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INDEKS SKRÓTÓW 

AP-1 - białko aktywatorowe 1, czynnik transkrypcyjny (activatory protein 1) 

ATP - adenozyno trifosforan 

ATPaza - adenozynotrifosfataza 

CA1,CA3 - róg Ammona; warstwa neuronów piramidowych hipokampa 

(łac. cornus ammonis, ang. Amnion's horn) 

DG - zakręt zębaty hipokampa (ang. dentate gyrus; łac. gyrus dentatus) 

dNTP - trój fosforan deoksyrybonukleotydu (ang. deoxynucleotide triphosphate)-

DTT - dithiothreitiol 

ECM - macierz zewnątrzkomórkowa (ang. extracellular matrix) 

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy (ang. ethylenediaminetetraacetate) 

EGTA - etylenoglikolo-bis-(ß-aminoetyloetero)-A/,A/,A^',A/"'-tetraoctan (ang. ethylene 

glycol bis(ß-aminoethyl eter)-N,N,N',N'-tetraacetate) 

ERK - kinaza białkowa regulowana czynnikami zewnętrznymi (ang. extracellular 

signal- regulated kinase) 

FAK - kinaza białkowa (ang. focal adhesion kinase) 

GAPDH - dehydrogenaza aldehydu-3- fosfoglicerynowego (ang. glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase) 

GFAP - kwaśne włókienkowe białko gleju (ang. glial fibrillary acidic protein) 

KA - kwas kainowy [kwas 2-karboksy-4(l-metyloetenylo)-3-pirolidynooctowy] 

(ang. kainic acid) 

LTP - długotrwałe wzmocnienie synaptyczne (ang. long term potentiation) 

MAP-2 - białko związane z mikrotubulami (ang. microtubule associated protein) 

MMP - metaloproteazy macierzy zewnątrzkomórkowej (ang. matrix 

metalloproteinases) 

MAPK - (ang. mitogen activated protein kinase) 

MT-MMP - metaloproteazy typu błonowego(ang. membrane type matrix 

metalloproteinase) 

NFKB - czynnik jądrowy KB (ang. nuclear factor KB) 

NO - tlenek azotu (ang. nitric oxide) 

OUN - ośrodkowy układ nerwowy 
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PKC - kinaza białkowa C ( ang. protein kinase C) 

pro-MMP - forma latentna (zawierająca sekwencję propeptydu) białka MMP 

RT-PCR - reakcja łańcuchowa polimerazy sprzężona z reakcją odwrotnej 

transkrypcji(ang. reverse transcription-połymerase chain reaction) 

SDS - siarczan dodecylanu sodowego 

SM - stwardnienie rozsiane (ang. sclerosis multiplex) 

TIMP - tkankowy inhibitor metaloproteaz (ang. tissue inhibitor of matrix 

metalloproteinases) 

TNF-a - czynnik martwicy nowotworów (ang. tumor necrosis factor) 

tPA - tkankowy aktywator plazminogenu (ang. tissue plasminogen activator) 

Tris - 2-amino-2-hydroksymetylo-propanodiol 

uPA - urokinazowy aktywator plazminogenu (ang. urokinase plasminogen 

activator) 
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STRESZCZENIE 

Niedokrwienie mózgu jest jednym z najcięższych i najczęściej występujących 

czynników uszkadzających ośrodkowy układ nerwowy. Na podstawie danych 

doświadczalnych i spostrzeżeń klinicznych przyjmuje się, że zatrzymanie krążenia na okres 

dłuższy niż 4-5 minut prowadzi do szybkiego narastania zaburzeń czynnościowych układu 

nerwowego, a następnie do nieodwracalnej utraty integralności strukturalnej mózgu. 

Niedokrwienie mózgu poza bezpośrednią, związaną z głębokim niedoborem energetycznym 

martwicą tkanki, wpisaną w ostrą fazę uszkodzenia niedokrwiennego, może inicjować, po 

okresie pozornego powrotu funkcji, powolny proces patologiczny prowadzący do 

nieodwracalnych zmian i tzw. „opóźnionej" śmierci komórek nerwowych w ciągu kilku dni 

po przywróceniu krążenia. Opóźnioną śmierć komórek nerwowych, poza tzw. strefą półcienia 

(penumbra) wokół rejonu martwicy w ischemii ogniskowej, można zaobserwować w 

obszarach mózgu szczególnie wrażliwych na stres niedokrwienny. Do obszarów tych obok III 

i V warstwy kory mózgowej, prążkowia oraz komórek Purkinjego w móżdżku należy rejon 

CA1 hipokampa. 

