, ktory
podawano dootrzewnowo. LPS powoduje aktywagjodzonych mechanizméw reakcji
immunologicznej za poédnictwem receptoréw btonowych TLR4. Reakcja tagldzemu
ze jest niezakena od produkcji przeciwciat, jest bardzo szybka. Bavak, ze obecny w
naradach obwodowych LPS mezoddziatywd na mozg dwiema gtdwnymi drogami.
Aktywacja komorek uktadu odporncibwego w nargdach obwodowych prowadzi do
produkcji cytokin, ktére mag nastpnie wptywa na procesy zachoalze w komorkach
mobzgu. LPS maz oddziatywé rowniez poprzez wptyw na obwodowy ukiad nerwowy.
LPS ma utrudniony dogt do komérek parenchymy catlego moézgu w przypadku
zachowanej bariery krew-mdézg. Badania ostatnich lat wykazaly jedrmeakyysokie
stezenia LPS mog uszkadza bariek krew-mozg, co umdiwia naciek leukocytow i
dyfuzje LPS do mézgu. Udowodniono réwnjeze receptory TLR4 zlokalizowane w
parenchymie mézguaspobudzane przez podany systemowo LPS. Wobec isaeyo,
bardzo istotne jest zbadanie znaczenia beeposego dziatania wysokichegen LPS na
komorki srédbtonka naczyniowego oraz poznanie mechanizmu uszkéadreorek moézgu
w wyniku systemowego stanu zapalnego wywotanego dootrzewnowym podaniem LPS.
Celem niniejszej pracy jest analiza znaczenia tlenku azotu w stresie
wolnorodnikowym wywotanym podaniem LPS. Badania szczegoétowe dptycz
1. Udziatu tlenku azotu w bezpednich i pogednich mechanizmach dziatania LPS na
komorki ¥6dbtonka naczyniowego in vitro;

2. Indukcji degeneracji neuronéw w mdzgu przez systemowy stan zapalny;

3. Ekspresji i aktywnasi poszczegolnych izoform NOS (nNOS, iINOS i eNOS) w mozgu
po podaniu LPS;

4. Znaczenia NO w uszkodzeniach wolnorodnikowych makromolekut, stanu
energetycznego komorek i aktywacji proceséw apoptotycznych po podaniu LPS;

5. Udzialu PARP w analizowanym modelu eksperymentalnym.
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1. Materiat doswiadczalny

W badaniachn vivo uzywano dorostych myszy o masie ciata ok. 20-25g szczepu
C57BL6 Zwierzta pochodzityz hodowli prowadzonej w IMDIK PAN, w Warszawie
Zwierzgta hodowano w warunkach stabilnej temperatury, wilgatnd diety. Po
rozpoczciu eksperymentu zwiegla przetrzymywano w odpowiednich warunkach przez
okres podany w opisie dafadcze. Zwierzta byly traktowane zgodnie z zasadami prawa
etycznego CMDiIK PAN zgodnego z Konwendiuropejska Zezwolenie na wykonanie
doswiadczeé wydata | Lokalna Komisja Etyczna do Spraw Bwgdczeé na Zwierztach,
Instytut Biologii Dodiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, Warszawa.

Do bada wiasciwosci antyoksydacyjnych inhibitorbw PARP w homogenacie
mozgu ugywano dorostych szczuréw-samcOw stada Wistar z hodowli prowadzonej w
IMDIK PAN, w Warszawie w wieku 3 miegty o masie ciata okoto 200-250g. Zwieta
hodowano w warunkach stabilnej temperatury, wilgathodiety.

Badaniain vitro prowadzono w hodowli komoérekodbtonka zzyty pepowinowej
HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells), pochadych z Zakladu Hematologii
Centrum Medycznego Uniwersytetu w Utrechcie, Holandia.

Granulocyty obajtnochtonne izolowano z ludzkiej krwi pochegzj od zdrowych

wolontariuszy.

2. Przygotowanie materiatu do do&iadczen i analiz

2.1. Przygotowanie materiatu z pétkul moézgu do oznacaeiochemicznych

Wyjsciowym materiatem do badabyly poétkule mdzgu dorostych myszy. Zwieta
dekapitowano, btyskawicznie zameamo cate gtowy w cieklym azocie i przechowywano w
temperaturze -80°C. Z zamatych gtow wydobywano moézg, izolowano potkule i
rozcierano na proszek w kontakcie z ciektym azotem. Proszekamd do analiz.

2.2. Otrzymywanie homogenatu z mozgu i frakcji podkomoérkowych

Zwierzeta dekapitowano, btyskawicznie schtadzano glow w temperaturze +4°C
wydobywano maozg, usuwano naczynia krwiém® i substanej biak, izolowano kog¢
mozgu, modzek, srodmoézgowie wraz z miedzymozgowiem albo istotzarna
Bezpogednio po izolacji tkankgnerwows uzywano do przygotowania homogenatu lub
frakcji podkomorkowych wg metody opisanej przez Zhanga i wsp., 2002. Tkanke
homogenizowano w 20 mM buforze HEPES-KOH pH 7,5 uzupetnionym 10 mM KClI, 1,5
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mM MgCl,, 1ImM EDTA, 1mM EGTA, 1mM DTT, 0,25M sacharpa mieszanina
inhibitorow proteaz Complete (Roche Diagnostics GmbH). Homogenat (10% w/v) z
poszczegoblnych gici mdézgu wirowano 5 min 50@xw 4°C. Osad P1, zawiesay frakci
jadrowa, zawieszano w buforze lizigym o skfadzie 0,1 M NaCl, 10 mM Tris-HCI, 0,1
mM EDTA, 10 mM DTT inhibitory proteaz inkubowano w lodzie przez 15 min. Nastepnie
wirowano 20 min 16000x i supernatant zawiergjy biatka pdrowe zamrzano do
dalszego wykorzystania. Supernatant z pierwszego wirowania S1 poddagoneast
wirowaniu 20 min 10000xg. Osad uywany byt jako frakcja mitochondrialna, a
supernatant jako frakcja cytozolowa.

2.3. lzolacja granulocytéw obogtnochtonnych.

Swiezo pobranakrew od zdrowych wolontariuszy rozéEzano dwukrotnie buforem
Hanks’a, naktadano delikatnie na powierzehHistopaque 1083, odwirowywano 40 min
1000 x g w temperaturze pokojowej w celu rozdzielenia frakcji komérek krwi. Osad
sktadajcy sk z granulocytéw obeinochtonnych i erytrocytéw poddawano dziataniu 15
objetosci NH,Cl (155 mM) przez 30 min. w +4°C w celu wywotania lizy erytrocytow.
Granulocyty osadzano na dnie probowki przez wirowanie przez 15 min 350 g w +4°C, a
nastpnie przeptukiwano dwukrotnie buforem Hanks’a. Granulocyty zawieszono w

buforze Hanks’a i zliczano w komorze Thoma (Draper i Hammock, 1999).

3. Modele stresu oksydacyjnego

3.1. Model stresu oksydacyjnego wywotanego LPS in vivo

Stres wolnorodnikowy w mozgu myszy wywotywano przez dootrzewnaviekcje
lipopolisacharydu w dawce 1 mg/kg masy ciata (LPS; otrzymdaycli serotyp 055:B5;
toksycznos$¢15000000 j./mg). Grupie kontrolnej podano dootrzewnowo sél fizjologiczna
Zwierzeta dekapitowano w czasie 3-48 godz. podania LPS, materiat przygotowywano
zgodnie z planowanymi oznaczeniami.

3.2. Model stresu oksydacyjnego in vitro

3.2.1. Model stresu oksydacyjnego wywotanego LPS w hodowli komérek&dbtonka
Komorki srédbtonka (HUVEC) namriane byly na szalkach pokrytych fibronektyma
medium EBM-2 uzupetnionym 2% FBS oraz czynnikami wzrostowymi, antybiotykami i
hormonami (hydrokortyzorhFGF-B, VEGF, RIGF-1, kwas askorbinowy, hEGF, GA-
1000, heparyna, penicylina (100 jednostek/ml), streptomycyna (100 pg/misbscgok.
90%, a naspnie poddawano dziataniu LPS (otrzyman¥.zcoli serotyp 055:B5; 0-100
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pug/ml) przez okres do 48 godz. Maksymalnezehie LPS ustalono na podstawie

wstepnych eksperymentéw, w ktérych przyjmowano indgkadgspresji cyklooksygenazy-

2 jako wskanika specyficznego dziatania LPS na komdégkbdbtonka. W badaniach

uzywano paszy od drugiego do ptego.

3.2.2. Model stresu oksydacyjnego wywotanego dziataniem aktywowanych

granulocytow w hodowli komérek §6dbtonka.

Dla wywotania stresu oksydacyjnego w hodowli komérek HUVEC badania prowadzono w

medium (Serum Free Medium-Gibco BRL) bez dodatku surowicy dgmscia gstosi

okoto 80%. W badaniach ywano pasay od 2 do 5. Komoérki ptukano dwukrotnie PBS-

em i inkubowano w buforze Hanks’a zawie@m 6 uM TyrFluo, 10 mM Tris pH 7,5 i

inhibitory proteaz Stres oksydacyjny byt wywotywany przez podanie do inkubaciji:

a) granulocytéw obajtnochtonnych (3,3« 10° komérek/ml) aktywowanych przez ester
forbolu (PMA; 2ug/ml);

b) H20, (100 pM);

¢) HRP/HO; (4 mU/mlI HRP i 10 M H,0,).

Inkubacg prowadzono przez 15 min w 37°C. Naczynie z hoddwto w czasie inkubacji

delikatnie kotysane, aby nie domits do adhezji granulocytéw do koméréidédbtonka. W

niektérych eksperymentach dodawano donora tlenku azotu DEANO (0-1 mM).

Ponadto badano oksydaagzogennej L-tyrozyny w uktadzie chemicznym, bez udziatu

materiatu biologicznego. L-tyrozgn(0,5 mM) inkubowano w buforze PBS delikatnie

mieszajc. Stres oksydacyjny byt indukowany przez:

a) granulocyty obatnochtonne (3,3x 10° komoérek/ml) aktywowane przez PMA (2

ng/mi);

b) HRP/HO, (4 mU/ml HRP i 10 (M H,0.);

c) CuSQ (25uM) i H,0,(10 mM).

Inkubacg prowadzono w 37°C przez 20 min.

3.2.3. Model stresu oksydacyjnego wywotanego jonami metali ¥ei Cu®* w

homogenacie mézgu

Do bada uzywano homogenatu z pétkul mézgowych szczura (5mg biatka/ml)

przygotowanego w 50 mM Tris-HCI pH 7,4. Stres oksydacyjny wywotywano giladaj

a) FeC} (25 pM) i kwas askorbinowy (1QM);

b) CuSQ (25 uM) i H20, (10 mM).
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Homogenat inkubowano w obecwosbadanych zwizkéw 15 min. w 37°C i
analizowano produkty reakcji wolnorodnikowych.

Ponadto reakcje z wudzialem rodnika hydroksylowego badano w ukiadzie
chemicznym, bez udzialu materialu biologicznego. Do wychwytu rodnikéw
hydroksylowych powstagych w reakcji Fentona yto kwasup-hydroksybenzoesowego
(Ryc. 14). Mieszaningawierajca kwas askorbinowy (2 mM), Feg£0,5 mM), kwas p-
hydroksybenzoesowyp{HBA; 1mM) w 50 mM buforze fosforanowym o pH 7,4
inkubowano 30 sekund w 37°C, ngmstie dodawano 1 mM #D,, i ponownie inkubowano
1 min w 37°C w obecnea$ badanego zweku (1-300 mM). Reakgj zatrzymywano
dodaniem 2 mM DMSO 1 0,2 mM desferoksyaminy (Czapski i wsp., 2004).

COOH COOH
p-HBA 3,4-DHBA
B 3,4-DHBA

[AU]

|
AN

O 2 4 6 8 10 12 14 16 18
T (min)

Rycina 14. Zasada dziatania putapki spinowej
A) Reakcja addycji rodnika hydroksylowego do kwasu p-hydroksybenzoesowego (p-HBA)
prowadzi do powstania kwasu 3,4-dihydroksybenzoesowego (3,4-DHBA), kt@ybyhoz
nasepnie  wykrywany metodami elektrochemicznymi; B) Przyktadowy zapis
chromatograficzny eksperymentu badania antyoksydacyjnychciwta€i DHIQ za
pomog putapki spinowe;.
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4. Farmakologiczne modyfikacje reakcji mézgu na stres oksydacyjny wywotany
LPS.
A B
MH '3‘:‘:.“{’[:
o L COOH N
H H/\‘/HKNHz IN
NNLA 7-nitroindazol

C D

e |
\N/I‘\l NH, CHa
H * 2HCI

1400W MK-801

C—NH,

NH,

3-aminobenzamid

Rycina 15. Wzory chemiczne zigkow gywanych w eksperymentach

W badaniach wte byly nastpujace zwnzki, zgodnie z literatar (Reif i wsp., 1995, 2000;

Rankin i wsp., 1989):

a) NC-nitro-L-arginina (NNLA; 30 mg/kg; podany dootrzewnowo) - inhibitor cNOS,
moze hamowa rowniez INOS, jednak o wiele stabiej (kgdla nNOS wynosi 0,3M,
dla eNOS 0,uM, dla iNOS 6 M);

b) 7-nitroindazol (7-NI; 25 mg/kg; podany dootrzewnowo) - inhibitor nNOSy IG@la
NNOS wynosi 1,JuM, dla eNOS 14,8M, dla iINOS 9|M;

c) N-(3-Aminometylo)benzyloacetamidyna (1400W; 5mg/kg) - inhibitor INOSy la
NNOS wynosi 7,31M, dla eNOS 100QM, dla iNOS 0,23 M;
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d) maleinian dizocylpiny (MK-801; 1 mg/kg; podany dootrzewnowo)
e) 3-aminobenzamid (3-AB; 30mg/kg; podany dootrzewnowo) - inhibitor PARR, IC
wynosi 5,4uM;

5. Metody biochemiczne oznaczania aktywnokenzymoéw

5.1. Oznaczanie aktywnasi syntazy tlenku azotu

Aktywnos¢ syntazy NO oznaczano poprzez pomiar radioaktywr&f][-cytruliny
powstajicej w ekwimolowych ilogiach z NO, ze znakowanej*C]L-argininy w reakgcji
katalizowanej przez syntalNO w obecnogi kofatorow wg metody opisanej przez Bredta

i Snydera (1990), i zmodyfikowanej przez Chalimoniuk i Strosznajder (1998).

Tkanke nerwowa homogenizowano w buforze 50 mM Tris pH 7,4 zawigan 0,32 M
sacharogz i inhibitory proteaz, homogenat (30§ biatka) inkubowano wsrodowisku
zawierajcym 100pM [*C]L-argining (0,1 uCi), 1 mM NADPH, 15uM FAD, 10 pM
tetrahydrobiopteryen (H4sB), 1 puM kalmoduling w buforze 50 mM Tris pH 7.4
zawierajcym 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 2 mM CaGw koncowej obgtosci 300pl. Préby
zerowe nie zawieraly biatka. Inkubagprowadzono 30 min w 37°C. Naphie reakai
przerywano przez dodanie 1ml zimnego buforu 100mM Tris z 10mM EGTA, pH 55 i
mieszaningwirowano 3000 x g przez 10 min. 1 ml nacdau naktadano na kolumng
chromatograficznavypetniona500 mg Dowexu AG 50W-X8 (w formie Ngi eluowano 2

ml H,O. 1 ml eluatu mieszano z 8 ml plynu scyntylacyjnego Braya i mierzono
radioaktywnos¢[**C]L-cytruliny. llos¢ powstagcej radioaktywnej L-cytruliny w wyniku
reakcji NOS-u obliczano odejmag radioaktywnos¢ proby zerowej. Do pomiaru
aktywnogi poszczegolnych izoform NOS yurano specyficznych inhibitoréw.

5.2.  Analiza aktywnogi kaspazy-3

Analiza aktywnogi kaspazy-3 przeprowadzona byla metdldprymetrycznaz uzyciem
zestawu CASP-3-F firmy Sigma. Metoda wykorzystuje pseudosubstrat acetylo-Asp-Glu-
Val-Asp-7-amido-4-metylokumaryn(Ac-DEVD-AMC; odwzorowujcy miejsce gicia w
PARP: Asp-Glu-Val-Asp) i specyficzny inhibitor kaspazy-3 (Ac-DEVD-CHO)
(Thornberry, 1994). Cytozol przygotowywano poprzez homogerizkanki nerwowej w
buforze lizupcym (2,5 mM CHAPS, 2,5 mM DTT, 25 mM HEPES pH 7,4) 15-minutow
inkubacg w lodzie i wirowanie 14000 x g 15 min. Supernatant (okoto @@0biatka)
inkubowany byt 120 min. w obecnd$ Ac-DEVD-AMC (16,66 uM) w roztworze
zawierajcym 5 mM DTT, 2 mM EDTA, 0,1% CHAPS, 20 mM HEPES pH 7,4 w
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temperaturze pokojowej. Rownolegle z protdana wykonywano oznaczenie w
obecnogi inhibitora kaspazy 3 (Ac-DEVD-CHO; 2uM). Pomiar stzenia
fluorescencyjnego produktu uwolnionego w wyniku reakcji katalizowanej przez ka3paz
(7-amido-4-metylokumaryna) przeprowadzony byt po zakonczonej inkubacji za pomoc
spektrofluorymetru Perkin-Elmer LS-50B przy diugosali pobudzajcej Ex: 360 nm i
emitowanej Em: 460 nm. Aktywnoskaspazy 3 wyliczana byta na podstawie krzywej
wzorcowej AMC.
5.3. Oznaczanie aktywnosi polimerazy poli(ADP-rybozy) metody
immunochemiczm
Aktywnos¢  polimerazy  poli(ADP-rybozy) analizowano miecz metodami
immunochemicznymi ilos¢ produktu reakcji, poli(ADP-rybozy), powsigpej podczas
inkubaciji biatka w obecna$ B-NAD®. Tkanke nerwowy, homogenizowano w buforze
zawierajcym 10 mM Tris-HCI pH 7,4, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, g# p-
APMSF i 0,25 M sacharez Tak przygotowana probkinkubowano 1 min w 37°C w
obecnogi 100 mM Tris-HCI pH 8,0, 10 mM Mggl 5 mM DTT, i 0,2 mMB-NAD".
Probe slepa wykonywano bez dodawaniB-NAD®. Po zakonczonej inkubacji probki
schtadzano w lodzie, biatka denaturowano 5 min w 95°C. Biatka rozdzielano wzgki %
poliakrylamidowym a nagpnie przenoszono na btomgitrocelulozow i poddawano
immunodetekciji.
6. Metody biochemiczne i chromatograficzne
6.1. Analiza produktow oksydacji kwasu p-hydroksybenzoesowego
Stezenie kwasu 3,4-dihydroksybenzoesowego w prébce analizowano za gomoc
wysokocknieniowej chromatografii cieczowej. Po zakonczonej inkubacji prébki
filtrowano i analizowano chromatograficznie, ywajac kolumny TSK-GEL SCX i
detekcji elektrochemicznej (+0,6 V). Faza ruchoma sktadata $0% acetonitrylu, 1mM
H,SOy, 1mM KCI, 0,125mM EDTA.
6.2.  Analiza dityrozyny- produktu oksydacji exogennej L-tyrozyny
Oksydacja casteczek L-tyrozyny prowadzi do powstania rodnikow tyrozylowych, ktore
reagujc ze sobatworza produkt o wlasnadiach fluorescencyjnych — dityrozyriRkycina
16). L-tyrozyre inkubowano w buforze PBS w temperaturze 37°C przez 30 mizerge
powstajicej dityrozyny badano przez pomiar fluorescenij( 325 nm,Agm: 405 nm)

przy uzciu spektrofluorymetru Perkin-Elmer LS-50B.
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6.3. Badanie oksydacji biatek komoéreksrodbtonka naczyniowego (HUVEC) w
hodowli przy uzyciu sondy fluorescencyjnej TyrFluo

Do badania oksydaciji biatek wewtrz- i zewndrzkomoérkowych HUVEC uywano sondy
TyrFluo. W warunkach stresu oksydacyjnegmsteczka TyrFluo staje giwolnym
rodnikiem, i tworac mostki dityrozynowe, reaguje z rodnikami tyrozylowymi biatek,
wyznakowujc tym samym uszkodzone biatka. Detekcja Il jest dzeki wchodzce)

w skitad TyrFluo fluoresceinie.