Wydaje się, że mechanizm powstawania tych opóźnionych, selektywnych uszkodzeń 

poniedokrwiennych jest wysoce specyficzny i znacznie odbiegający od tego, co obserwuje się 

w ostrej fazie patologii niedokrwiennej, której przedłużenie prowadzi do martwicy tkanki. 

Późne uszkodzenia neuronów powstają prawdopodobnie w wyniku określonej sekwencji 

procesów wtórnych, zaburzeń biochemicznych i molekularnych, indukowanych jedynie 

stresem niedokrwiennym. Wystąpienie opóźnionej dysfunkcji komórek nerwowych jest 

typowe dla wielu form niedokrwienia, takich jak asfiksja, czy przejściowe epizody 

niedokrwienne tzw. TIA (transient ischemic attack). Poznanie molekularnego podłoża 

leżącego u podstaw tych procesów jest szczególnie istotne dla wypracowania efektywnych 

schematów terapeutycznych w zapobieganiu opóźnionym skutkom epizodów 

niedokrwiennych mózgu. Zgromadzone w ostatnich latach dane eksperymentalne wskazują, 

że, obok szeroko dyskutowanych komórkowych mechanizmów poischemicznego uszkodzenia 

neuronów, równie ważne wydają się być zmiany środowiska zewnątrzkomórkowego, 

zaburzające kontakty komórki z otaczającą macierzą. Konsekwencją tych zdarzeń może być 

dodatkowa modulacja wewnątrzkomórkowych szlaków przekaźnictwa sygnałów. 
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Sygnały z macierzy zewnątrzkomórkowej przekazywane są do komórki głównie przy 

udziale transbłonowyeh receptorów integrynowych. Zgodnie z sekwencją zdarzeń, 

opracowaną na podstawie badań in vitro, wiązaniu ligandów macierzy do 

zewnątrzkomórkowych domen integryn towarzyszy aktywacja niereceptorowych 

tyrozynowych kinaz białkowych, m.in kinazy FAK i kinazy Src. Sygnał jest przekazywany na 

dalsze etapy w kaskadzie fosforylacji określonych substratów (białek cytoszkieletowych i 

białek adaptorowych), tworzących tzw. moduły sygnałowe. Reakcją o kluczowym znaczeniu 

jest auto fosforylacja tyrozyny 397 łańcucha polipeptydowego kinazy FAK. Ufosforylowanie 

tej reszty jest warunkiem asocjacji kinazy FAK z jej aktywatorem jakim jest kinaza Src. 

Utworzenie kompleksu kinaz FAK/Src umożliwia dalszą sekwencyjną fosforylację obu kinaz, 

która jest równoznaczna z ich aktywacją. Aktywne kinazy mogą fosforylować kolejne 

substraty, włącznie z promującą przeżycie komórki kinazą ERK. Za zmianę struktury 

macierzy w ośrodkowym układzie nerwowym odpowiadają głównie dwie metaloproteazy: 

metaloproteaza 2 i metaloproteaza 9 (MMP-2 i MMP-9). 

Celem podjętych przez nas badań była weryfikacja hipotezy roboczej, że w rejonie 

CA1 hipokampa, w którym występuje opóźniona śmierć komórek nerwowych po 

przejściowym niedokrwieniu przodomózgowia, dochodzi do aktywacji metaloproteaz i 

przebudowy macierzy zewnątrzkomórkowej. Określono także udział tych zmian w modulacji 

komórkowego szlaku przekaźnictwa sygnału z udziałem niereceptorowej kinazy tyrozynowej 

FAK. 

Przejściowe niedokrwienie przodomózgowia prowadzące do narastającego 

uszkodzenia neuronalnego głównie w rejonie CA1 hipokampa, wywoływano przez 

podwiązanie tętnic szyjnych wspólnych u myszoskoczka mongolskiego na okres pięciu minut. 

Przedmiotem badań były całe hipokampy lub ich fragmenty (grzbietowy, zawierający 

wrażliwy na niedokrwienie sektor CA1 i fragment brzuszny, oporny na niedokrwienie) oraz 

skrawki mózgu. Badania prowadzono przez okres trzech dni po przebytym epizodzie 

ischemicznym. 