A 5-karboksyamid fluoresceiny
4 I
HO o\/ @)
= —
\/COOH
| =
|[>|I—|-|—(CH2)4NH
O O
OH
\ N J
Y Y
tyramina kwas heksanowy
OH [ o o) o) o ] OH OH
B
A, of Nef e _. 0
R | R R R R R R

Rycina 16. Chemiczna struktura TyrFluo i zasada powstawania rodnika tyrozylowego i
dityrozyny

A) Struktura amidu tyraminy i kwasu 6-(fluoresceino-5-karboksyamido)heksanowego.
Poniewaz TyrFluo jest mieszaning izomeréw, w skiad TyrFluo wchodzi réwaeid
tyraminy i kwasu 6-(fluoresceino-6-karboksyamido)heksanowego. B) Wskutek oderwania
atomu wodoru z gateczki tyrozyny (lub tyraminy) pojawiae siiesparowany elektron i
dochodzi do powstania mostku dityrozynowego.
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6.3.1. Synteza sondy TyrFluo

Sonda fluorescencyjna TyrFluo (TyrFluo) ywana do badania oksydacji biatek byta
syntezowana wg metody opisanej przez van der Vliesa (2001). Ester sukcynoimidowy 6-
(fluoresceino—5-(lub-6)-karboksyamido)kwasu heksanowego (1mg) bytaprayty do
grupy aminowej tyraminy (3 mg) w czasie 2 godz. inkubacji w temperaturze pokojowej w
srodowisku metanolu z bicyn(200 mM), pH 8.5. Po inkubacji TyrFluo ekstrahowano
przez dodanie mieszaniny chloroform / metanol / 25% amoniak (2/1/0,5 v/viv). TyrFluo
przechodzito do fazy organicznej, a nieprzereagowana tyramina pozostawata w fazie
wodnej. Po wysuszeniu pndiowym za pomog Rotofapora-R, TyrFluo rozpuszczano w
PBS-ie. Do badania oksydacji biatek wesrmkomérkowych ugwano acetylowanej
pochodnej TyrFluo- acetylTyrFluo. AcetylacfyrFluo (10mM) przeprowadzano w 50
tetrahydrofuranu w obecncis 0,2 mg 4-(dimetyloamino)-pirydyny i 3 puL bezwodnika
octowego. Po zakonczeniu reakdivadczy o tym utratadttego zabarwienia roztworu)
dodawano etanol w celu eliminacji nadmiaru bezwodnika octowegerse TyrFluo w
roztworze okr&lano spektrofotometrycznie przy dlugosfali 495 nm (molowy
wsp6tczynnik absorbcji wynosi 74000 mY). Sondeprzechowywano w - 80°C.

6.3.2. Badanie oksydacji biatek zewgtrz- i wewnatrzkomérkowych HUVEC

Dla okrelenia oksydacji biatek zewirgkomérkowych, hodowd komoérek HUVEC
prowadzono w medium (Gibco BRL) bez dodatku surowicy degosicia g:stosi okoto

90 %. Komorki ptukano dwukrotnie PBS-em i inkubowano przez 15 min w 37°C w
buforze Hanks’a zawierggym 6 pM TyrFluo, 10 mM Tris pH 7,5 i inhibitory proteaz
Stres oksydacyjny byt generowany przez dodanie do inkubacji: granulocytéw
obojtnochtonnych (3,3 x TOkomérek/ml) aktywowanych przez ester forbolu (PMA;

2 pg/ml), H,O, (100uM) i HRP/HO, (4 mU/mI HRP i 10M H,0,). Naczynie z hodowl

bytlo w czasie inkubacji delikatnie kotysane, aby nie dogudo adhezji granulocytéw do
komorek srodbtonka. W niektérych eksperymentach dodawano donora tlenku azotu
DEANO (0-1 mM) (Rycina 17). Po inkubacji usuwano medium, i komorki HUVEC
ptukano dwukrotnie PBS-em w celu usggia granulocytow, po czym dodano lizcggo
roztworu do przygotowywania probek (62,5 mM Tris-HCl o pH 6,8, 10% glicerol, 2%
SDS, 1,59%3-merkaptoetanol oraz 0,05%ckit bromofenolu) i denaturowano biatka przez
ogrzewanie w 95°C przez 5 min. Biatka rozdzielano w 1@e¥% poliakrylamidowym a

nastpnie przenoszono na btonérocelulozow i poddawano immunodetekciji.
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Rycina 17. Zasada dziatania donora tlenku azotu DEANO

A) Budowa czsteczki DEANO (sol sodowa) B) DEANO w roztworze o pH 7,4
spontanicznie dysocjuje twaz dwie czsteczki NO i jedng eateczk dietylaminy. T,
DEANO wynosi 2,1 min (Keefer i wsp., 1996).

Dla okrelenia oksydacji biatek wewnatrzkomérkowych, komorki byty
preinkubowane w obecnasacetylTyrFluo (6uM) w buforze Hanks’a uzupetnionym 10
mM Tris HCI pH 7,5 w 37°C for 5 min. Po usgoiu nadmiaru sondy, ktory nie przenikna
do komorek, przez dwukrotne ptukanie PBS-em, komorki traktowano jak opisano
powyzej. W eksperymentach w ktérychywano HO, (100uM) lub HRP/HO; (4 mU/ml
HRP i 100 M H,0,) katalaza (250 U/ml) byta y#wa do negatywnej kontroli.

6.4. Oznaczanie zawartas grup karbonylowych w biatkach.

Stezenie grup karbonylowych w biatkach badane byto meta&diorymetryczng po
derywatyzacji dinitrofenylohydrazyn@DNPH) (Olivier i wsp., 1987). Biatka w badanej
prébce (co najmniej 1mg biatka) wytano z homogenatu przez dodanie rownegtokgi

20% zimnego kwasu trojchlorooctowego (TCA), wpeie osadzano na dnie probowki
przez wirowanie 15 min 10000 x g, po czym rozpuszczano je w 0,5 ml roztworu 10 mM
DNPH w 2M HCI. Dla kadej prébki wykonana byta réwnolegle kontrola bez DNPH. Po
60 min. inkubacji w temperaturze pokojowej biatka bylty ponownie yegine 20% TCA |
probki trzykrotnie przeptukiwano 1 ml mieszaniny etanol : octan etylu (1:1) w celu
usungcia nieprzereagowanego DNPH. Osad rozpuszczano w roztworze 6 M guanidyny w

2 M HCI, po czym mierzono absorbaggprzy 370 nm za pomacspektrofotometru
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Shimadzu UV-1202. 8tenie grup karbonylowych wyliczano na podstawie molowego
czynnika absorpcji, ktéry wynosi 22000 %em'™.

6.5. Analiza oksydacji lipidow przez pomiar sezenia dialdehydu malonylowego i
innych produktow wolnorodnikowego uszkodzenia lipidow reagpgh z kwasem
tiobarbiturowym (TBARS). Zwjzki te mierzone byly wg Asakawy i Matsushite, 1980. Do
1 ml 10% homogenatu dodawano 1 ml 30% kwasu tréjchlorooctowego, 0,1 ml 5M HCI, 1
ml 0,75% kwasu tiobarbiturowego rozpuszczonego w 0,1M NaOH, ogrzewano preparat w
10°C przez 15 minut, wirowano 10 minut 1500 x g, i mierzono absprEzjaczu przy
diugogi fali 535 nm przy uyciu spektrofotometru Shimadzu UV-1202¢&inie TBARS
wyliczano na podstawie krzywej standardowej.

6.6. Oznaczanie gtzenia p-NAD"

Stezenie NAD' bylo oznaczane metg@nzymatyczngpisanaprzez Nisselbauma i Greena
(1969) z modyfikacjami Sterna i wsp. (2002). W stosowanej metggkNAD™ jest
wykorzystywany jako koenzym dla dehydrogena#oholowej (ADH), a powstagy w

tej reakcji NADH redukuje za poddnictwem metasiarczanu fenazyny (phenazine
methosulphate-PMS) kit tiazolowy (MTT), i daje barwny formazan. Szybka&dukciji
biekitu tiazolowego jest proporcjonalna dezsniaf-NAD* w prébce. W celu oznaczenia
wytacznie utlenionej formyB-NAD" tkanke nerwowg w postaci proszku azotowego (20
mg) homogenizowano w 0,5 ml 0,1 M HCl za pomatrzykawki, ogrzewano przez
2 minuty w 100°C (w tych warunkach forma zredukowana sbzktada), po czym
schtadzano, odwirowywano 10 min 1000 x g €4 odbialczony nadgz doprowadzano
do pH 7 za pomac2 M NaOH. Mieszanina reakcyjna (1,425 ml) zawierata bagadble

(25 ul), 0,1 mg/ml ADH, 1 mM PMS, 0,25 mM MTT, 2,5 mM EDTA i 50 mM Tris-HCl
pH 8,0.

W celu rozpocgcia reakcji dodawano etanol (1,6%) i inkubowano 2 min w 37°C.
Absorbang; (556 nm) mierzono przed i po zakonczonej inkubacji. ROwnimige
wykonywano prObe $lepa, nie zawierajca badanej probki. Cate oznaczenie
przeprowadzano w zaciemnionym pomieszczenigze®ie 3-NAD™ wyliczano z krzywe;j
WZzOorcowej.

6.7. Oznaczanie przeywalnosci komorek HUVEC

Komorki érédbtonka (HUVEC) namri@ano na szalkach pokrytych fibronektynay
opisanych uprzednio warunkach dostpgci ok. 90%, a nagpnie poddano dziataniu
badanego czynnika. Bezpeélnio po zakonczonym eksperymencie komérki HUVEC
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ptukano dwukrotnie buforem PBS i ywano do analizy. Przgwalnos¢ komorek
oznaczano za pomgctestu redukcji kikitu tiazolowego (MTT), ktéry wzywych
komoérkach redukowany jest do niebieskiego formazanu (Mosmann, 1983). Po
zakonczonej inkubacji do medium dodawano 0,5 mg/ml MTT i inkubowano 60 min w
37°C. Powstate krysztaly formazanu rozpuszczano w 40 mM HCIl w izopropanolu,
delikatnie mieszag 20 min, po czym mierzono absorbangizy 590nm.
6.8. Oznaczanie zawartogi biatka
Zawartos¢ biatka w preparacie oznaczano metddawry’ego przy uyciu fenolowego
odczynnika Folina (Lowry i wsp., 1951).
7. Metody immunochemiczne
7.1. Analiza dityrozyny w biatkach komorek srodbtonka w hodowli metody
immunochemiczm
Zdenaturowane biatka rozdzielano na 102elu poliakrylamidowym, a naginie
przenoszono na btonaitrocelulozow. Membranginkubowano w celu zablokowania
niespecyficznego weania st przeciwciat w roztworze odttuszczonego mleka w TBS-T
(2x10 min 0,2% mleko i 220 min 2% mleko w TBS-Tween). Dla wykrycia biatek
wyznakowanych sondgyrFluo, membraginkubowano 1 godz. w 2% roztworze mleka w
TBS-T zawieraggcym przeciwciatla przeciw fluoresceinie sgrane z HRP (roztwor
1:1500; Biogenesis Ltd.). Niezgdane przeciwciato usuwano przez kilkakrotne ptukanie
membrany kolejno przez 5 min, B& min, 5 min w TBS-T zawierggym odpowiednio
2%, 0,2% i 0% odtluszczonego mleka. Npsie bilone poddawano reakciji
chemiluminescencyjnej przy weiu odczynnika firmowego ECL (Amersham), po czym
uzyto jej do nawietlenia filmu iattoczutego HYPERFILM™-ECL (Amersham).
7.2. Oznaczanie poli(ADP-rybozy) metaoglimmunochemiczr
Biatka rozdzielano na 7,5 %elu poliakrylamidowym i przenoszono na btong
nitrocelulozova. Membrangptukano 5 min w PBS-Tween, ngghie inkubowano w celu
zablokowania niespecyficznegoawania s¢ przeciwciat w 5% roztworze odtluszczonego
mleka w PBS-Tween przez noc w 4°C. Nastepnie membiakigbowano 2 godz w
temperaturze pokojowej w 0,25% roztworze mleka w PBS-Tween zayagmajmysie
monoklonalne przeciwciatlo przeciw poli(ADP-rybozie) (1:400; MAb (10H); Alexis
Corp.), po czym ptukano membrarg x 15 minut w 0,25% mleku w PBS-Tween i
inkubowano 1 godz w roztworze drugednwego przeciwciata (1:4000; Anti-mouse 1gG
NA931V, Amersham Biosciences) w 5% mleku w PBS-Tween. Niizame specyficznie
przeciwciata usuwano przez ptukanie btony 2 x 15 min w 0,25% mleku w PBS-Tween i 2
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x 15 min w PBS-Tween. Naginie btone¢ poddano reakcji chemiluminescencyjnej, jak
opisano powsyej.

7.3.  Oznaczanie czynnika indukucego apoptog (AIF) metoda immunochemiczry
Biatka rozdzielano na 12,5 %elu poliakrylamidowym i przenoszono na btone
nitrocelulozows. Po wykonaniu barwienia biatek za pomocoztworu PonceauS
membrang ptukano 5 min w TBS-Tween, naphie inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 60 min w celu zablokowania niespecyficznegpamia s¢ przeciwciat w

5% roztworze odtluszczonego mleka w TBS-Tween. Nastepnie memimangowano
przez noc w 4°C w 5% roztworze mleka w TBS-Tween, zawieya) mysie
monoklonalne przeciwciato przeciw AIF (1:500; Mab (E-1); Santa Cruz Biotechnology,
Inc.), po czym ptukano membrarg x 5 minut w TBS-Tween, i inkubowano 1 godz w
roztworze drugorg@owego przeciwciata (1:4000; Anti-mouse IgG NA931V, Amersham
Biosciences) w 5% mleku w TBS-Tween. Niezzane specyficzne przeciwciala usuwano
przez ptukanie btony 3 x 5 min w TBS-Tween i 5 min w TBS. &gt btongpoddano
reakcji chemiluminescencyjnej, jak opisano paeajy

7.4.0znaczanie iloéi B-aktyny metoda immunochemiczry

Membrany wykorzystane uprzednio do analizy TyrFluo, PAR i AIF inkubowano 30 min w
roztworze 1% SDS i 50 mM glicyny-HCI o pH 2,0 w celu oderwaniaazaviych
przeciwciat i ptukano 5 x 15 min w TBS-Tween. Ngstie inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 60 min w celu zablokowania niespecyficznegmamia s¢ przeciwciat w

5% roztworze odtluszczonego mleka w TBS-Tween, po czym inkubowano 120 min w
0,1% roztworze BSA w TBS-Tween, zawiei@m mysie monoklonalne przeciwciato
przeciw(3-aktynie (1:400; Mab (C4); MP Biomedicals, Inc.), po czym ptukano membrang
3 X 5 minut w TBS-Tween, i inkubowano 1 godz w roztworze druglmwego
przeciwciata (1:4000; Anti-mouse IgG NA931V, Amersham Biosciences) w 5% mleku w
TBS-Tween. Niezwizane specyficzne przeciwciata usuwano przez ptukanie btony 3 x 5
min w TBS-Tween i 5 min w TBS. Nagnie blon¢ poddano reakcji
chemiluminescencyjnej, jak opisano pasy Po analizie densytometrycznej odczytow
uzywano do normalizacji wynikow analizy innych biatek.

8. Metody analizy ekspresji genow

8.1.  Przygotowanie tkanki nerwowej do izolacji RNA

Zwierzeta dekapitowano, bityskawicznie schtadzano glow w temperaturze +4°C
wydobywano mozg i izolowano badaneci& mozgu. Tkanke nerwows uzywano
bezpofednio po izolacji lub zam¢gano w ciektym azocie i przechowywano w -80°C.
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8.2. lzolacja RNA

Catkowite RNA izolowano w warunkach sterylnych z kory mézgu zgodnie z
metoda opisana przez Chomczyski i Sacchi (1987), zmodyfikowanauzywajac
odczynnika TRI-reagent (Tel-TEST Inc., Sigma). Do izolacywenoswiezej tkanki, lub
przechowywanej w temperaturze -80°C). Tkamkpostaci proszku azotowego zawieszano
w 1ml odczynnika TRI-reagent, homogenizowano i inkubowano 10 minut w temperaturze
pokojowej. Nasfpnie do 1ml homogenatu dodawano 2@D chloroformu, mieszano
tagodnie przez 15 sekund, a r@stie wirowano 9000 x g przez 10 min. w 4°C. GO0iazg
wodna zawierajca RNA przenoszono do nowej probéwki, dodawano 1ml zimnego
izopropanolu i mieszano. Naphie préby inkubowano w -70°C przez 30 min. Po
inkubacji wirowano 9000 x g przez 15 min., a osad RNA trzykrotnie przemywano 75%
etanolem, 1ml. Po kilkuminutowym odparowaniu etanolu z probek, osad RNA zawieszano
w 30ul wody ,RNAse-free” (Promega). Naginie mierzono ilos¢otrzymanego RNA
metoda spektrofotometryczngrzy diugogi fali A = 260, oraz zanieczyszczenie RNA
biatkami i DNA przy dtugoéi fali A = 280. Stosunekaeso/ A2g0 wynosit od 1,6 do 1,9. llos¢
RNA oznaczano z nagiujacej zalenosci: As = 1 odpowiada 40g RNA w 1ml.
8.3. Reakcja odwrotnej transkrypciji

Catkowite wyizolowane RNA (&g) bylo matrya dla dziatania odwrotnej

transkryptazy, w reakcji odwrotnej transkrypcji otrzymywano DNA komplementarne do
MRNA (cDNA). Reakg} odwrotnej transkrypcji przeprowadzano w 42°C przez 60 min.
Przy uxciu zestawu odczynnikéw firmy Promega w koncowejetdgici 204d. W celu
inaktywacji odwrotnej transkryptazy mieszanireakcyjra inkubowano przez 5 min. w
90°C, a nagpnie schtadzano przez 5 min. w lodzie.
8.4. Reakcja taituchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR)

Uzyskane cDNA (fg) amplifikowano metod®#CR uiwajac starterow dla nNOS,
INOS, eNOS, TNE, wykonanych przez PracownBekwencjonowania DNA i Syntezy
Oligonukleotydow IBB PAN wedlug sekwencji komplementarnych do sekwenciji
uzyskanych z banku genéw. Jedndgore analizowano poziom ekspresji genu kadapo
konstytutywne biatko B-aktyre, jako wewngrzna kontrok. Reakcg tancuchowg
polimerazy przeprowadzano przyyeiu zestawu odczynnikow firmy Qiagen wg zalece

producenta.
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Do bada uzyto nas¢pujacych starteréw:

NNOS
eNOS
INOS

TNFa

[aktyna

g g g o g oagogoaoaa

- CCTTAGAGAATAAGGAAGEGEEECECG 3

- GGGCCGATCATTGACGCGCGAGAATGATG 3
- GGECTCCCTCCTTCCAEECTCE- 3

- GGATCCCTGGAAAAGECG 3

- GCCTCATGCCATTGAGITCATCAACC- 3'

- GAGCTGTGAATTCCAGACCCTGAAG 3

- CCCCAAAGCGATGAGAAGTT- 3

- GTGGGTGAGGAGCACGTAGT - 3

- TGGAATCCTGI GGCATCCATGAAAC- 3

- TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG- 3

(De Sanctis i wsp., 1997)
(Strosznajder i wsp., 2004)
(Baylis i wsp., 1999)

(Liao i wsp., 2002)

(Song i wsp., 1999)

Probki cDNA z mieszanin£CR byly inkubowane w aparacie GeneAmp PCR System

2400 (Perkin Elmer) w nagiujacych warunkach:

Wstepna denaturacja

Denaturacja

Asocjacja starterow

Wydtu zanie tancucha

Koncowe wydizanie fancucha

Schiodzenie

nNOS eNOS

30 cykli: 30 cykli:
1min-94°C 1min-94°C
1min-66°C 2 min-60°C
2 min-72°C 3 min-72°C

7min-72°C  7min-72°C

4°C 4°C

INOS TNFa B-aktyna

15min-95°C 15min-95°C 15min-95°C 15min-95°C 15min-95°C

30 cykli: 28 cykli: 28 cykli:

35 sek-96°C1min-94°C  1min-94°C

2 min-62°C 1min-60°C  1min-62°C

2min-72°C  2min-72°C 2min-72°C

7min-72°C  7min-72°C  7min-72°C

4°C 4°C 4°C

Produkty PCR (10-2{Ql) poddawano elektroforezie w 2%&lu agarozowym z bromkiem
etydyny w buforze 1 x TAE (45 mM Tris-octan, 0,1 mM EDTA) przy reipi 100V.Zel

fotografowano wswietle UV, obraz analizowano densytometrycznie przycuzprogramu

TotalLab 4.0, ilos¢produktu przeliczano w odniesieniu do ekspresji genu lkodgp -

aktyre. Specyficznos¢ reakcji weryfikowano na podstawie wiellad$ otrzymanego

produktu (Rycina 18).
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nNOS eNOS INOS TNFa -aktyna
T/U 404 / 390 259/ 253 372 /376 270/ 272 348 /334

Rycina 18. Analiza specyficznosreakcji PCR

Wielkos¢é produktu reakcji PCR analizowano za pomgqoogramu TotalLab. Pokazane
markery wielkogi zawieray; oligonukleotyty w zakresie 100-1000 par zasad. Tabela
zawiera teoretyczne (T) i uzyskane (U) dhajafigonukleotydowpz).

9. Badania w mikroskopie elektronowym transmisyjnym

9.1. Badania morfologiczne w mikroskopie elektronowym transmisyjnym

Z utrwalonego drog perfuzji mézgu myszy pobierano skrawki tkanki mozgowej
zawierajce istot czarng Dalsze utrwalanie materiatlu prowadzono jeszcze przez 1 godz.
w tym samym utrwalaczu tzn. w 2,5% aldehydzie glutarowym w 0,1M buforze
kakodylanowym pH = 7,4 przez 1 godzing4°C. Po utrwaleniu ptukano w tym samym
buforze i powtornie utrwalano w 1% Os® 0,1M PBS, przez 30 minut. Utrwalone
fragmenty tkanek przeprowadzano przez szereg alkoholi oaysngtzeniu oraz tlenek
propylenu, w celu odwodnienia i zatapiano w Eponie 812. Ultracienkie skrastd&ipizy
uzyciu noza o ostrzu diamentowym na Ultramikrotomie — Reichert 2 i zbierano na
miedziane siatki, a naginie barwiono octanem uranylu i cytrynianem otowiu. Skrawki
analizowano i fotografowano w mikroskopie elektronowym (JEOL 1200EX) przyciapi

przyspieszagcym 80KkV.

9.2. Badania immunocytochemiczne w mikroskopie elektronowym transmisyjnym
Skrawki tkanki mézgowej do bafia ultrastrukturalnych, immunocytochemicznych
utrwalano w 0,1% aldehydzie glutarowym i 4% paraformaldehydzie w 0,1M PBS przez 1
godzing w temperaturze 4°C, a naghie ptukano w PBS i ostatecznie utrwalano w 1%
OsQy przez 30 minut, nagbnie odwadniano w gradiencie alkoholu etanolowego i
zatapiano w Eponie 812. Ultracienkie skrawki poddawano procedurze pozatopieniowej
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techniki immunogold. Skrawki umieszczano na niklowej siatce pokrytej btona
formwarows i inkubowano w 10% bD,, potem ptukano w PBS i blokowano przez 10
minut w 3% BSA w PBS. Nagbtnie inkubowano z monoklonalnym przeciwcialem
przeciw mysiemu AIF (E-1) (Santa Cruz Biotechnology, Inc.), rézzienym w PBS
(1:20), w temperaturze 4°C przez noc. Po przeptukaniu w PBS inkubowano z
skoniugowanym ze ziotem przeciwcialem malpim anty-mysim IgG(H+L) (18nm),
rozcieaczonym w PBS (1:50) (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grave,
PA USA) przez 1 godzinew temperaturze 37°C. Po przeptukaniu w PBS® lkrawki
barwiono octanem wuranylu i cytrynianem ofowiu, analizowano i fotografowano w
mikroskopie elektronowym JEOL 1200EX przy nggu przyspieszagcym 80KV.

10. Statystyczne opracowanie wynikow

Kazde oznaczenie wykonywano w co najmniej trzech powtdrzeniach. Za ostateczny wynik
przyjmowano wartos¢ sredng = blad standardowy sredniej (SEM) obliczone z
indywidualnych pomiarow stednich z powtorz®. W celu ustalenia wiarygodnos
zaistniatych rénic w badanich poréwnawczych, wantdo$ z poszczegdlinych
eksperymentow weryfikowano testem-t Studenta lub wieloczynnikamalizz wariancji
(ANOVA) z uzyciem testu post-hoc Newmana- Keulsa. Wyniki uznawano za znamienne

statystycznie przy poziomie istotra$p poniej 0,05.

56



WYNIKI

V. WYNIKI
1. Czs¢ | — uszkodzenie komorek bdbtonka naczyniowego

Uwaza sk, ze obecny w nagdach obwodowych LPS oddziatywanoze na mdzg
dwiema gtdbwnymi drogami. Aktywacja komorek uktadu odpoom&ego w narzdach
obwodowych prowadzi do produkcji cytokin, ktére magodulowd& procesy zachodze
w mdbzgu bezpoednio, poprzez dziatanie na komorki mézgu, lubredsdio, poprzez
stymulacg nerwow obwodowych. LPS ma utrudniony dpstdo komorek parenchymy
catego mdzgu ze wzglu na obecnosbariery krew-mdzg. Badania ostatnich lat suggruj
ze wysokie s{zenia LPS mog bariee krew-mdzg uszkadza(Bannerman i Goldblum,
1999), co umadiwia naciek leukocytow i przedostanieediPS do moézgu. Ponadto LPS

moze przenika przez obszary pozbawione bariery krew-maozg.

1.1. Zalezna od skzenia LPS przerywalnosé komorek srodbtonka naczyniowego w
hodowli

Wyniki naszych badawykazaly zwekszona umieralnos¢ komorek srédbtonka
naczyi (HUVEC) (Rycina 19), mierzonga pomog testu redukcji MTT po 18 godz.
inkubacji z LPS. Stenia 10 i 100 g/ml LPS powodowatyrhier¢ okoto 25% komaorek.

150+

125+

%
|
4

Przezywalnos¢ komorek
[% kontroli]

0 0,1 1 10 100
LPS [pg/mi]

Rycina 19. Zalény od sgzenia wptyw LPS na przgwalnosé¢ komorek srodbtonka w
hodowli (HUVEC)

Komérki HUVEC inkubowano w obecrmod PS (0-10@g/ml) przez 18 godz., a naghie
badano cytotoksyczny efekt LPS stgsujest redukcji MTT. Prezentowane wyniki to

srednie #+ SEM z 3 eksperymentow wykonanych w trzech powtérzeniach.*** —

statystycznie znamienna rééa w porownaniu do kontroli, odpowiednio* p<0,05, **
p<0,01.
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1.2. Zaleny od sgzenia wptyw LPS na poziom stresu oksydacyjnego w komoérkach
srodbtonka naczyniowego

Poziom wolnych rodnikbw oznaczano przyyaiu sondy fluorescencyjnej CM-BCF-
DA w komérkach HUVEC w czasie 1 godz. inkubacji w obechd®S w stzeniu O-
100pg/ml, (Rycina 20). LPS 1@ug/ml powodowat 20%-owy, statystycznie znamienny

wzrost stresu oksydacyjnego, natomiast wzestiu 100ug/ml poziom ten wzrastat do
225% kontroli.

300+
250 *k%k
LL 1T
O —1
0O F 2004
8B
Q
8 2 150+ %
%P\i‘ o
o 1004 —
50+
0
0 0,1 1 10 100
LPS [pg/ml]

Rycina 20. Zalény od sgienia LPS wzrost stresu wolnorodnikowego w komoérkach
HUVEC w hodowli

Stres wolnorodnikowy w komorkaghddbtonka w hodowli (HUVEC) analizowano przy
uzyciu sondy fluorescencyjnej CMBICF DA (5uM). Komorki inkubowano 15 min w
37T w obecnasi sondy, nagpnie dodawano LPS (0-109/ml) i po 60 min inkubaciji
mierzono fluorescengjDCF (Ex. 488nm, Em. 525nm). Prezentowane dangetdnie +
SEM pochodzce z 3 eksperymentow.* p<0,05, *** p<0,005 w poréwnaniu do kontroli.

Obserwacje te potwierdzono w badaniach ygciem mikroskopu konfokalnego (Rycina

21). LPS powodowat wzrost sygnatu fluorescencyjnego w komérkach, w poréwnaniu do
kontroli.
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Kontrola

10 min.

15 min.

20 min.

25 min.

30 min.

Rycina 21. Poziom stresu wolnorodnikowego w komérkach HUVEC w Zrai¢ei od

czasu inkubaciji z LPS

Komérki HUVEC preinkubowano w obegob sondy CM-HDCF DA w celu
wprowadzenia jej do wikza komorek, a nagpnie dodano LPS (1Q@®/ml) i
obserwowano zmiany fluorescencji sondy w mikroskopie konfokalnym. Wyniki z
reprezentatywnego eksperymentu.
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1.3. Dziatanie inhibitorow syntaz NO na przeywalnos¢ komoérek i stres
wolnorodnikowy w komérkach srodbtonka poddanych dziataniu LPS

Inhibitory NOS nie mialy wptywu na przgwalnos¢ komérek HUVEC w warunkach
kontrolnych, ani podczas inkubacji w obectiokPS (Rycina 22). Preinkubacja komorek
HUVEC z inhibitorami NOS nie wptywata rowriena oksydagj DCF wywotanaprzez
LPS. Inhibitor INOS 1400W powodowat niewielki wzrost stresu oksydacyjnego o 20% w

poréwnaniu do kontroli, co wskazuje na ochronne znaczenié WOkomorkach

srédbtonka.
A 120+
X
g 1
‘g 100+ T * Lo«
S= }
92 8 % %
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Rycina 22. Inhibitor iINOS zwiksza stres wolnorodnikowy w komorkach HUVEC, ale
pozostaje bez wplywu na zmieniony przez LPS poziom stresu oksydacyjnego i
przezywalnosé komorek

Komérki HUVEC preinkubowano w obecrbinhibitorow NOS 1400W (3®1) i NNLA
(10Quam) 2 godz., po czym dodano LPS (0-4@nl) i: A- inkubowano przez 18 godz., a
nasepnie badano przgwalnos¢ komorek HUVEC stosyg test redukcji MTT;

B- inkubowano 60 min w obecmmpssondy CM-HDCF DA, a nastpnie mierzono
fluorescengg DCF. Prezentowane wyniki tgrednie # SEM z 3 eksperymentow
wykonanych w trzech powtérzeniach. * p<0,05 w poréwnaniu do grupy bez LPS; # p<0,05
w poréwnaniu kontroli bez LPS .
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1.4. Wplyw aktywnych granulocytow i rodnika ponadtlenkowego na stres
oksydacyjny oznaczany przez pomiar oksydacji biatek zevatrzkomorkowych

W stanach zapalnych dochodzi do aktywacji komorek uktadu odpmaveggo, ktére
poprzez produkej wolnych rodnikdw g potencjalnymzrodiem uszkodze wiasnych
tkanek. Szczegdlne znaczenie miajterakcje mg¢dzy granulocytami obejnochtonnymi i
komorkamisrédbtonka naczyniowego. Badania nad uszkodzeniami konséddktonka w
hodowli wywotanymi przez aktywne granulocyty wykazatg, 15-min inkubacja komaérek
HUVEC w obecnogi aktywnych granulocytow oraz sondy TyrFluo powodowata ryea
zwigkszenie wazania sondy do biatek zewtnzkomorkowych, w poréwnaniu do kontroli.
Wskazuje to na uszkodzenia wolnorodnikowe biatek zéwkamorkowych (Rycina
23,B). Podobny obraz uzyskano podczas inkubacji HUVEC w obecitiRP i HO;
(Rycina 23,C).

Rycina 23. Wplyw aktywnych granulocytéw na oksydabjatek zewigtrzkomorkowych
HUVEC.

Komorki srodbtonka naczyniowego w hodowli (HUVEC) inkubowano 15 min 9 3V
obecnog€i TyrFluo (6 pM) w warunkach kontrolnych i w obeatiosaktywnych
granulocytow obaitnochtonnych. Po odptukaniu niezeanej sondy komorki analizowano
pod mikroskopem konfokalnym; (A) warunki kontrolne; (B) inkubacja w ob&cnos
granulocytow obajtnochtonnych stymulowanych PMA (fml); (C) inkubacja w
obecnog¢i HRP (4 mU/ml) i HO, (10¢M). Dane reprezentatywne z przeprowadzonych 4
doswiadcze.
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Oksydac biatek zewntrzkomorkowych HUVEC analizowano rowaie metoda
immunochemiczna (SDS-PAGE 1 Western-bloting) (Rycina 24). W warunkach
kontrolnych stwierdzono obecnokiewielkiej ilosci sondy TyrFluo zwizanej z biatkami,
co wskazuje na maintensywnosdreakciji wolnorodnikowych w medium inkubacyjnym w
warunkach kontrolnych (Rycina 24,B). W obectiofiiestymulowanych granulocytow
obojgtnochtonnych nie obserwowano zks$zenia uszkodzewolnorodnikowych biatek.
Istotny wzrost nagpowat po inkubacji w obecnog granulocytow aktywowanych PMA
(Rycina 24,D). Wzrost oksydacji biatek zewnrzkomorkowych nagpowat tez podczas
inkubacji HUVEC w obecnad 4mU/ml HRP i 10uM H,0, (Rycina 24,E). Nadtlenek
wodoru bez HRP nie powodowat wzrostu oksydaciji biatek zeéwkamaorkowych (Rycina
24.,F).

kDa

Rycina 24. Oksydacja biatlek zewtnzkomorkowych HUVEC pod wplywem
granulocytéw obajtnochtonnych i nadtlenku wodoru.

Komorki srodbtonka naczyniowego w hodowli (HUVEC) inkubowano 15 min 9 3V
obecnogi TyrFluo (6 uM) w warunkach kontrolnych i po wywotaniu stresu
wolnorodnikowego: (A) kontrola bez sondy ; (B) kontrola inkubacyjna; (C) inkubacja w
obecnogi granulocytow obgjinochtonnych nie stymulowanych; (D) inkubacja w
obecnogi granulocytéw obe@itnochtonnych stymulowanych PMAUImI); (E) inkubacja

w obecnogi HRP (4 mU/ml) i HO, (10¢M); (F) inkubacja w obecnaf H,O, (100uM).

Po inkubacji obecnosdyrFluo w biatkach analizowano metodq SDS-PAGE i Western-
blotingu. Dane reprezentatywne z przeprowadzonych Bidd€ze.
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1.5. Oksydacja biatek wewgtrzkomorkowych HUVEC poddanych dziataniu
aktywnych granulocytéw i H,O,

Oksydacg biatek wewn#rzkomérkowych badano przy weiu acetylowanej formy
TyrFluo. AcetylTyrFluo po przenikaciu do wndrza komoérki jest deacetylowana przez
komérkowe esterazy, i w warunkach stresu wolnorodnikowego wyznakowuje uszkodzone

biatka wewntrzkomorkowe (Rycina 25).
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Rycina 25. Zmiany oksydacji biatek wewtnzkomorkowych HUVEC poddanych
dziataniu aktywnych granulocytéw obginochtonnych, HRP i HO,

Badanie oksydacji biatek wewngtrzkomérkowych przeprowadzono z wykorzystaniem
acetylTyrFluo (6 pM). Po 5 min inkubacji nadmiar sondy odptukano i komérki HUVEC
inkubowano dalsze 15 min w ¥7 Oksydagj biatek analizowano po rozdziale
elektroforetycznym metodq western-blotingu. (A) kontrola; (B) inkubacja w olmecnos
granulocytow obajtnochtonnych nie stymulowanych; (C) inkubacja w obednos
granulocytow obajtnochtonnych stymulowanych PMAImI); (D) HO, (10tM); (E)
HRP (4 mU/ml) i HO, (10tM); (F) H20, (10QuM); (G) HRP (4 mU/ml) i HO, (100vh);

(H) H20, (100 pM) i katalazy (250 U/ml); (1) HRP (4 mU/ml),® (100tM) i katalazy
(250 U/ml). Obraz pochodzi z reprezentatywnego eksperymentu.

W warunkach kontrolnych, jak rowrmiew obecnoéi nieaktywnych granulocytow
obogtnochtonnych, obserwowano bardzo niski poziom oksydacji biatek (Rycina 25 A, B).
Aktywowane granulocyty, ktdre powodowaty zkszenie uszkodzewolnorodnikowych

w biatkach zewnigzkomorkowych po 15 min inkubacji, nie wptywaty na biatka
wewndrzkomorkowe (Rycina 25 B, C). Niewielki wzrost oksydacji pojawi, sidy
komorki HUVEC inkubowano w obecncis 4mU HRP / 10uM H,0, (Rycina 25, E),
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jednak wynikat on z obecnois H,O,, (Rycina 25,D). Znaczny wzrost oksydacji biatek
wewndrzkomérkowych obserwowano, gdy komoérki HUVEC inkubowano w obexnos
100 uM H,0O; (Rycina 25,F). Inkubacja z 4 mU HRP / 1M H,0O, powodowata
oksydacg o tej samej intensywnok (Rycina 25,G). Dodanie katalazy (250 U/ml)
catkowicie zapobiegato oksydacji biatek wewmkomoérkowych (Rycina 25,HI).
Oksydacja biatek wewatrzkomoérkowych przez HD, nie ulegata zmianie w obecrus$

inhibitora NOS, estru metylowego “Nitro-L-argininy (L-NAME), ani antyoksydanta
Troloxu.