W kolejnych eksperymentach oznaczono aktywność zewnątrzkomórkowych enzymów 

proteolitycznych: metaloproteazy 2 i metaloproteazy 9 i określono poziom lamininy, jednego 

z białek macierzy zewnątrzkomórkowej w mózgu. Określono poziom ekspresji i 

aktywacji/fosforylacji kinaz FAK i Src, stopień ich wzajemnej asocjacji w przebiegu procesu 

poniedokrwiennej śmierci komórek oraz interakcję obu kinaz z białkiem adaptorowym 

pl30Cas. Zbadano także poziom ekspresji i fosforylacji białka pl30Cas. 
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Aktywność metaloproteaz oznaczano metodą zymografii żelowej oraz metodą 

histochemiczną. Dla oznaczenia ekspresji genu kodującego MMP-9 zastosowano metodę 

odwrotnej transkrypcji i polimeryzacji łańcuchowej (RT-PCR). Poziom badanych białek w 

lizatach hipokampów oznaczano metodą immunochemiczną. Dla określenia stopnia interakcji 

białek lizaty poddawano uprzedniej immunoprecypitacji z określonym przeciwciałem 

specyficznym. 

Uzyskane wyniki wskazują na wzrost aktywności badanych metaloproteaz w 

hipokampie po przywróceniu krążenia mózgowego (w czasie 48-72 godzin). Wzrost 

aktywności MMP-2 występował w obu badanych strukturach hipokampa, co podaje w 

wątpliwość przyczynowy udział tego enzymu w opóźnionej neurodegeneracji neuronów 

hipokampa po krótkotrwałym stresie ischemicznym. Natomiast ograniczona do rejonu CA1 

aktywacja MMP-9 może stanowić istotny element poischemicznych zmian 

neurodegeneracyjnych. Przemawia za tym także czasowa i topograficzna zbieżność wzrostu 

aktywności MMP-9 i degradacji lamininy - białka macierzy zewnątrzkomórkowej. 

Logicznym ciągiem podjętych przez nas badań było sprawdzenie, czy wywołane 

niedokrwieniem przemodelowanie struktury macierzy prowadzi do modulacji 

wewnątrzkomórkowych szlaków przekaźnictwa. W tym celu określiliśmy poziomy 

autofosforylacji Tyr397, uznanej za kluczowy etap przekazu sygnału z macierzy. Wyniki 

uzyskane w toku naszych badań wskazują na obniżenie poziomu fosfotyrozyny 397 kinazy 

FAK we fragmencie CA1 hipokampa. Bezpośrednią konsekwencją procesu defosforylacji 

było osłabienie zdolności kinazy FAK do interakcji z kinazą Src. 

Wydaje się, że modulacja dróg sygnałowych związanych z fosforylacją kinazy FAK 

po wewnętrznej stronie błony komórkowej jest pochodną nadmiernej aktywacji 

zewnątrzkomórkowych enzymów proteolitycznych, przebudowy macierzy i zmiany sygnału 

integrynowego. Wskazywać na to może korelacja czasowo - przestrzenna opisanych zdarzeń. 

Interesującą obserwacją dokonaną w toku naszych badań jest fakt, że indukowany 

niedokrwieniem spadek aktywności katalitycznej kinazy FAK był zbieżny nie tylko ze 

zmniejszeniem stopnia aktywacji/fosforylacji, ale również z obniżeniem ilości białka 

enzymatycznego w wyniku jego degradacji proteolitycznej. Oba procesy przebiegają w tym 

samym czasie i mogą być wzajemnie od siebie zależne. Obniżenie ilości białka miało także 

miejsce w przypadku kinazy Src. Na podstawie prezentowanych wyników można 

wnioskować, że obok procesu fosforylacji uważanej za najważniejszy mechanizm regulacji 

przekaźnictwa sygnałów przez kinazę FAK, proteolityczna degradacja kinaz wydaje się 

odgrywać równie ważną rolę w ewolucji zmian poniedokrwiennych. 
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Na tle obniżonej aktywności katalitycznej i redukcji poziomu białka FAK po 

epizodzie niedokrwiennym zaskakuje brak zmian asocjacji tej kinazy z białkiem 

adaptorowym pl30 Cas. Istniejący stan wiedzy nie pozwala na precyzyjne określenie roli, 

jaką odgrywa ten kompleks w hipokampie po niedokrwieniu. Zgodnie z wynikami badań in 

vitro asocjacja tych białek prowadzi do aktywacji kinazy ERK, natomiast indukowany sygnał 

byłby tutaj zbyt słaby dla ochrony neuronów przed uszkodzeniem ischemicznym in vivo. 