1.6. Badanie roli tlenku azotu w procesie oksydacji biatek zevgtrzkomoérkowych
przy uzyciu donora DEANO

W badaniach wto DEANO, jako donora tlenku azotu, w celu zbadania roli NO w
oksydacji biatek zewrtizkomérkowych HUVEC wywotanej przez aktywne granulocyty.
DEANO w stzeniu 100 uM - 1 mM prawie catkowicie hamowato oksydaujatek,
Rycina 26. DEANO nie zmieniato oksydacji bialek zewnigomorkowych komoérek
srédbtonka hodowanych pod nieobecnaktywnych granulocytéw.
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Rycina 26. Wptyw DEANO na oksydacpiatek zewgtrzkomorkowych indukowan w
komorkach $6dbtonka przez aktywne granulocyty olgbjochtonne

Komorki HUVEC inkubowano 15 min w obectiosaktywowanych granulocytow
obojgtnochtonnych, TyrFluo (6 pM) i DEANO (0-1mM). Po zakamne] inkubaciji
obecnos¢ TyrFluo w biatkach analizowano metodg immunochemicg8DS-PAGE i
Western-bloting). (A) Reprezentatywne dane; (B) Densytometryczna analiza obrazu A.
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Oksydacja biatek zewatrzkomorkowych, mierzona poziomem powstaj dityrozyny,
wzrastata w czasie inkubacji z HRB®} (Rycina 27,A-C). DEANO (1 mM) hamowato
tworzenie dityrozyny w kadym analizowanym punkcie czasowym (Rycina 27, G-I).
Dziatanie DEANO w istotny sposéb zajeod jego sizenia (Rycina 27, D-F).
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Rycina 27. Zalény od czasu i sgtenia wplyw DEANO na oksydagj biatek
zewngtrzkomorkowych HUVEC wywotaaq przez HRP/HO,

Komorki srédbtonka inkubowano 1, 5 i 10 min w obearionieacetylowanej sondy
TyrFluo (6 uM). Stres oksydacyjny indukowano przez dodanie HRP (4mU/a@y i(HD
pM), DEANO udyto w sgzeniach 0 - 1 mM. (A-C) Poziom oksydacji biatek
zewngtrzkomoérkowych po 1, 5 i 10 min inkubacji w obegndRP i HO,; (D-F) Wpltyw
DEANO (0,1mM) podczas 1, 5 i 10-min inkubacji w obetndRP i HO,; (G-l) Wplyw
DEANO (1 mM) podczas 1, 5i 10-min inkubacji w obecndRP i HO,. Prezentowany
obraz z reprezentatywnego #oadczenia.

1.7. Ocena dziatania donora NO, DEANO, na proces oksydacji L-tyrozyny pod
wptywem aktywnych granulocytéw oraz HO, w obecno€i HRP

Aktywne granulocyty obetnochtonne indukuj oksydac L-tyrozyny prowadac do
powstawania dityrozyny. Powstawanie tego produktu monitorowane bytki dego
wiasciwosciom fluorescencyjnym (Rycina 28). Po 2 minutach fazy lagepastat szybki
wzrost s¢zenia dityrozyny. W badanym czasie inkubacji (15 min) DEANO we wszystkich

uzytych stzeniach (0,025-0,1 mM) hamowato powstawanie dityrozyny.
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Rycina 28. Zalény od sgzenia wptyw DEANO na oksydagjL-tyrozyny przez aktywne
granulocyty

L-tyrozyna (0,5 mM) byta inkubowana w buforze Hanks'a w 37°C z delikatnym
mieszaniem. Stres oksydacyjny byt indukowany przez dodanie granulocytow
obojetnochtonnych (3,3xFkomérek/ml) aktywowanych PMA (2 ug/ml). DEANO (moment
dodania wskazano strzaikbyto uite w s¢zeniach 0-0,1 mM. Podczas inkubacjzgnie
dityrozyny monitorowano przez pomiar fluorymetryczny (pobudzenie: 325 nm, emisja: 405
nm). Dane z reprezentatywnego w@dczenia.

Inkubacja L-tyrozyny w obecnok HRP/HO, prowadzita do powstawania dityrozyny
(Rycina 29). DEANO w steniu 0,1 mM hamowat wzrostegtnia dityrozyny, jednak
efekt zaleny byt od aktywno¢i HRP. Wraz ze wzrostem aktywrmp$ HRP czas

zahamowania oksydacji L-tyrozyny ulegat skroceniu, z czego wyngkantyoksydacyjny

efekt donora NO zaky nie tylko od jego stenia, ale rowniz od nasilenia stresu
oksydacyjnego.
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Rycina 29. Zalény od nasilenia stresu oksydacyjnego wptyw DEANO na oksydh€j
tyrozyny

L-tyrozyna (0,5 mM) byta inkubowana w buforze Hanks'a w 37°C z delikatnym
mieszaniem. Stres oksydacyjny byt indukowany przez dodanie HRP (0-1000mu@al) i H
(2,5mM). DEANO (moment dodania wskazano stigadyto uite w s¢zeniach 0,1 mM.
Podczas inkubacji a&tenie dityrozyny monitorowano przez pomiar fluorymetryczny
(pobudzenie: 325 nm, emisja: 405 nm). Prezentowane dane pgchosjarezentatywnego
eksperymentu.

1.8. Podsumowanie wynikow bad& na komaorkach sédbtonka HUVEC

W badaniach nad procesami wolnorodnikowymi zachogmi w komodrkach
srodbtonka naczyniowego HUVEC zaobserwowano wzrost stresu oksydacyjnego pod
wptywem bezpoaedniego lub paedniego dziatania LPS. Zgkszona produkcja wolnych
rodnikdw wywotana bezpoédnim dziataniem LPS na HUVEC powodows&taieré czesci
komorek. Jak wykazaty badania zyagiem inhibitorow NOS, w procesach tych enzym ten
nie uczestniczyt, nie wykazywat ani pro- ani antyoksydacyjnego dziatania. W warunkach
hodowli komorek stwierdzono niewiellkaktywnos¢iNOS o dziataniu antyoksydacyjnym.
Badania interakcji granulocytéw i komoérek HUVEC wykazaky,w warunkach aktywacji
ukladu odpornasiowego dochodzi do wolnorodnikowych uszkodlzebiatek
zewngrzkomoérkowych. Donor tlenku azotu DEANO zapobiegat tym uszkodzeniom
wykazupc wiasciwosci antyoksydacyjne.

Wyniki prezentowane w niniejszej pracy wykague LPS w wysokich gkeniach

oddzialywa& moze bezpokednio lub potednio nasrédbtonek naczyniowy, powodig
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uszkodzenia wolnorodnikowesimier¢ czesci komorek. Skutkiem maz by uszkodzenie i

dysfunkcja bariery krew-mazg, inicjacja reakcji zapalnej w mozgu.

2. Czs¢ Il — uszkodzenie tkanki nerwowe;j

2.1. Obserwacje behawioralne myszy po podaniu LPS

Do bada in vivo wybrano dawk LPS 1 mg/kg m.c. Jak ustalono we gmstych
badaniach, nie jest to dawka letalna, ale wywoluje objawy stresu wolnorodnikowego w
mozgu. Podanie myszom LPS w dawce 1mg/kg m.c. powodowato rozwdj objawdw
ogolnoustrojowego stanu zapalnego, z ktorymazedy sk apatia, hipokineza i brak
taknienia (tzw. ,sickness behaviour”). Objawy tegpstwaty w chgu kilkunastu godzin od
iniekcji LPS.

2.2. Zmiany mikroskopowo-elektronowe morfologiczne istoty czarnej po podaniu

LPS
Zmiany morfologiczne wywotane podaniem LPS analizowano za ppmuokroskopu
elektronowego w obszarze istoty czarnej 48 godz. po podaniu LPS. W warunkach
kontrolnych (iniekcja soli fizjologicznej) neurony zachowywaty prawidtavtrastruktug
(Rycina 30). Neurony charakteryzowaly ¢siobecnogia licznych, ultrastrukturalnie
niezmienionych  mitochondriow, dobrze rozbudowanym aparatem  Golgiego
umiejscowionym w obszarze okaddrowym, oraz obfi siateczkasrédplazmatyczna
szorstka Duze, okagte jadra komorkowe o niezmienionej ultrastrukturze wykazywaty
rownomiernie rozmieszczonachromatyne i obecnos¢ jaderek. W cytoplazmie
obserwowano obfit ilos¢ rybosomow i polirybosomow oraz ciatkadprkopodobne.
Pozostate elementy komorkowe takie jak komorki glejowe, synapsy, zmielinizowane i
niezmielinizowane wiGkna nerwowe oraz naczynia krwiomosposiadaty rownie
prawidtows budowe ultrastrukturalng

Dootrzewnowe podanie LPS wywolywato patologiczne zmiany maczy
wilosowatych mdzgu. Obserwowano trzy typy zmian w ultrastrukturze: Eszezgnie i
sciemnienie cytoplazmy komorekdodbtonka naczyniowego (Rycina 31, C); 2) obrzmienie
komoérek srédbtonka naczyniowego prowagz do catkowitego zamkgtia swiatla

wiosniczki. W obu przypadkach brak bytlo zmian w blonie podstawnej.
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Rycina 30.Ultrastrukturalnie niezmieniona komérka nerwowa istoty czarnej

Prawidlowa struktura mitochondriow (M), aparatu Golgiego (G), siateczki
srédplazmatycznej (ER) ig@ira (N) o réwnomiernie rozmieszczonej chromatynie.
W cytoplazmie obfita ilosdybosomow i polirybosomoéw oraz ciatkadgrkopodobne
(NLB).
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Rycina 31. Zmiany ultrastrukturalne w istocie czarnej mézgu 48 godz. po podaniu LPS

A) Cytoplazma neuronu ulegta obkurczeniu, jest gaggona, ciemnagdro (N) posiada
gtebokie wgtobienia. Brak jest polirybosoméw. Wymajest obrzmienie mitochondriow

(M) i aparatu Golgiego (G). W cytoplazmig sbecne autofagolizosomy (AL), lizosomy (L)

| ciatka geste (DB). Widoczne jest obrzmienie synaps w neuropilu (S).

B) Przekroj poprzeczny dendrytu o cechach degeneracji — widoczna olbrzymia wakuola
autofagowa.

C) Zackniete na skutek obrzmienia neuropilu naczynie wiosowate (V) 0 zmniejszonym
swietle, komorkirodbtonka o zaggzczonej cytoplazmie i gtadkiej powierzchni luminalne;.
Widoczny brak zmian w btonie podstawne.
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3) Niektére naczynia wiosowate charakteryzowatymoliferach btony podstawnej przy
braku wyzej opisanych zmian w komdrkaéhbdbtonka. Liczne naczynia wtosowate miaty
znacznie zmniejszonevéatto wskutek obrzmienia neuropilu.

LPS wywotywat réwnie ultrastrukturalne zmiany w morfologii wielu neuronéw
istoty czarnej (Rycina 31, A). Cytoplazma ulegta obkurczeniu, bytaszagona, ciemna,
zaobserwowano takz znaczny ubytek poliryposoméw. Obrzmienie licznych
mitochondriow i niektérych cystern aparatu Golgiego bylo vuyi@ zaznaczone. W
cytoplazmie stwierdzono takzobecnosdautofagolizosomow, lizosomow i ciatekgggch.
Widoczne byto obrzmienie licznych synaps w neuropilu. Zaobserwowane takiany
degeneracyjne w niektérych dendrytach neurondw istoty czarnej palegs obecna$
licznych lizosomow, autofagolizosomow, elektronowo-pustych wakuoli i olbrzymich
wakuoli autofagowych (Rycina 31, B). Te zmiany suggryje LPS uruchomit w
niektérych neuronach istoty czarnej mechanizmy odpowiedzialne za proces autofagii.

Oprocz wyej opisanych zmian obserwowano rownieeurony, w ktérych budowa
ultrastrukturalnagdra i cytoplazmy wykazywata cechy morfologiczne wskazeijéwnie
na apoptoz Wiele neurondbw o ciemnej i obkurczonej cytoplazmie, z dobrze
zachowanymi organellami, posiadato typowe pyknotyczitFaj o charakterystycznie,
marginalnie zagszczonej chromatynie. W tej grupie daadczalnej obserwowano takz
dos¢ licznie wystpujace komorki mikrogleju. Zwracato uwagtakze obrzmienie

niektorych struktur neuropilu np. synaps oraz wypustek astrocytarnych.

2.3. Wpltyw LPS na aktywnos¢NOS w mozgu

Niedawno odkrytoze w warunkach systemowego stanu zapalnego dochodzi do zaburze
uktadu glutaminianergicznego w moézgu. Zmiany te m@g@tencjalnie prowadzi do
aktywaciji konstytutywnych izoform NOS w mézgu i do uszkdde&scytotoksycznych.

W prowadzonych badaniach zaobserwowano znamienny wzrost catkowitej aktywnos
NOS w srodmézgowiu myszy 6 godz. po wstrzykoiu LPS (Rycina 32). Takgsama
zmiangaktywnogi NOS obserwowano w istocie czarnej. Aktywnd©S w korze mdzgu

i mozdzku nie ulegata istotnym zmianom w tym czasie. Ponadto nie obserwowano zmian
aktywno<i NOS w wymienionych strukturach mézgu po 3, 12 i 48 godz. (dane nie
prezentowane). Badania przeprowadzone yciem specyficznych inhibitorow dla
réznych izoform NOS wykazaty,ze za obserwowany wzrost aktyweo$NOS w

srodmozgowiu odpowiedzialna jest izoforma indukowana.
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Rycina 32. Wzrost aktywnaok syntazy tlenku azotu po podaniu LPS

LPS (1mg/kg) podawano myszom, i po 6 godz. izolowano badafe ozdzgu, a
nasepnie oznaczano aktywnos®NOS. A) Wzrost aktywna$ catkowitej NOS w
srodmozgowiu/madzymozgowiu;  B)  Aktywnoséposzczegoélnych izoform NOS  w
srodmézgowiu po podaniu LP®rezentowane dane térednie+SEM pochodze z 3
zwiergit. * — statystycznie znamienna niga w poroéwnaniu do kontroli, p<0,05. ** —
statystycznie znamienna rééa w porownaniu do kontroli, p<0,01.

2.4. Wplyw LPS na ekspresj genow dla poszczegolnych izoform NOS i TNF
Dootrzewnowe wstrzykicie LPS indukowato ekspresgwiazanych ze stanem zapalnym
genow w mozgu, co stwierdzono za pomatetody RT-PCR. Po 3 godzinach od iniekcji
endotoksyny pojawiat siw moézgu statystycznie istotny wzrost ddSmRNA genu
kodujcego INOS, po czym nagtowat stopniowy spadek. Zmianom o podobnej kinetyce

podlegata ekspresja genu dla TiNHranskrypcja genu dla nNOS byta wima i ulegata
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przegciowemu, nieznacznemu obeniu, jednak bez istotnok statystycznej. Ekspresja
eNOS zmniejszatasio okoto 25% 6 godz. po podaniu LPS, po czym wracata do poziomu

kontrolnego (Rycina 33).
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Rycina 33. Zmiany ekspresji gendéw dla izoform NOS i TaF

w srédmébzgowiu/mgdzymodzgowiu pod wptywem LPS

LPS podawano myszom w dawce 1mg/kg m.c. i.p. i po 3, 6, 12 i 48 godzinach izolowano
srodmozgowie/ngdzymobzgowie, z ktdrego ngmtie izolowano RNA. RNA analizowano
metodqg RT-PCR, produkt reakcji rozdzielano #ealu agarozowym, analizowano
densytometrycznie i normalizowano @gktyny. A) Ekspresja genow dla konstytutywnych
izoform NOS po podaniu LPS. B) Ekspresja gendéw koycly iINOS i TNE po podaniu

LPS. Prezentowane dane siednie # SEM pochodze z 3 eksperymentéw.* p<0,05, **
p<0,01, *** p<0,005 w poréwnaniu do kontroli.
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Stosowane inhibitory (NNLA, 1400W, 3-AB, MK-801) nie miaty wptywu na ekspresj
badanych genéw 3 godz. po podaniu LPS. Indukowana przez LPS ekspresja genow
kodujcych INOS i TNFt wykazywata tendencje do oliania s¢ pod wptywem NNLA,
1400W i 3-AB jednak statystyczrznamiennosdizyskat jedynie efekt 1400W na ekspees;j

genu dla iINOS 3 godz. po podaniu LPS. MK-801 nie wykazywat istotnego wptywu na

ekspresj badanych genéw (Rycina 34). W warunkach kontrolnycyteuinhibitory nie
wptywaly na transkrypej

Ekspresja genu nNOS >
=
8
*

[% kontroli]
N ol ~
o (5] o ol
Ekspresja genu eNOS
(% kontroli)
5 g d
<
o | H
“ H
A,
oy ® H

250+

[
<o)
o
o

Ekspresja genu iNOS O
[% kontroli]
N
S

-
ul o
o o o
:h *
Ekspresja genu TNFa
[% kontroli]
w (2] o
o o o
o o o o
1 1 1
*

Rycina 34. Zmiany ekspresji wybranych genowsmdmaozgowiu/mgdzymabzgowiu pod
wptywem LPS

LPS podawano myszom w dawce 1mg/kg m.c. i.p. i po 3 godzinach izolowano
srodmozgowie/ngdzymobzgowie, z ktdrego ngmtie izolowano RNA. RNA analizowano
metodg RT-PCR, produkt reakcji rozdzielano Belu agarozowym i analizowano
densytometrycznie.) Wptyw inhibitoréw NOS i PARP na ekgpgesju w 3 godz. po
podaniu LPS a) nNOS; B) eNOS; C) iNOS; D) TiNIPPrezentowane dane toednie +

SEM pochodze z 3 eksperymentow.* p<0,05 w poréwnaniu do kontroli; # p<0,05 w

poréwnaniu do grupy traktowanej LPS. Prezentowanecmljpochodz z typowych
eksperymentow.
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2.5. Aktywacja PARP-1 w stresie wolnorodnikowym

LPS (1mg/kg) powodowat wzrost aktywrods PARP-1 w moézgu. 12 godz. po
dootrzewnowej iniekcji, cdwiadczy o uszkodzeniach wolnorodnikowych DNA (Rycina
35). Aktywacja PARP powoduje wzrostzyaia B-NAD”, ktéry jest substratemzrddiem
ADP-rybozy w procesie poli(ADP-rybozylacji) biatek. Zaobserwowany spadekrss 3-
NAD*, obserwowany w moézgu 12 godz. po podaniu LPS, jest dodatkowym
potwierdzeniem wzrostu aktywnasPARP-1.
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Rycina 35. Aktywacja PARP-1 i spadek eznia BNAD" w mozgu w stresie
wolnorodnikowym wywotanym LPS

Myszom podawano dootrzewnowo LPS (1mg/kg m.c.) lub PBS i po 12 godz. oznaczano
aktywnos¢ PARP i sgzenie SNAD'. A) Przedstawione dane; svartosciami z trzech
niezalenych eksperymentowrédnia + SEM).* p<0,05 wzgidem kontroli. B) Obraz z
reprezentatywnego dafadczenia pomiaru zmian aktywreosPARP w czasie, wraz z
analizg ekspresjj-aktyny.
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2.6. Wplyw inhibitorbw PARP i NOS na obnizone przez LPS sgzenie -NAD"

Inhibitor PARP, 3-aminobenzamid, zapobiegat @bniu stzenia B-NAD" po iniekcji

LPS, co sugeruje udziat PARP-1 w tym procesie. W celu zbadania roli NO w

uszkodzeniach wolnorodnikowych prowadych do obnienia s¢zeniaB-NAD* w mbzgu
zastosowano inhibitory konstytutywnych izoform NOS. Obydwaazkij NNLA i 7-NI
zapobiegaly spadkowi gteniaB-NAD" (Rycina 36,A).W warunkach kontrolnych e

inhibitory nie wpltywaty na stzenie-NAD".
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Rycina 36. Wplyw inhibitoréw PARP-1 i NOS na wywotany przez LPS spadgkrsa

B-NAD" i aktywnos¢éPARP-1 w mdzgu

Myszom podawano dootrzewnowo LPS (1mg/kg m.c.) lub PBS oraz inhibitory (3-AB,;
30mg/kg, NNLA;30 mg/kg, 7-NI; 25 mg/kg, 1400W;5 mg/kg) i
stezenie /NAD™ i aktywnosé PARP. Przedstawione dane; svartasciami z trzech
niezalenych eksperymentow przeprowadzonych w trzech powtorzeniaetnia +
SEM).* p<0,05 rénica wzgédem kontroli; # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,005 - miza

wzgkdem grupy traktowanej LPS.

po 12 godz. oznaczano
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2.7. Wptyw inhibitorow PARP i NOS na zwikszom aktywnosé PARP

Inhibitor PARP, 3-aminobenzamid, obat do poziomu kontroli aktywnos®ARP we
frakcji P1, jednak inhibitory NOS, NNLA i 1400W nie miaty istotnego wptywu (Rycina
36,B), co sugerujeze do aktywacji PARP dochodzi wskutek procesow niezanych z
aktywno<ia NOS.

2.8. Uwalnianie i translokacja czynnika indukupcego apoptog (AIF) z
mitochondriow w wyniku dziatania LPS

Stwierdzonoze LPS powoduje uwalnianie i translokaciynnika indukujcego apoptog
(AIF) z mitochondriéw do gdra komdrkowego. Zjawisko to obserwowano za pamoc
technik immunocytochemicznych metopast-embedding immunogold, wykorzysitych
mikroskope elektronows. W warunkach kontrolnych obecno8dF stwierdzono jedynie w
obrebie mitochondriow, nie obserwowano natomiast AIF w cytoplazmie anadnze
komoérkowym (Rycina 37). Podanie LPS powodowato masywnasslokagi AIF z
mitochondriow juz 3 godz. po podaniu LPS. Obecno&IF stwierdzono take w
cytoplazmie i w gdrach neuronéw. Zaobserwowano rovinaecnos¢AlF w niektorych
mitochondriach, co wskazujee wyptyw AIF nie dotyczy wszystkich mitochondriéw, lub
wszystkich czsteczek tego biatka (Rycina 38). Badania prowadzone metoda
immunochemiczna potwierdzity wzrost stzenia AIF we frakcji §drowej po
dootrzewnowym podaniu LPS (Rycina 39). W celu analizy roli NOS i PARP-1 w indukcji
translokacji AIF do 4dra zbadano wptyw specyficznych inhibitorow enzyméw na ten
proces. Stwierdzonaze zarowno inhibitory NOS (NNLA; 30 mg/kg m.c. i 1400W; 5
mg/kg m.c.) jak rownie inhibitor PARP (3-AB; 30 mg/kg m.c.) zapobiegaty translokacji
AlF.

77



warunkach kontrolnych

Reakcy immunocytochemiczng wykonano z wykorzystaniem przeciwciat skierowanych
przeciwko AlF. Wyradq obecnos¢AlF stwierdzono jedynie w mitochondriach (M). Nie
znaleziono AIF w cytoplazmie (C) ani wdize (N). Prezentowany obraz pochodzi z
typowego eksperymentu.
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Rycina 38. Translokacja czynnika indukggego apoptaz (AIF) w neuronach istoty
czarnej po podaniu LPS

Reakcy immunocytochemiczng wykonano z wykorzystaniem przeciwciat skierowanych
przeciwko AIF. Stwierdzono obecnoddF w jgdrze (N), ale rowniew cytoplazmie (C)

i mitochondriach (M)Czerwone strzatki wskazuplF.
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Rycina 39. Translokacja AlF z mitochondriow deger w istocie czarnej myszy po
podaniu LPS
LPS (1mg/kg m.c.) oraz inhibitory (NNLA;30 mg/kg, 1400W;5 mg/kg, 3-AB; 30mg/kg)

podawano myszom dootrzewnowo i po 24 godz. izolowano frakcje komorkowe z istoty
czarnej, a nagpnie analizowano obecnos&IF. A) Analiza densytometryczna obeaios

AIF we frakcji pdrowej. B) Przykladowe zgjia Western blotéw z wybranych
doswiadczeé. Prezentowane dane toednie + SEM pochodze z 3 oznacze ** p<0,01

réznica wzgédem kontroli; # p<0,05 ragica wzgédem grupy traktowanej LPS.
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Analizowano take aktywnos¢kaspazy 3 wsrodmozgowiu po dootrzewnowym
podaniu LPS (Rycina 40). Aktywno&aspazy 3 wynosita w warunkach kontrolnych w
srodmozgowiu/ miedzymozgowiu 0,47 £ 0,03 pmola/mg biatka/min, i nie zmienigfzosi
podaniu LPS.
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o
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|

0.0 | T T T T T T 1
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Czas po iniekcji LPS [godz.]

Rycina 40. Aktywnosdkaspazy-3 wsrodmozgowiu/mgdzymozgowiu myszy po podaniu

LPS

LPS podawano myszom w dawce 1lmg/kg m.c., po 6, 12, 24 i 48 godz. izolowano
srodmoézgowie/mgdzymobzgowie, a naginie oznaczano aktywnosckaspazy 3.
Prezentowane dane t&¢ednie + SEM pochodze z 3 oznaczewykonanych w trzech
powtorzeniach.
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2.9. Aktywacja peroksydacji lipidow przez zalény od LPS stres wolnorodnikowy.

Rola NO

Uszkodzenia wolnorodnikowe bton oznaczano przez pomiagersh koncowych
produktow procesu peroksydaciji lipidow, za pomoeakcji z kwasem tiobarbiturowym.
Stwierdzono wzrost uszkodzevolnorodnikowych lipidow w 48 godz. po iniekcji LPS.
Podanie zwiergom inhibitorow syntazy NO hamowalo wzrostezgnia TBARS
wywotany przez LPS, wskazig na udziat konstytutywnych izoform w kaskadzie
prowadacej do powstania stresu oksydacyjnego (Rycina 41). W warunkach kontrolnych
uzyte inhibitory nie wplywaty na stenie TBARS. Nie stwierdzono zmiargstnia grup
karbonylowych po podaniu LPS (dane nie pokazane).
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Rycina 41. Wplyw inhibitorow NOS na wywotany przez LPS wzrogiestia TBARS w
mozgu

Myszom podawano dootrzewnowo LPS (1mg/kg m.c.) lub PBS oraz inhibitory (NNLA;30
mg/kg, 7-NI; 25 mg/kg) i po 48 godz. oznaczargesie TBARS. Przedstawione dane s
wartosciami  z trzech niezateaych eksperymentéw przeprowadzonych w trzech
powtdrzeniach sfednia # SEM). Statystycznie znamiennaniéa wzgédem kontroli, **
p<0,01; statystycznie znamienna m@za wzgédem grupy traktowanej LPS, ### p<0,005.
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2.10. Wplyw inhibitoréw PARP-1 na aktywowary przez LPS peroksydacg lipidow w
mbzgu

Zbadano rownie efekt inhibitora PARP na peroksydatipidow. Wzrost stzenia TBARS
po iniekcji LPS byt hamowany przez inhibitor PARP, 3-A®/ynik ten sugerujeze
PARP-1 jest nie tylko odbiogcsygnatu o uszkodzeniach wolnorodnikowych, ale entez
sam s¢ do takich uszkodZeprzyczyni& (Rycina 42). W warunkach kontrolnych 3-AB nie
wptywat na stzenie TBARS.
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Rycina 42. Wplyw inhibitora PARP na wywotany przez LPS wzrogiestia TBARS w
mobzgu

Myszom podawano dootrzewnowo LPS (1mg/kg m.c.) lub PBS oraz 3-AB (30mg/kg) i po
48h oznaczano genie TBARS w pétkulach mdzgu. Przedstawione dameagosciami z

trzech niezalenych eksperymentéw przeprowadzonych w trzech powtorzesiadni@ +

SEM). ** p<0,01 statystycznie znamiennanmi@a wzgédem kontroli, # p<0,05 rdrica
wzgkdem grupy traktowanej LPS.

2.11. Ocena dziatania inhibitorow PARP i NOS na peroksydagjlipidow bton mézgu

W celu oceny antyoksydacyjnych wtawosci stosowanych inhibitorow, zbadano ich
wplyw na generowan in vitro peroksydag lipidow bton. Spokdd przebadanych
inhibitorow PARP, DHIQ w zaleny od stzenia sposob hamowat peroksydatpidow,
natomiast 3-AB i DPQ nie mialy istotnego wptywu (Rycina 43aden z #ywanych

inhibitorow NOS nie posiadat wdaiwosci antyoksydacyjnych (dane nie pokazane).
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Rycina 43. Wptyw inhibitorow PARP na peroksydadipidéw in vitro

Antyoksydacyjne wiaiwosci inhibitorow PARP badano przez pomiagzenia koscowych
produktow peroksydaciji lipiddbw w homogenacie z catego mézgu. Homogenat inkubowano
w obecnogi inhibitora (0-5mM), 25/:M FeChk i 10 @M kwasu askorbinowego w
temperaturze 3T przez 15 min, naginie mierzono gtenie TBARS. *** p<0,001 —
statystycznie znamienna mdéa w porownaniu do kontroli, ktgrw tym dowiadczeniu
stanowita préba inkubowana w obecob25 1M FeChi 10 1M kwasu askorbinowego, ale

bez inhibitoréw.
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2.12. Porownanie antyoksydacyjnych wiaiwosci inhibitorow PARP do
antyoksydantow

Poréwnano antyoksydacyjne wtawosci inhibitorow PARP 2z dziataniem kilku
wybranych, powszechnie stosowanych antyoksydantow. W badaniach ¢cdmingb
flawonoid resveratrol, Trolox- rozpuszczalny w wodzie analog witaminy E i Tempol-
matoczsteczkowy zwgzek o aktywnosi dysmutazy ponadtlenkowej (ang. SOD mimetic).
Wartoki I1Csp przedstawione w Tabeli 2 wskazupge 3-AB, DHIQ, DPQ cechuj si¢

niskim potencjatem antyoksydacyjnym w porownaniu do badanych antyutleniaczy.

Tabela 2. Wplyw inhibitorow PARP i antyoksydantoéw na peroksygépjdow

Badany zwazek 1Go (MM)
3-AB > 5,00
DHIQ 1,75
DPQ > 5,00
Resveratrol 0,02
Trolox 0,07
Tempol 0,08

Homogenat inkubowano w obecoo&eChL (25 M) i kwasu askorbinowego (10M)
przez 15 min w 37°C. Inhibitory PARP i antyoksydanty dodanoeignsach 0-5 mM.
Peroksydagj lipidow analizowano przez pomiaregenia produktdw reaguygych z TBA
(TBARS).

2.13. Podsumowanie

Dootrzewnowe podanie myszom LPS powodowato rozwdj ogolnoustrojowego stanu
zapalnego z charakterystycznymi objawami chorobowymi. Zaobserwowano igdukcj
genow dla INOS i TNE, a take wzrost aktywnasi NOS i PARP. Stwierdzono
uszkodzenia wolnorodnikowe i aktywagprocesow apoptotycznych w mézgu. Zmianom
biochemicznym towarzyszyly zmiany morfologiczne neurondéw. Zaobserwowano
nieprawidtows ultrastruktue wielu neurondéw, oraz zmiany degeneracyjne welier
niektorych dendrytéw. Inhibitory NOS i PARP wykazywaly dziatanie protekcyjne,
wskazujc na istotny udziat obu enzymow w prooksydacyjnej kaskadzie wywotanej w

mdbzgu w wyniku systemowego podania LPS.

85



DYSKUSIA

V1. DYSKUSIA

Reaktywne formy tlenu, w tym wolne rodniki, powsgtayy normalnym
metabolizmie komorki, a ich tenie jest utrzymywane na niskim poziomie ¢Hizi
komoérkowym mechanizmom antyoksydacyjnym. Jednak w sytuacjach patologicznych,
rownowaga pomidzy produkcp i usuwaniem wolnych rodnikébw zostaje zachwiana i
narasta stres oksydacyjny, objaw®@j sk uszkodzeniami makromolekut i w konsekwencji
prowadacy do powanych zaburzeé funkcjonowania komoérki. Stres oksydacyjny
obserwowany jest zarowno w ostrych, jak i w przewleklych schorzeniacdkmivego
uktadu nerwowego. W przebiegu wielu z tych chorélanvgaole odgrywa nieprawidtowo
pobudzony uklad odpornoowy. W eksperymentalnych modelach nadmiernej aktywacji
uktadu odpornasiowego LPS jest @ato uxywany jako immunogen aktywagy wrodzone
mechanizmy reakcji immunologicznej. W odpowiedzi na LPS organizm aktywuje wiele
mechanizméw obronnych, ktérym towarzyszy @gszona produkcja wolnych rodnikow.
Tlenek azotu jest wolnym rodnikiem o szczegdlnym znaczeniu. Produkowany w wysokich
stezeniach przez indukowanizoformg NOS wytworzonaw odpowiedzi na LPS, ma
istotny wptyw nie tylko na pracuktadu naczyniowego, ale przez swoje wielostronne
dziatanie na metabolizm komorki, e znaczco wptywa na przebieg stanu zapalnego.

W badaniach klinicznych pacjentow w szoku septycznym nieselektywne inhibitory NOS
nie wykazaly jednak istotnej poprawy stanu, a w niektérych przypadkach powodowaty
zwickszonasmiertelnosé¢(Bakker i wsp., 2004; Watson i wsp., 2004; Lopez i wsp., 2004).
Zainteresowania badaczy byty do niedawna skierowane gtéwnie nadypasbhwodowe,

nie zajmowano sgi natomiast patologicznymi zmianami w mozgu. Poniewayniki
ostatnich badasugeruy udziat uktadu glutaminianergicznego w reakcjach indukowanych
przez LPS w moézgu (Guerra-Romero i wsp., 1993; Willard i wsp., 2000; Glezer i wsp.,
2003b), przedmiotem zainteresowania niniejszej pracy byt udziat poszczegoélinych izoform
NOS w stresie oksydacyjnym wywotanym w mozgu przez LPS.

Obecny w krwiobiegu LPS oddziatyvamoz na mozg pogdnio, poprzez
aktywacg komorek uktadu odpornoiowego i produke mediatoréw zapalenia (Rycina
44). Aktywacja, czy te uszkodzenie komorekrodbtonkowych przez LPS, rowriigest
potencjalnymzrodiem czynnikOw dziatapych bezpogednio na mézg. LPS meztez
wplywat na pra¢ mozgu przez dziatanie na obwodowy ukiad nerwowy. Imegdiwa
droga oddziatywania LPS na moézg jest dziatanie poprzez mediatory uwalniane z
uszkodzonych nagdow obwodowych, takich jak ptuca czwtnoba. Zjawiska te nie byty

86



DYSKUSIA

jednak przedmiotem zainteresowania niniejszej pracyz gdgano procesy zachaede w
krotkim czasie po podaniu LPS, kiedy nie dochodzi do payweh zaburze narzdéw.
Bezpog$ednie dziatanie LPS na procesy zach@dzw mozgu jest ograniczone przez
obecnos¢ bariery krew-mézg. Bariera nie istnieje w ngtach okotokomorowych,
bioracych udziat w regulacji wydzielania hormondéw peptydowych, co i@z
przenikanie LPS z krwi do mdézgu. Najnowsze prace Chakravarty i Herkenham (2005)
ukazup duze rozpowszechnienie mRNA dla receptora TLR4 w parenchymie mozgu myszy
I najintensywniejsg ekspregj w splocie naczyniowym i oponach. Ponadto stwierdzono
ekspresi TLR4 w niektérych neuronach tworu siatkowatego pnia mdzgu, co sugeruje
moAiwos¢ bezposedniego dziatania LPS na komorki mézgu.

SYSTEMOWY STAN ZAPALNY ——m» MEDIATORY ZAPALENIA

/

OBWODOWY
UKEAD
NERWOWY

BARIERA \ \ ¢

>

LPS \’(KREW-MC}ZG -

SRODBEONEK NACZYNIOWY

USZKODZENIE INNYCH NARZADC')W

Rycina 44. Mojwe drogi dziatania LPS na mdzg
Wyniki publikowane w niniejszej pracy wskazuja indukag proceséw zapalnych

w mobzgu i na udziat konstytutywnych izoform NOS w procesachzagbd od stresu

wolnorodnikowego wywotanego obwodowym podaniem LPS.
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Badania ostatnich lat wykazatye wysokie sizenia LPS mog uszkadzé barier
krew-mdzg (Bannerman i wsp., 1999), co utiveia naciek leukocytéw i dyfuzj LPS do
mozgu. Wobec powszego niezwykle istotne byto poznanie mechanizmu beegoiego
dziatania wysokich sten LPS na komérkérodbtonka naczyniowego i udziatu N@ tym
procesie.

Wykazano w niniejszej pracyze LPS dodany do medium hodowlanego w
wysokich sgzeniach powoduje obumieranie komorekdodbtonka naczyniowego w
hodowli (HUVEC; Human Umbilical Vein Endothelial Cells). Obserwowamieré¢ okoto
25% komorek po 18 godz. inkubacji z LPS @0nl. Mechanizm tej reakcji nie jest
znany, in vivo LPS oddzialywd moz na komorki srodbtonka naczyniowego za
posrednictwem aktywnych komorek krwi lub bezpednio, poprzez aktywagjreceptora
TLR4 na powierzchni $rodbtonka. Aktywacja taka wymaga obecciosbiatka
pomocniczego CD14. Stwierdzono uprzedumw rejonach okotokomorowych, bogatych
w splot naczyniowy, zachodzi konstytutywna ekspresja biatka btonowego CD14 (Lacroix i
wsp., 1998; Rivest i wsp., 200®ciste pokczenia pomidzy komdrkamirodbtonka g tu
zmienione, co pozwala na dyfgzmakromolekut do przestrzeni okotonaczyniowej i na
szyblq indukcg transkrypcji CD14 przez LPS w tych strukturach. TakcwiiPS mog
indukow& syntez receptorow w strukturach mozgu z ostabidrarien krew-mozg, a
nastpnie dzialg na pozostate struktury mézgu. Cytotoksyczne dziatanie LPS na komorki
srédbtonka wykazali Haendeler i wsp. (1996). LPS indukuje apemtomoreksrodbtonka
w hodowli, réwnoczénie indukuje procesy anty-apoptotyczne, co utrudnia
zaobserwowanie apoptony vitro bez zastosowania inhibitoréw transkrypcji lub translaciji
(Haendeler i wsp., 1996). W hodowli komorek HUVEC obserwowano po zadziataniu LPS
wzrost biatka pro-apoptotycznego Bax i spadek anty-apoptotycznego Bcl-2. Zmianom tym
zapobiegato wicie w eksperymencie antyoksydantow, co wskazuje na wolnorodnikowy
mechanizm indukcji apoptozy przez LPS (Haendeler i wsp., 1996; Gross i wsp, 1999). LPS
indukuje réwnie ekspresj TNFo w komorkach HUVEC (Kim i wsp, 2002). TNEmMoz
dziata& proapoptotycznie (Bohler i wsp., 2000), moztez uruchamia szlak
antyapoptotyczny (Shinpo i wsp, 1999). Sytgakpmplikuje dodatkowo proliferacyjne
dziatanie LPS. W badaniadm vivo wykazano,ze LPS stymuluje ekspresjpksydazy
NADPH w naczyniach krwionmych szczura (Brandes i wsp, 1999), a w badaniach
invitro zwickszona aktywnos¢éoksydazy NADPH prowadzi do stymulacji proliferacji

komoérek HUVEC (Heinloth i wsp.2000). W takim wypadku, proliferacyjne dziatanie LPS
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mogto by maskowa jego efekt cytotoksyczny. Groz konsekweng uszkodzenia
komorek srédbtonka naczyniowego mezby uwalnianie z nich neurotoksycznych
czynnikow, np. trombiny (Grammas i wsp., 2004).

W celu zbadania, czy LPS mopowodowa wzrost produkcji wolnych rodnikow,
przeprowadzono w tej pracy eksperymenty z wykorzystaniem specyficznychnikska
fluorescencyjnych DCF i TyrFluo. Zaobserwowano wzrost stresu wolnorodnikowego w
komoérkach HUVEC inkubowanych w obecdweo LPS juz po 60 min. Statystycznie
znamienny wzrost oksydacji DCF pojawiat przy stzeniu LPS 1Qug/ml, a przy sizeniu
100 pg/ml wzrost wynosit 225% kontroli. Wzrost produkcji wolnych rodnikéw w
komorkachsrédbtonkain vitro obserwowany byt rownieprzez Zapolskd wsp. (2002).
Mechanizm uwalniania wolnych rodnikow przez LPS nie jest jednak do koncanioss.
Zmiany wewntrzkomorkowego stenia wapnia w komorkackrodbtonka (HUVEC)
spowodowane LPS (19@/ml) sugerui modiwosé¢, ze potencjalnymzrédiem stresu
oksydacyjnego ma by wapniowo-zalena NOS (Kanayama i wsp., 1997). Wyniki
prezentowane w niniejszej pracy wskazygdnak,ze NOS nie bierze udzialu w pro-
oksydacyjnej kaskadzie wywotanej przez LPS i nie uczestniczy w procesach
prowadacych do obumierania komorek. Wzrost wewnkomorkowego stenia wapnia
moze wywotywa zwickszenie stresu oksydacyjnego nie tylko na drodze aktywacji NOS.
Innymi potencjalnymizrodtami wolnych rodnikbw moghy¢ oksydaza ksantynowa (E.C.
1.17.3.2), oksydaza NADPH (E.C. 1.6.3.1), metabolizm kwasu arachidonowego oraz
uszkodzenie mitochondribw. Wykazange za zaburzenia czynimowe naczy
krwionosnych w czasie endotoksemii szczura odpowiedzialna jestkgmona produkcja
O, " przez oksydagz ksantynow i oksydaz NADPH (Brandes i wsp., 1999).
Wewndrzkomorkowy antagonista wapnia TMB-8, jak réwniantagonici kalmoduliny
(trifluopyrazyna i W-7) hamowaty stres oksydacyjny wywotany w komorkaétbtonka
przez oksydaz NADPH (Holland i wsp., 2000), co wskazuje na wapniowoszale
aktywacg tego pro-oksydacyjnego enzymu. Zmiany wetkzkomdrkowego stenia
wapnia (w obecnad jonoforu A23187) mog rowniez by¢ zrédiem rodnikow
ponadtlenowych poprzez aktywacijfosfolipaz(y) A (PLA) i metabolizmu kwasu
arachidonowego (Cosentino i wsp., 1994). Aktywacja Pp#zez [CA"]; prowadzi do
zwigkszonego uwalniania kwasu arachidonowego, ktory jest substratem dla
cyklooksygenaz (COX) i lipoksygenaz (LOX). Podczas tego procesu powstaje O
(Kukreja i wsp., 1986), ktory reagigj z NO tworzy¢ moz ONOO (Beckman i wsp.,
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1990; Beckman i wsp., 1996). Istnieje réwinigdwrotna zalenos¢, mianowicie zmiany
potencjalu redoks w komoérkackirodblonka powodowa moga oscylacie [C&]..
Aktywacja oksydazy NADPH powoduje takie oscylacje w komorkach HAEC (Hu i wsp.,
1998). Te obserwacje wskazyvanogs ze zmiany wewatrzkomorkowego stenia
wapnia mog by¢ nastpstwem, a nie przyczynstresu wolnorodnikowego w komarkach
HUVEC.

W stanach zapalnych dochodzi do stymulacji komorek uktadu odpmomaggo,
makrofagow i granulocytow obgipochtonnych, ktére po aktywacji wchadw interakcje
z komorkamisrédbtonka naczyniowego i wytwaraajvolne rodniki, cytokiny, chemokiny,
biatka adhezyjne. Wod biatych krwinek szczegdinrole przypisuje si granulocytom
obogtnochtonnym. LPS stymuluje granulocyty i powoduje gsizonaich adhezj do
komorek srodbtonka naczyniowego oraz produkcjpvolnych rodnikéw i enzymow
proteolitycznych (Fittschen i wsp., 1988). Rowndcze LPS i cytokiny dzialaj
antyapoptotycznie na aktywne granulocyty, co wydtazas ichrycia poza normalne 24-
48 godz. W celu zanalizowania roli wolnych rodnikbw w interakcjach pdayi
granulocytami obegnochtonnymi i komérkamisrodbtonka uyto sondy reagure] z
rodnikiem tyrozylowym w biatkach. Stwierdzono silmaro-oksydacyjna aktywnosé
granulocytow obajtnochtonnych, ktére juzpo 15-minutowej inkubacji powodowaty
wolnorodnikowe uszkodzenia biatek zewnzkomorkowych. W badanych warunkach nie
zaobserwowano oksydacji biatek wewnzkomorkowych. Granulocyty wytwarzayolne
rodniki na drodze enzymatycznej, ¢idi mieloperoksydazie (MPO; E.C. 1.11.1.7) i
oksydazie NADPH (E.C. 1.6.3.1). Brak uszko@lzéiatek wewnirzkomérkowych
wskazuje, ze w krétkim czasie inkubacji zwzki odpowiedzialne za uszkodzenia
wolnorodnikowe nie dyfundajdo wng¢rza komorek. To sugerujee mimo bardzo silnego
uszkodzenia biatek zewitnizkomdrkowych nie dochodzi w tym czasie (15 min.) do
przerwania cigtosci blony komérkowej. Badania Tatsumi i wsp. (1994) oraz Daphna i
wsp. (1998) wykazaly, ze oksydanty wytwarzane przez aktywne granulocyty
obogtnochtonne zwikszaj przepuszczalnosbtony komoreksrédbtonka naczyniowego i
wpltywaja na receptory zlokalizowane na btonie. Wynika z teg®,w celu ochrony
komoreksrédbtonka naczyniowego przed oksydacyjnym uszkodzeniem wywotanym przez
aktywne granulocyty obginochtonne, dziatania natg podpé na wczesnych etapach

wybuchu tlenowego, kiedy integralnoééony komorkowej pozostaje jeszcze zachowana.
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Granulocyty aktywowane przez ester forbolu (PMA) wydzigtajeloperoksydag
(MPO) i O,'", ktory jest nagpnie przeksztatcany przez dysmutgonadtlenkow (SOD)

w reakcji dysmutacji do pD, (Heinecke i wsp., 1993). Uktad MPO#B, maze
przeksztatlca tyrozyne w rodnik tyrozylowy, prowadg do powstania mostkow
dityrozynowych w biatkach. Podobny wynik otrzymano w czasie inkubacji HUVEC w
obecnogi peroksydazy chrzanowej (HRP) i nadtlenku wodoru. Uktad HRP/H
powodowat uszkodzenia biatek wegtrekomorkowych w takim samym stopniu, jak sam
H.O,, z czego wnioskowa moma, ze za uszkodzenia wewmnakomorkowe
odpowiedzialny jest sam J,. Ta obserwacja jest zgodna z warejszymi badaniami
Van der Vliesa i wsp. (2001), ktére wykazaly weivnkomorkowe uszkodzenia
spowodowane przez,B, w fibroblastach. Nadtlenek wodoru n@oby przeksztatcany w
bardzo reaktywny rodnik hydroksylowy Ol reakcji Fentona. Nadtlenek wodoru moz
réwniez indukowa wewndrzkomérkowe oscylacie Ga w komérkach srédbtonka
naczyniowego (Hu i wsp., 1998). Wzrost wewmkomorkowego stenia wapnia
prowadzé moze z kolei do zwgkszonej produkciji @~ w mitochondriach, mag rownie:
aktywowa prooksydacyjne enzymy, w tym cNOS (Busse i wsp., 1990).

Poniewa oksydacyjne uszkodzenia komorekodbtonka wywotane przez
aktywacg granulocytéw dotyczyly tylko biatek zewmzkomérkowych, w kolejnych
eksperymentach analizowano ¢dNO’ w tych procesach. NOzaleznie od warunkéw
dziata¢ moz pro- lub antyoksydacyjnie. Otrzymane zyciem donora NO (DEANO)
wyniki wskazuj, ze NO hamuje oksydagjbiatek zewntrzkomérkowych wywotywan
zardwno przez aktywne granulocyty oftopchtonne jak i przez HRP#B,. DEANO jest
spontanicznym donorem N@ czasie péttrwania okoto 2 min w buforze fosforanowym
pH 7,4 w 37°C (Keefer i wsp., 1996). N@oz hamowa aktywnos¢ MPO i HRP
poprzez interakej z grupa hemowa w centrach aktywnych tych enzyméw. Wykryto
stabilne kompleksy NOz MPO (n.p. MPO-Fe(lll)-NO i MPO-Fe(ll)-NO) (Abu-Soud i
wsp., 2000). Wykazano rowrieze NO hamuje oksydag] DL indukowanaprzez rodniki
peroksylowe (Goss i wsp., 1999). Badania z egzagetyrozyna wykazatly, ze
powstawanie dityrozyny pod wptywem aktywnych neutrofili jest hamowane przez
DEANO, i ze ten efekt zanika, gdyegenie DEANO spada parej 20 nM (wyliczone z
czasu pottrwania DEANO). Oksydacja N@rzez Q prowadzi do powstania azotynéw

(NO2) (Ignarro i wsp., 1993). Azotyny madpy¢ nastpnie utleniane przez peroksydazy w
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obecnoéi H,O, do azotanow, ktore zdolna glo nitracji tyrozyny (Van der Vliet i wsp.,

1997; Shibata i wsp., 1995). Jednak w naszych badaniach ten mechanizm nitracji jest mato
prawdopodobny, gdy NO' hamuje aktywno$s¢MPO. Modiwe jest natomiastze NO

reaguje bezpoédnio z rodnikem tyrozylowym twogz nitrotyrozyre (Gunther i wsp.,

1997). Taka modyfikacja aminokwasoéw wydaje &y¢ mniej szkodliwa, gdy nie
powoduje powstawania niepalanych mostkow dityrozynowych, ktére zabugzaj
struktue biatek. Ponadto komoérki posiadajmechanizmy denitracji tyrozyny, co
umodiwia szybkie usurgcie nitrotyrozyny (Kuo i wsp., 1999; Koeck i wsp., 2004).

NO" moz by syntetyzowany zaréwno przez komoéwkiddbtonka jak i przez
granulocyty (Lowenstein, 1999). Rola NQv hamowaniu oksydacyjnych uszkodze
komorek srodbtonka nie jest w petni zbadana (Carey i wsp., 1992; Vanderford i wsp.,
1994). Nasze wyniki demonstayjze oksydanty produkowane przez aktywne neutrofile
uczestnicz w uszkodzeniu biatek zewmmzkomorkowychsrédbtonka naczyniowego,ze
NO" moz tym uszkodzeniom zapobigga Wolne rodniki g elementem
migdzykomérkowej sygnalizacji poriazy granulocytami obejnochtonnymi i
srodbtonkiem naczyniowym. Wykazano niedawne, wolne rodniki produkowane przez
granulocytarn oksydaz NADPH s niezb@gne dla efektywnej aktywacji NKB w
komorkachsrodbtonka naczyniowego po stymulacji LPS lub T™NHFan i wsp., 2002;
Fan i wsp., 2003). Poniewawyniki publikowane w niniejszej pracy sugetujze
uszkodzenia wolnorodnikowe wywotane przez granulocyty ogramickagdo przestrzeni
zewngdrzkomorkowej, §dzic momma, ze stzenia wolnych rodnikow przenikge do
wnetrza komorek Kbdbtonka § za niskie aby wywolaistotne uszkodzenia.

Prezentowane w niniejszej pracy badania prowadzone na komdidiitonka
naczyniowego HUVEC wykazaly wzrost stresu oksydacyjnego pod wpltywem
bezpofedniego lub pé&redniego dziatania LPS. LPS powodowal obumieranie 25%
komorek. Stwierdzono,ze indukcja INOS w komorkachrodbtonka ma dziatanie
korzystne, bowiem jej zahamowanie gzk8za stres oksydacyjny. Badania interakcji
granulocytéw i komérek HUVEC wykazaty korzystne dziatanie’NQonor tlenku azotu
DEANO, jak omowiono poprzednio, zapobiegat uszkodzeniom wolnorodnikowym biatek
btonowych, wykazujc wiasciwosci antyoksydacyjne.

Prezentowane w niniejszej pracy wyniki sugeruge skutkiem dziatania LPS na
sciany naczy krwionosnych moézgu mog by ich uszkodzenie, i w konsekwencji

zaburzenie funkcji bariery krew-mozg i aktywacja reakcji zapalnej w moézgunyifa
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elementem tej reakcji w mozgu jest indukcja wapniowo-nienajeizoformy NOS, ktora
poprzez produkej duzych ilosci NO™ wywotywaé moze szereg niekorzystnych zjawisk,
m.in. stres oksydacyjny. Ostatnie badania suge#gj w stanach zapalnych mézgu moga
bra¢ udziat rownie konstytutywne izoformy NOS. Badania nad znaczeniem
poszczegolnych izoform NOS w procesach wywotanych w mozgu przez szeroko
stosowane systemowe podanie LPS prowadzono na modegivo (Layé i wsp., 2001;
Back i wsp., 2000; Li i wsp., 1999). W przypadku badania moézgu trudna jest analiza
efektow LPS w modelachn vitro, gdyz odbiegaa one znacznie od warunkoww vivo ze
wzgledu na brak bariery krew-mo6zg, a takha strukturalne zréicowanie mozgu i
znaczenie w tym procesie komérek glejowych. Badania w moitehivo blizsze g
ponadto warunkom Kklinicznym. Dawk&PS (1 mg/kg m.c.) wybrano na podstawie
wstepnych eksperymentéw, jest ona wielokrotnigsma nk dawka letalna 50 mg/kg m.c.
(Back i wsp., 2000). LPS podawano dootrzewnowo, aby wuatikmechanicznego
uszkodzenia moézgu w wyniku podania domézgowego. Wybrana dawka LPS wywotywata
przegciowe objawy ogolnoustrojowego stanu zapalnego. Obserwowano zmiany
temperatury charakterystyczne dla wysokich dawek LPS, tzn.s$gigg obnienie
temperatury ciala o ok. 1 °C w poréwnaniu do kontroli (Romanovsky i wsp., 1996)
Przefciowa hipotermia mae by spowodowana zwkszonym wydzielaniem
wazopresyny w podwzgoérzu w odpowiedzi na stymulowpreez LPS produkejNO

przez nNOS (Uribe i wsp., 1999; Giusti-Paiva i wsp., 2004). Wykazano niedaeno,
systemowe podanie inhibitora NOS (L-NAME) powoduje @bnie temperatury ciata,
jednak zasig wywotanych zmian (-1 °C) wyklucza istotny wptyw na stres oksydacyjny,
gdyz jak wykazano w organotypowych hodowlach hipokampa, dopiero redukcja
temperatury o okoto 4-5 °C zmniejsza uszkodzenia wolnorodnikowe (Giusti-Paiva i wsp.,
2004; McManus i wsp., 2004). W celu zbadania, czy LPS powoduje patologiczne zmiany
w komodrkach moézgu, analizowano za pomauikroskopii elektronowej ultrastrukteir
neurondw istoty czarnej, jako struktury szczegolnie iwarej na dziatanie procesow
wywotanych przez LPS. Stwierdzono obecnpé&tologicznych zmian w wielu neuronach,
m.in. obkurczonacytoplazme, wgtobienia otoczkigdrowej, obrzmienie mitochondriéw i
aparatu Golgiego. Obserwowano ponadto obecramétofagolizosomoéw, lizosomow i
ciatek gestych) a take procesy degeneracyjne w niektorych dendrytach (wakuolizacja,
obrzmienie mitochondriow). Charakter obserwowanych zmian wskazuje na aktywacj

procesu autofagii w neuronach przez LPS, co jednak nie musi préwddzmierci
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komorki. Jest to pierwsza taka obserwacja, dotychczas nie zanotowano tego zjawiska w
neuronach po podaniu LPS. Autofagia wpsfe jednak w wielu chorobach
neurodegeneracyjnych, np. w chorobie Huntingtona, Alzheimera i Parkinsona, w ktorych
obserwuje s objawy stanu zapalnego. (Larsen i Syulzer, 2002). W ostatnich latach
stwierdzono neurodegenerago domozgowym wstrzykeciu LPS, w tym degeneragj
drzewek dendrytycznych neuronéw piramidowych po domdzgowym wstkykniLPS
(Arimoto i wsp., 2003; Milatovic i wsp., 2003).

W celu dokfadniejszego zanalizowania roli poszczegoélnych izoform NOS w
przebiegu stresu wolnorodnikowego wywotanego obwodowym podaniem LPS zbadano w
niniejszej pracy aktywnose&nzymu w roéaych czsciach mozgu. Istotny statystycznie
wzrost zaobserwowano w istocie czarnej, a é¢akig catym srodmozgowiu/mgdzy-
mozgowiu. W wybranych czasach po podaniu LPS (3, 6, 12, 48 godz.) nie stwierdzono
uchwytnych zmian w pozostatych badanychesciach moézgu (korze i mélzku).
Zastosowanien vivo inhibitoréw cNOS przed podaniem LPS zapobiegato zaburzeniom w
mozgu. Wyniki te wskazajna istotny udziat cNOS w aktywacji peroksydacji lipidow bton
w zaburzeniu proceséw energetycznych w mitochondriach. Przeprowadzona w tej pracy
analiza ekspresji genéw Wwrodmézgowiu po podaniu LPS wykazata znaczny wzrost
transkrypcji gendw dla iNOS ¥rodmdzgowiu z maksimum przypadeym na 3 godz. po
iniekcji LPS. Ekspresja genu dla eNOS ulegata natomiast nieznacznemu krétkotrwatemu
obnizeniu 6 godz. po iniekcji. Natomiast ekspresja genu dla nNOS nie zmierigta si
podaniu LPS. Réwnoczgeie zbadano eksprespenu dla TNE, o ktorym wiadomoze
ulega aktywacji w stanach zapalnych. Poziom mRNA dla tego genu po podaniu LPS
znacznie wzrastat, agjal maksimum w 3 godz., po czym ngiwat spadek do wartos
kontrolnych w drugiej dobie eksperymentu. Inhibitor INOS 1400W Z#rdo poziomu
kontroli ekspresj genu kodujacego iNOS, oraz nieznamiennie zddrekspresje genu dla
TNFa. Inhibitor konstytutywnych izoform NOS NNLA réwnievykazywat tendengjdo
obnizania ekspresji genéw dla iINOS i TNF jednak otrzymane wyniki nie uzyskaty
statystycznej znamiennds Antagonista kanatu NMDA MK-801, nie wykazywsddnego
efektu. Wymienione inhibitory nie wptywaty na ekspeespnstytutywnych izoform NOS.
Krotkotrwaty wzrost aktywnasi NnNOS po doylnym podaniu LPS obserwowany byt w
jadrze przykomorowym podwzgoérza szczura przez Uribe i wsp. (1999). W innych pracach
nie stwierdzono zmian ekspresji NNOS w mozgu po systemowym podaniu LPS (lwase i

wsp., 2000). Ci sami autorzy zaobserwowali wzrost ekspresji biatka eNOS w astrocytach,
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efekt ten uzyskano przy wysokich dawkach LPS do 50 mg/kg m.c.; i.p. (lwase i wsp.,
2000). Ekspresja eNOS w organach obwodowych ulegata znacznemierobniW
badaniach Koedel i wsp., (2001) wykazame, myszy z nieaktywnym genem eNOS$ s
bardziej wraliwe na zmiany wywotane zapaleniem opon indukowanym przez
wstrzyknicie Streptococcus pneumoniae do zbiornika modzkowo-rdzeniowego i
myszy o fenotypie dzikim. U myszy eNO8bserwowano zwkszonaekspresj MIP-2, P-
selektyny i IL-1[3 ale nie zanotowano zmian poziomu mMRNA dla nNOS, iINOS id.N¥
innej pracy tej grupy badaczy analizowanogrdlOS w zapaleniu opon, stwierdzaj
zmniejszenie uszkodae bariery krew-mozg, zmniejszenie ¢&nia nitrotyrozyny w
biatkach, obnienie ekspresji genéw dla MIRx1MIP-2, a takeé zmniejszenie ilad (IL)-
1B, IL-6 i TNFa (Winkler i wsp., 2001). Zaobserwowano rowniee w tym modelu
oprécz silnej indukcji mMRNA dla iINOS (maksimum okoto 24 godz. od indukcjixpag
zwickszenie ekspresji eNOS. Najnowsze wyniki opublikowane przez Connelly i wsp.
(2005) sugeruj, ze aktywacja eNOS po podaniu LPS rpsafe wskutek fosforylaciji
katalizowanej przez PI3-kinazi Akt/PKB, i jest konieczna dla petnej indukcji iNOS.
Bandyopadhyay i wsp. (1997) obserwowali indgkBJOS i zahamowanie ekspresji nNOS
u szczura po podaniu LPS lub N

Struktul szczegolnie wrdiwa na dzialanie LPS jest istota czarna,
prawdopodobnie ze wzglu na stosunkowo duzaawartos¢ckomoérek mikrogleju (Kim i
wsp., 2000). W badaniadh vivo Iravani i wsp. (2002) stwierdzili aktywacmikrogleju
oraz degeneragj neurondéw (gtdwnie dopaminergicznych) pod wptywem LPS
wstrzyknitego do istoty czarnej, natomiast efektu neurotoksycznego nie miato podanie
LPS do hipokampa i kory mézgu. Sugeruje, sie NO uwalniany przez iNOS w
mikrogleju odpowiedzialny jest za degenetanpuronow dopaminergicznych. Indukcj
INOS wykazali w mikrogleju Possel i wsp. (2000), natomiast nie stwierdzili jej w
astrocytach ani neuronachapkowia, po wstrzyknjciu LPS do tej struktury. Podobne
wyniki uzyskali Garcion i wsp. (1998) w mieszanych hodowlach mikroglejowo-
astrocytarnych. Ponadto obserwowali oni indgkdJOS w mikrogleju i astrocytach
hipokampa, po wstrzyketiu LPS do tej struktury. Badania Boveris i wsp. (2002)
wykazatly, ze wzrost produkcji NOw warunkach systemowego stanu zapalnegoemoz
dotyczy¢ takze mitochondrialnej izoformy NOS. ObecnoftNOS w mitochondriach
komérek mbzgu jest do chwili obecnej kontrowersyjna (Lores-Arnaiz i wsp., 2004; Haynes

i wsp., 2004; Lacza i wsp., 2004). Pomi@mj kweste zrodia tlenku azotu w
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mitochondriach, nie maa zaprzeczay ze NO jest uwalniany w mitochondriach i pei
istotna role w regulacji funkcji tego organellum. Giulivi i wsp. (1998) stwierdzilg
dodanie L-argininy do izolowanych mitochondriow powoduje spadek szgbkos
oddychania, natomiast odwrotne dziatanie wykamipibitory NOS. Dowodzi to tonicznej
aktywnoci NOS w izolowanych mitochondriach, ktéra reguluje pra@ncucha
oddechowego poprzez odwracaindibicje oksydazy cytochromowej (kompetycja 2)O
NO" moz tez przez ONOO nieodwracalnie haméwaduktaz NADH-ubichinonu i
reduktaz ubichinonu-cytochromu c. Zmniejszona aktywnokhcucha oddechowego
koresponduje z obabna cieptot ciata i zmniejszonym zyziem tlenu w sepsie. Badania
Escames i wsp. (2003) wykazale aktywnos¢NOS w mitochondriach jest indukowana
przez LPS. W warunkach kontrolnych aktywnas¢NOS byta niewykrywalna. Dgina
iniekcja LPS (10mg/kg) zwkszata znacznie aktywnosatNOS w ptucach szczura, przy
czym u starych szczurow efekt byt silniejszy.

Sugeruje s rowniez, ze wzrost produkcji NOw stanach zapalnych odbywa si
poprzez zalena od IL-1B indukcg ekspresji cyklohydrolazy-1 GTP, co prowadzi do
zwickszonej produkcji tetrahydrobiopteryny (BH4), kofaktora NOS (Bhagat i wsp., 1999).
Poniewa tetrahydrobiopteryna jest rowniekofaktorem hydroksylazy tyrozynowej,
zwigkszenie dospnogi BH4 prowadzi do wzrostu gtenia dopaminy i w rezultacie do
degeneracji neuronéw dopaminergicznych w istocie czarnej poprzemyad wolnych
rodnikéw mechanizm ( Choi i wsp., 2003).

Zaréwno INOS jak i TNE naleza do grupy biatek, ktorych ekspresja zala jest
od czynnika transkrypcyjnego NEB (ang. Nuclear FactatB). NFkKB w neuronach
moze by obecny konstytutywnie lub mezby indukowany przez rdwe bodze. Bierze
udziat w rozwoju, plastycznok neurodegeneracji. Indukowana aktywnobd-«B
wykrywana jest w mikrogleju i astrocytach. Wykazano uprzedmie, w czasie
systemowego stanu zapalnego dochodzi do aktywacjkBlfw osodkowym uktadzie
nerwowym. LPS podany obwodowo powoduje w parenchymie mdzgu transkiypBgj
oraz aktywagi NF-kB. Aktywatorami ekspresji indukowanej izoformy NOS madgy¢
LPS, IFNy, IL-1beta, TN , dsRNA, B-amyloid. Jak wykazali Arimoto i wsp. (2003)
NNLA istotnie hamuje wywotan iniekcja LPS do istoty czarnej szczura aktywac]
mikrogleju, wzrost ekspresji 1 aktywnos$ INOS oraz degeneracj neuronéw

dopaminergicznych, podobnie jak glukokortykoid deksometazon, ktéry hamuje ekspresj
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INOS. NNLA hamuje gtdéwnie konstytutywne izoformy NOS i jest stabym inhibitorem
INOS (IGso dla nNOS wynosi 0,3M, dla eNOS 0,6uM, dla INOS 6uM) (Reif i wsp.,
1995, 2000). Dlatego NNLA jest najgzriej stosowany jako inhibitor konstytutywnych
izoform NOS, i tak byt interpretowany w niniejszej pracy. Uzyskane wyniki sugeti]
jednym z moliwych mechanizmow protekcyjnego dziatania inhibitorow NOS enbyx
wptyw na regulagj ekspresji genéw przez N(Zahamowanie iNOS wydajesgirowadzé

do obnienia ekspresji gendéw iINOS i TME co wskazuje,ze tlenek azotu jest
pozytywnym regulatorem tej ekspresji. W literaturze zmalenona wyniki, ktore
pokazuj zaréwno pozytyws, jak i negatywnaregulacje tych genéw przez NGGlezer i

wsp. (2003a) wykazali wptyw inhibitoréw szlaku glutaminianergicznego na indukowana
aktywnos¢ NFkB. Dozylna iniekcja LPS (1mg/kg) powodowata wzrost aktywacji k-

po 1-2 godz (najwisszy w mozzku i podwzgorzu), po ktorym nagiowat spadek jupo 6
godz. W skiad kompleksu wchodzity podjednostki p50/p65. Iniekcja MK-801 (1mg/kg
i.p.) lub 7-NI (25 mg/kg i.p.) powodowata griowe zahamowanie aktywacji NEB w
mozgu. MK-801 i 7-NI nie miaty natomiast wptywu na aktywadj-«B w sledzionie,

co wskazuje na ich specyficzny mechanizm dziatania. W innej pracy ci sami autorzy,
stosujc domozgowe podanie LPS wykazale MK-801 zwiksza ekspregjniektorych
genow indukowanych w moézgu przez LPS (Glezer i wsp., 2003b).

Sugerowane jest,ze LPS aktywuje glej, ktory zwksza sygnalizagj
gtutaminianergicznapoprzez uwalnianie glutaminianu i czynnikOw zk&zapcych
aktywnoscreceptora NMDA (Piani i wsp., 1992; Kaul i wsp., 2001; Bezzi i wsp., 2001).

Negatywne sprzenie zwrotne zaobserwowano pedry izoformy indukowanaa
konstytutywnymi izoformami NOS (Griskavage i wsp., 1993; Buga i wsp., 1993). Tlenek
azotu moe obnga¢ aktywnos¢ NOS przez interakcje z grugzemowva. Konstytutywnie
produkowany przez nNOS tlenek azotu zmniejsza ekgpifd§)S w astrocytach (Togashi
i wsp., 1997), rownie glutaminian hamuje wranie NFkB do DNA w astrocytach,
prawdopodobnie poprzez zkiszanie stzenia NO (Lin i Murphy, 1997). NO
przeciwdziata aktywacji NkB w astrocytach poprzez oddzialywanie naazanie
czynnika z miejscem promotorowym, nie wptywa bezpdfio na aktywaej i
translokacg NF-kB (Taylor i wsp., 1997). W innych typach komoérek, npgdmiach
gtadkich naczig krwionosnych, NO reguluje aktywno$¢NF-kB poprzez wptyw na

fosforylacg i degradagj IkB (Marumo i wsp., 1998). Istnieja rowtielane literaturowe
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wskazujce, ze niektére aktywatory ekspresji INOS dziat@joprzez obrienie produkcji
NO'. Przyktadem mae by LPS/IFNy, ktére zwekszajc fosforylacg nNOS w hodowli
astrocytoma T67 hamaljjej aktywnosé i poprzez obrienie bazalnego poziomu NO
wyzwalap aktywacg NFkB i ekspresj INOS (Colasanti i wsp., 1997 i 1999). Inhikicj
NF-kB przez NO wykazano réwniz w komorkach srodbtonkowych i w mgsniach
gtadkich. Indukej NF«kB przez NO (SNP i SNAP) po raz pierwszy wykazano w
granulocytach obefnochtonnych (Lander i wsp., 1993). N@ktywuje p2¥° z rodziny
bialek G poprzez S-nitrozylagj i w ten sposob aktywuje NEB w neuronach,
limfocytach, hepatocytach, komorkach nabtonkowych, makrofagach (Chen i wsp., 1999).
Efekt NO na NFkB zalezy od wielu czynnikbw. W komorkackrodbtonka
wysokie stzenia NO hamuj wywotana TNFa lub PMA aktywac NF-kB, niskie
indukujp (Umansky i wsp., 1998). Réwri&zas stymulacji i czas péttrwania donora’NO
jest istotnym czynnikiem. Egzogenny NGtymulowat NFKB w czasie pierwszych 5-
15min., natomiast po uptywie 1-4 godz. hamowat dB-{Diaz-Cazorla i wsp., 1999).
Takze warunki redoks determinukierunek dziatania NO poprzez utatwianie tworzenia
nitrozotioli powodui hamowanie lub aktywagciNF-«B (Lander i wsp., 1995; Matthews i
wsp., 1996). Rownie rodzaj aktywnoéi NFkB (bazalna czy indukowana), meimie
wptyw na kierunek dziatania NOTen sam gen mezby odmiennie regulowany przez
NO' w réznych typach komorek, np. IL-8 w hodowli komérek czerniakadidbtonka
(Andrew i wsp., 1995; De Caterina i wsp., 1995). ‘Nflerze te udziat w regulaciji
aktywnoLi NFkB przez zmiany wewrnszkomérkowego steniazelaza (Xiong i wsp.,
2003). Z opublikowanych danych wynikae NO moz regulowd aktywnos$é¢ NF-kB
zarébwno pozytywnie jak i negatywnie, zade od s¢zenia NO i jego pochodnych, typu
komoérki, bodza stymulujcego. Literatura zawiera doniesienia, wykazaj aktywagj
NF-kB w neuronach przez NQSimpson i Morris, 1999) i hamowanie w astrocytach i
innych komorkach (Togashi i wsp., 1997; Peng i wsp., 1995). zBws, ze w
osrodkowym uktadzie nerwowym ekspresja iINOS ma miejsce gtdwnie w astrocytach,
mikrogleju i komérkachrédbtonka naczyniowego, a produkowany przezoformg NO
moze dziatd toksycznie lub protekcyjnie. Jednak istnieje wiele donfesiendukcji iINOS

w neuronach zarownen vitro jak i in vivo pod wptywem cytokin, niedokrwienia, w

chorobach neurodegeneracyjnych (Heneka i wsp., 2001).
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W badaniach przedstawionych w obecnej pracygtogjrobe okreslenia roli NO
w stresie oksydacyjnym wywotanym przez LPS. Wykazaeopodanie systemowe LPS
powoduje zwgkszonag produkcg wolnych rodnikbw w mézgu. Wykryto wzmona
peroksydagj lipidow bton komorek moézgu. Stwierdzono réwhigvzrost aktywnosi
PARP w mdzgu i korelypy z nim spadek steniaB-NAD®, coswiadczy o zwekszonej
aktywacji polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP; E.C. 2.4.2.30). PARP jest enzymem
zaangaowanym w wiele procesow fizjologicznych, uczestniczy w replikacji i naprawie
DNA, ekspresji gendw, procesach mzowania, dekondensacji chromatyny i w apoptozie,
a take w LTP (Gaal et al. 1987, Satoh et al., 1992). Jego zadaniem jest synteza dtugich,
rozgatzionych polimeréw ADP-rybozy na biatkachadyowych, czego skutkiem jest
rozluznienie struktury chromatyny i tym samym udgstienie nici DNA dla innych
enzyméw. Substratem PARP dla syntezy poli(ADP-rybozy) festAD*. W przypadku
silnych uszkodze DNA dochodzi do nadmiernej aktywacji PARP powagde] zuxcie
komorkowych zasobo\B-NAD™ i ATP, uzywanego do resyntef3+NAD™ przez komorke
Taki mechanizmsmierci komérek zaobserwowano w wielu stanach patologicznych,
migdzy innymi w ekscytotoksycznejmierci neurondéw zaréwnan vitro jak in vivo
(Eliasson i wsp., 1997; Yu i wsp., 2002). Inhibitory PARP-1 wykazdyiatanie
protekcyjne w stanach zapalnych oraz innych schorzeniach (Eliasson i wsp., 1997; Szabo i
wsp., 1997; Thiemermann i wsp., 1997; Farkas i wsp., 2002; Strosznajder i wsp., 2003).
Wyniki prezentowane w niniejszej pracy wskazng udziat zaréwno iNOS jak i cNOS w
wolnorodnikowej kaskadzie powsiapj w mozgu po systemowym podaniu LPS.
Inhibitory izoform NOS wykazywaly protekcyjne dziatanie, zapobiggapbnizeniu
stezeniaB-NAD" i wzrostowi peroksydaciji lipidéw. Dziatanie 7-NlI, inhibitora neuronalne;
izoformy NOS swiadczy o udziale rownietej izoformy w stresie wolnorodnikowym.
Inhibitory NOS nie wptywaly jednak w istotny sposob na aktywnB&RP we frakcji
jadrowej, co moe wskazywd, ze zmiany komdrkowego gtenia3-NAD" obserwowane
po podaniu LPS niegsspowodowane wzrostem aktywmogadrowego PARP-1. Bymoz
wazniejsz role w stosowanym modelu odgrywa PARP obecny w mitochondriach
(Mosgoeller i wsp., 1996; Du i wsp., 2003; Pieper i wsp., 2000). Wyniki prezentowane w
niniejszej pracy wykazuaj ze PARP odgrywa istotngole w obserwowanych procesach.
Jest nie tylko odbioecsygnatu o uszkodzeniach wolnorodnikowych DNA, ale samemoz
rowniez uczestnicz§ w kaskadzie prowadeej do ich powstania. Inhibitor PARP, 3-AB,

zapobiegat zmianom oksydacyjnym powstgm w mozgu po systemowym podaniu LPS.
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Po podaniu 3-AB zanotowano wzrostzgnia B-NAD" i obnizenie stzenia PAR w
mozgu, co wskazuje na zahamowanie aktydgn@®®ARP. Stwierdzono takz ze 3-AB
zapobiega réwnie zwickszonej peroksydacji lipidow, co wskazujge zahamowanie
PARP mae zmniejsza uszkodzenia wolnorodnikowe. Wynik ten jest zgodny z danymi
publikowanymi uprzednio, gdzie wykazanaze inhibitory PARP w modelach
niedokrwienia mozgu i serca zapobiegaje tylko obnieniu stzeniaB-NAD" i ATP, ale

tez zmniejszaj wolnorodnikowe uszkodzenia lipidow i biatek (Szabados i wsp., 2000;
Halmosi i wsp., 2001). Sugerowany mechanizm to zapobieganie zahamowania aktywnos
tancucha oddechowego i zawianej z tym produkcji wolnych rodnikbw w mitochondriach
(Hamosi i wsp., 2001). Wykazanozieze inhibitory PARP, w tym 3-AB, hamaj
aktywnos¢ innych mitochondrialnych enzymow transferazy mono-ADP-rybozy (E.C.
2.4.2.31) i glikohydrolazy NAD1 (E.C. 3.2.2.5) (Jorcke i wsp., 1998), ale brak jest w
literaturze dowoddéw na ich bezpeélini udziat w regulacji ¥ecucha oddechowego.
Niedawno opublikowane prace wykazupe protekcyjne dziatanie inhibitorow PARP
czesciowo opiera s na aktywacji antyapoptotycznego szlaku PI3-kinazy i Akt/PKB
(Veres i wsp., 2003; Veres i wsp., 2004). Inna jeszczdiwmzroga dziatania inhibitorow
PARP to zahamowanie aktywacji komorek uktadu immunologicznego. PARE mo
modulowa& proces transkrypcji wskutek bezpednich interakcji biatko-biatko (NkB,

AP-2, BMYB, Oct-1, YY-1, TEF-1) lub na drodze poli(ADP-rybozylacji) (XB; p53,

fos) czynnikéw transkrypcyjnych (Hassa i wsp., 1999; Chang i wsp., 2001; Kameoka i
wsp., 2000). W ten sposéb PARP-1 moiavptywa& na ekspregj biatek pro- i
antyoksydacyjnych, jak tezwiazanych z produkajcytokin, np. MIP-Ii, MIP-2 (Oliver i

wsp. 1999; Kannan i wsp.1999; Cervellera i wsp. 2000; Nie i wsp. 1998; Oei i wsp.1997;
Butler i wsp.1999; Hasko i wsp. 2002). Jednym z biatek, ktorego ekspresja wymaga
obecnogi PARP-1 jest indukowana izoforma NOS. Badania La Page i wsp. wykaeaty,
3-AB hamuje transkrypej genu dla iINOS poprzez zahamowanie aktywnos
transkrypcyjnej promotora zaleego od NF«B (La Page i wsp., 1998). W najnowszych
badaniach Rapizzi i wsp.(2004) wykazano wptyw inhibitora PARG (glikohydrolazy
poli(ADP)rybozy) na transkrypejniektorych gendéw zwizanych ze stanami zapalnymi.
Wzrost ekspresji obserwowano w przypadku mRNA dla iNOS i COX-2, natomiast TNF
pozostawat na nie zmienionym poziomie. Wyniki prezentowane w niniejszej pracy nie

wykazaty udziatu PARP w regulacji transkrypcji genéw dla iNOS i GNIRhibitor PARP
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3-AB powodowat wprawdzie obmnie transkrypcji tych gendw, jedna wynik ten nie
uzyskat potwierdzenia na drodze analizy statystycznej. Przydmahay efektu 3-AB maz

by¢ fakt, ze badano zmiany ekspresji tylko po 3 godz. od podania LPS. Jak wykazano w
pracy Park i wsp., (2004) inhibitor PARP #meowvzmacnié lub hamowa ekspresj genu w
zaleznosci od czasu indukcji.

Wyniki prezentowane w niniejszej pracy wykazatg, w konsekwencji podania
LPS zwkksza st produkcja wolnych rodnikow w mozgu, dochodzi do uszkodzenia DNA,
aktywacji PARP i obrienia stzenia3-NAD”. Poniewa zjawiska te mog powodowa
indukcjg apoptozy, podio probe analizy tych procesow. Przy yciu technik
immunocytochemii i mikroskopii elektronowej zaobserwowano translekagzynnika
indukujacego apoptaz (AIF) z mitochondriow do gdra neurondéw w istocie czarnej.
Wynik ten potwierdzono metodami Western blottingu. Inhibitory NOS i PAREcvo
hamowaty ten proces. Nie stwierdzono natomiast zmian aktyivkaspazy-3 w badanych
strukturach moézgu. Pierwsze prace doigez udziatu PARP w mechanizmach
obumierania komdrek sugerowatye smiert komérek powodowana przez nadmierna
aktywacgp PARP ma cechy nekrozy (Eliasson i wsp., 1997), jednak niedawno odkryto
udziat PARP w translokacji AIF z mitochondriow dalja (Yu i wsp., 2002). W tym typie
smierci komorki nie stwierdzono udziatu kaspaz. Inhibitor PARP hamowat transtokac;
AIF z mitochondriéw dogdra, co zgodne jest z wynikami publikowanymi waej (Yu i
wsp., 2002; Du i wsp., 2003). Wykazane, w izolowanych preparatach mitochondriow
nadtlenoazotyn wywotuje depolaryzacjptony mitochondrialnej, uwalnianie AIF i
cytochromu C, ale zahamowanie PARP nie zapobiega uwalniani cytochromu C, co
wskazuje na wybidérczy wptyw aktywacji PARP na uruchomienie zrnaje od AlF
apoptozy.

Aby okreili¢ specyficznosédziatania inhibitorow NOS i PARP, sprawdzono ich
zdolnos¢ zmiatania wolnych rodnikow. Poniewainhibitory PARP § powszechnie
uzywane w badaniach nad udziatem tego enzymu w stanach patologicznyzbhrawh ze
stresem wolnorodnikowym, rozmienie specyficznego (inhibicja aktywrasPARP) i
niespecyficznego (zmiatanie wolnych rodnikdéw) ich dziatania jest szczegolnieewa
(Hwang i wsp., 2002; Strosznajder i wsp., 2003; Tentori i wsp., 2002). Wynikihbada
wskazug, ze DHIQ i 3-AB, maj pewne antyoksydacyjne vitawosci. 3-AB, strukturalny
analog amidu kwasu nikotynowego, jest klasycznym kompetycyjnym inhibitorem PARP,

powszechnie uavanym przez wielu badaczy. Jednak jego potencjat inhibicyjny jest
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stosunkowo niewielki, 165 wynosi okoto 33 pM (Banasik i wsp., 1992). Wykazano
poprzednio,ze w stzeniach powyej 100 mM chroni przed oksydacyywotana przez
nadtlenek wodoru (Szabo i wsp., 1998). DHIQ mg dwa rzdy wielkosi nizszy niz 3-
AB (Banasik i wsp., 1992 ), cechuje g¢dnak mat specyficznogia (Weltin i wsp., 1995).
DPQ nie ma wiiciwosci antyoksydacyjnych i jest silnym inhibitorem PARP JQ,9
pHM), ale nie jest rozpuszczalny w wodzie. Inhibitory PARP o0 antyoksydacyjnym
charakterze magzmniejsza aktywnos¢ PARP w sposob poddni, poprzez zmniejszanie
uszkodzé wolnorodnikowych DNA. Pojawia &irowniez pytanie, czy po reakcji z
wolnym rodnikiem pozostajspecyficznymi inhibitorami PARP. 2ywany w niniejszej
pracy inhibitor PARP — 3-AB wykazuje pewne wdavosci antyoksydacyjne, jednaly s
one niewielkie w porownaniu do powszechnieywanych antyoksydantow, jak np.
resveratrol, Trolox czy Tempol. Spéél przebadanych inhibitorow NOSaden nie
wykazywat wigciwosci antyoksydacyjnych.

Z danych literaturowych wynikaze zmiany wywotywane przez LPS €zsto
zalezne od wybranego modelu zwiecego, dawki i sposobu podania LPS, a éakz
wybranego do analizy czasu. Réwnigposdb podania inhibitorow NOS (miejscowo lub
systemowo), ma decydigy wptyw na ich efekt dziatania (Paul-Clark i wsp., 2001).
Systemowe podanie inhibitorow NOS tagodzito przebieg zapalenia optucnej, natomiast
podane miejscowo te same inhibitory pogarszaty stan, co sugeeujdd miejscowo
moze dziatd protekcyjnie. Lokalne zahamowanie syntezy ‘Nfbwodowato wzrost
stezenia histaminy, chemokin i anionorodnika ponadtlenkowego i leukotrienu B4 w
miejscu zapalenia.

Wyniki prezentowane w niniejszej pracy wskaguje cNOS bierze udziat w
generowaniu stresu wolnorodnikowego w médzgu po systemowym podaniu LPS. Oprécz
bezpofedniego pro-oksydacyjnego dziatania N@oZiwe jest te dziatanie polegafe na

modulowaniu transkrypcji genow zateych od NFkB.
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VII. PODSUMOWANIE | WNIOSKI:

1. Dziatanie LPS, bezpogdnie lub poéednie, na komdrksrodbtonka naczyniowego w
hodowli (HUVEC), powoduje uwalnianie wolnych rodnikbw i uszkodzenia
makromolekut, co potencjalnie meavptywa na stan funkcjonalny komorek nadzy
krwionoénych. Uzyskane z zastosowaniem inhibitorow NOS i donoréw NO wyniki
wykazup, ze we wczesnych etapach stresu oksydacyjnego tlenek azotu dziata

protekcyjnie na komoérkirédbtonka.

2. Analiza ultrastrukturalna morfologiczna wykazatag obwodowe podanie LPS
powoduje zmiany degeneracyjne w licznych neuronach istoty czarnej. Obserwowano
wsrdd nich morfologiczne odpowiedniki autofagii. Stwierdzono rownEmiany
morfologiczne w niektorych naczyniach wiosowatych, co wskazejéPS powodowa

moze zaburzenie ich funkcji.

3. Obwodowe podanie LPS aktywuje procesy zapalne w moézgu, o émyatczy
indukcja ekspresji genéw dla iINOS i TMFStwierdzony wzrost aktywnos iINOS w
istocie czarnej, przy braku zmian w innych badanyckéaiach mézgu sugeruje,e
struktura ta jest szczegélnie wtigva na uszkodzenia.

4. LPS powoduje powstanie stresu oksydacyjnego w mozgu. Protekcyjne dziatanie
inhibitorow poszczegolnych izoform NOS w stosunku do uszkoda#norodnikowych
lipidow, zaburzé energetycznych i translokacji czynnika indufaggo apoptog(AlF)
wykazuje, ze nie tylko iINOS, ale réwniecNOS bierze udziat w kaskadzie zjawisk

indukowanych w mézgu przez dootrzewnowe podanie LPS.

5. Stres wolnorodnikowy wywotany podaniem LPS powoduje rowmierost aktywnosi
PARP-1 w jdrze i spadek stenia jego substrat-NAD®. Dziatanie inhibitora
PARP-1 $wiadczy o istotnym znaczeniu tego enzymu w kaskadzie zjawisk
molekularnych prowadzych do obumierania komérek moézgu.
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VIII. STRESZCZENIE

Oksydacyjne uszkodzenia makromolekut, obserwowane w wielu chorobach uktadu
nerwowego, § przyczyrn, dalszych powanych zaburze metabolizmu i funkcji komorki. Do
szczegOlnie biologicznie waych wolnych rodnikédw naly tlenek azotu syntetyzowany
przez syntaz tlenku azotu (NOS). Zwrek ten reguluje funkcje ukiadu akenia,
odpornogiowego i nerwowego. W zaleosci od stzenia i srodowiska wykazuje
zronicowane dziatanie. Fizjologiczne dziatanie tlenku azotu w gtdwnej mierzeyzate
aktywaciji cyklazy guanylanowej, co widoczne jest w regulacji geag@imisniéwki naczy
krwionoénych i w jego funkcji jako zwrotnego przekaka informacji w synapsie. NOmoze
tez hamowa agregagj ptytek krwi, adhezj leukocytéw, modulowa aktywnos¢ czynnikéw
transkrypcyjnych i wielu enzymow. Tlenek azotu produkowany w nadmiernycbiatdg
hamuje tacuch oddechowy i glikoligz, moz wptywa: na cykl komérkowy oraz aktywowa
procesy ADP-rybozylacji i nitrozylacji biatek. Tlenek azotu jako wolny rodnik wchodzi w
reakcje chemiczne indulkige powstawanie reaktywnych form tlenu, i w ten sposob
przyczynia s; do powstawania uszkodzevolnorodnikowych makromolekut. Szczegdlnie
reaktywnym produktem jest nadtlenoazotyn, ktory doprowadza do nadprzepuszmzalnos$
mitochondridow i uwalniania cytochromu C, a jego udziat w uszkodzeniach oksydacyjnych
udowodniono w wielu stanach patologicznych. Jednym z giéwanddet wolnych rodnikow
w organizmie $ komérki pobudzonego uktadu odporomivego. Stany zapalne towarzysz
zarowno ostrym, jak i przewleklym schorzeniomramkowego ukiadu nerwowego.
Obserwowane g po urazach i niedokrwieniu mozgu, ale rowniev chorobach
neurodegeneracyjnych. Badania ostatnich paru lat wykazatytake uogdlniony stan
zapalny, wysipujacy w czasie sepsy (wywotanej najézie] przez skiladniksciany
komdrkowej bakterii gramujemnych, lipopolisacharyd (LPS)) enpawodowa patologiczne
zmiany w funkcjonowaniu bariery krew-mozg i neurodegenemnaanozgu. Uwaa Sk, ze za
uszkodzenia obserwowane w stanach zapalnych odpowiedzialny jesym dtopniu tlenek
azotu syntetyzowany przez indukowaizpforme NOS, zdolnado diugotrwate] produkciji
wysokich stzen NO'. Niedawne odkrycia zasugerowaty jednak, rowniez konstytutywne
izoformy nNOS i eNOS maguczestniczy w generowaniu wolnorodnikowych uszkodze
mozgu w stanach zapalnyclhddowym odbiorg wielu proceséw zachodeych w komaorce i
molekularnym regulatorem jest polimeraza poli(ADP-rybozy)-1 (PARP-1). W wyniku
nadmiernej aktywacji, wywotanej znagxm wolnorodnikowym uszkodzeniem DNA, PARP-

1 powodowd& moz zuxcie komérkowych zasobow energii, aktywaprocesow apoptozy i
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nekrozy. Ponadto PARP-1 wchadzw interakcje z czynnikami transkrypcyjnymi neoz
wptywaé na przebieg stanu zapalnego, aonina stres wolnorodnikowy.

Celem niniejszej pracy byla analiza znaczenia poszczegolnych izoform NOS w stresie
oksydacyjnym wywotanym w komorkackroédbtonka naczyniowego w hodowli oraz w
mozgu w wyniku obwodowego podania lipopolisacharydu.

Badania prowadzono na dwéch modelach: 1) na koméraditonka naczyniowego
w hodowli (HUVEC), gdzie analizowano eINO" w bezpotednich (LPS; 0-10QuM) i
posrednich (aktywne granulocyty olpochtonne) mechanizmach oddziatlywania LPS na
wymienione komorki; 2) w modelin vivo badano udziat NOw wolnorodnikowych
uszkodzeniach komérek mézgu po podaniu LPS (1 mg/kg npg. dorostym myszom
C57BI6. Przeywalnos¢ komérek HUVEC w hodowli mierzono za pomotestu redukcji
bfekitu tiazolowego (MTT), a patologiczne zmiany w neuronach oceniano prygiwiz
mikroskopii elektronowej. Do pomiaru poziomu stresu oksydacyjnegto specyficznych
sond fluorescencyjnych JBCF-DA i TyrFluo w pokczeniu z technikami fluorymetrii,
immunochemii i mikroskopii konfokalnej. Analizowano rowhigkzenie produktow procesu
oksydacji lipidow i biatek (TBARS-y i grupy karbonylowe), a stan energetyczny oceniano na
podstawie poziomB-NAD". Aktywnos¢ NOS oznaczano metodzaotopows, mierzgc ilosé
powstajcej L-cytruliny. Aktywnos¢ PARP-1 oceniano przez immunochemiczatekcg
polimerow ADP-rybozy, a aktywnod&aspazy-3 mierzono ywajac flourogennego substratu.
Translokaagg mitochondrialnego czynnika induligego apoptog (AIF) do jadra badano
metodami immunocytochemii i immunochemii. Zmiany ekspresji genéw izoform NOS i
TNFa analizowano przy wciu techniki RT-PCR. Udzial poszczegodlnych izoform NOS i
PARP-1 w badanych procesach oceniano przciuzich specyficznych inhibitoréw, N
nitro-L-argininy (NNLA) inhibitora nNOS i eNOS, 7-nitroindazolu (7-NI) preferencyjnego
inhibitora nNOS, 1400W jako inhibitora iINOS i 3-aminobenzamidu (3-AB) inhibitora PARP-
1. Do badania roli NOin vitro zastosowano donor tlenku azotu DEANO.

W badaniach na komérkach HUVEC w hodowli stwierdzorm,wysokie sfzenia
LPS (10-10QuM) wywotuja stres oksydacyjny i obumieranie komérek. Inhibitory NOS nie
miaty wplywu na obserwowane zjawiska. W obeanos&aktywnych granulocytow
obogtnochtonnych zaobserwowano oksydabjatek komérek HUVEC. W kroétkich czasach
inkubacji uszkodzenia dotyczyty wadznie biatek zewrtszzkomérkowych, nie obserwowano
oksydaciji biatek wewstrzkomorkowych. DEANO w zaley od stzenia i czasu sposéb

zapobiegat uszkodzeniom oksydacyjnym biatek spowodowanym przez aktywne granulocyty.
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Dalsze badania przeprowadzono na modelu zetgm. Dootrzewnowe podanie
myszom LPS powodowato rozwéj ogolnoustrojowego stanu zapalnego, ktéremu towarzyszyt
zespot objawow, takich jak hipotermia, apatia, hipokineza i brak ftaknienia. Obserwowano
patologiczne zmiany w ultrastrukturze wielu neurondw istoty czarnej oraz zmiany
degeneracyjne w niektorych dendrytach wsk@aij na uruchomienie mechanizméw
zwigzanych z apoptez i/lub autofaga. Zanotowano wzrost aktywnos iINOS w
srodmoézgowiu/mgdzymoézgowiu 6 godz. od podania LPS, nie stwierdzono jednak
w badanych punktach czasowych wzrostu aktywndOS w korze ani w mdizku.
Systemowe podanie myszom LPS powodowato wzrost ekspresji genu dla INOSXiWNF
srodmozgowiu, nie stwierdzono natomiast wzrostu transkrypcji genow dla nNOS i eNOS.
Zaobserwowano wzrost aktywra$PARP-1 i spadek stenia B-NAD”, co dowodzi,ze
systemowe podanie LPS powoduje wolnorodnikowe uszkodzenia DNA w mdzgu. Rownie
lipidy bton byty uszkadzane, co potwierdzit zalg od wolnych rodnikbw wzrost gtenia
TBARS. W badaniach biochemicznych i immunocytochemicznych mikroskopowo-
elektronowych nad mechanizmandmierci komorek stwierdzono translokacjAlF z
mitochondriow do 4dra, nie zaobserwowano natomiast zmian aktywin&&spazy-3, co
swiadczy o aktywacji apoptozy na drodze niezal od kaspaz. Inhibitory NOS i PARP-1
wykazywaly dziatanie protekcyjne. Spadkowiezgnia B-NAD® zapobiegaly zarowno
inhibitory NOS jak i PARP, jednak inhibitory NOS nie miaty wptywu na aktywn@sRP,
co sugeruje,ze spadek stenia B-NAD® moz by w pewnym stopniu niezatay od
aktywno&i PARP-1, ale zalany od NO. Zaobserwowano protekcyjne dziatanie inhibitoréw
NOS i PARP-1 w przypadku peroksydaciji lipidoéw, a @kianslokacji AlF.

Otrzymane wyniki wskazaj ze zarowno indukowana izoforma INOS, jak i
konstytutywna izoforma nNOS mgjistotne znaczenie w powstawaniu uszkadze
wolnorodnikowych w moézgu, i zataych od nich procesow neurodegeneracji. Chiogva
wybranych czasach po podaniu LPS nie stwierdzono istotnego wzrostu aktywnos
konstytutywnych izoform, protekcyjne dziatanie NNLA i przede wszystkim 7-NI potwierdza
udziat nNNOS w kaskadzie proceséw wywotywanych przez LPS, ktgudepwym odbiorg
jest PARP-1.
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