Uzyskane wyniki pozwalają na wyciągnięcie następujących wniosków: 

1. Niedokrwienie przodomózgowia myszoskoczka mongolskiego prowadzi do 

proteolitycznej przebudowy struktury macierzy zewnątrzkomórkowej w rejonie CA1 

hipokampa w wyniku aktywacji metaloproteazy 9. 

2. Przemodelowaniu macierzy zewnątrzkomórkowej towarzyszy osłabienie kontaktu 

komórki z otaczającym środowiskiem i modulacja wewnątrzkomórkowych szlaków 

przekaźnictwa sygnału z macierzy, wykładnikiem której jest zahamowanie aktywności 

kinazy FAK i jej asocjacji z kinazą Src. 

3. Poischemiczna degradacja proteolityczna kinazy FAK i Src pogłębia dodatkowo 

stopień zahamowania tej ważnej ścieżki sygnałowej z macierzy zewnątrzkomórkowej. 

4. Wyłączenie kompleksu kinaz FAK/Src ze szlaku przekaźnictwa w hipokampie może 

prowadzić do osłabienia zdolności adaptacyjnych komórki i być jedną z przyczyn 

opóźnionej śmierci neuronów po przejściowym niedokrwieniu mózgu myszoskoczka 

mongolskiego. 
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I. WSTĘP 

1.1. Niedokrwienie mózgu 

Niedokrwienie (ischemia) mózgu jest jednym z najcięższych i najczęściej 

występujących czynników uszkadzających ośrodkowy układ nerwowy (OUN). Na podstawie 

danych doświadczalnych i spostrzeżeń klinicznych przyjmuje się, że w wyniku zatrzymania 

krążenia na okres dłuższy niż 4-5 minut dochodzi do szybkiego narastania zaburzeń 

czynnościowych układu nerwowego, a następnie do utraty integralności strukturalnej mózgu. 

Do grupy neuronów najbardziej wrażliwych na niedokrwienie należą neurony 

hipokampa (głównie rejony CA1 i CA3 oraz wzniesienie zakrętu zębatego), III i V warstwy 

kory mózgowej, komórki prążkowia oraz komórki Purkinjego w móżdżku (Kirino 1982, 

Kirino i Sano 1984, Pulsinelli 1985, Collins i wsp. 1989). W tych strukturach zmiany 

morfologiczne zaobserwować można już w ciągu kilku minut po zakończeniu epizodu 

ischemicznego, jeśli skutkuje on nieodwracalnym wyczerpaniem rezerw energetycznych. 

Istnieje pełna zgodność, że bezpośrednią przyczyną ostrej fazy uszkodzenia 

neuronalnego jest głęboki kryzys energetyczny, prowadzący do zaburzenia homeostazy 

komórkowej (Siesjo 1992, 1993). Całkowite niedokrwienie mózgu wiąże się z gwałtownym 

przejściem metabolizmu od stanu równowagi, w którym podstawowe substraty (glukoza i 

tlen) są dostarczane w sposób ciągły a produkty ich przemian usuwane, do stanu zamkniętego, 

w którym tkanka może uzyskać energię wyłącznie kosztem endogennych zasobów związków 

wysokoenergetycznych - ATP i fosfokreatyny oraz z beztlenowych przemian komórkowych 

zapasów glukozy i glikogenu. Ograniczona ilość tych zasobów, niska wydajność 

energetyczna beztlenowych przemian glukozy oraz szybkie zużycie endogennych związków 

wysokoenergetycznych przez mózg prowadzi do upośledzenia energetyki komórki. 

Konsekwencją niedoboru energetycznego jest cały szereg procesów wtórnych, takich 

jak utrata potencjału błonowego, depolaryzacja błon, uwolnienie neuroprzekaźników z 

zakończeń presynaptycznych, w tym aminokwasów pobudzających, aktywacja ich 

receptorów, zaburzenie homeostazy jonowej, obniżenie wewnątrzkomórkowego pH, 

zahamowanie zależnych od energii szlaków syntezy związków wielkocząsteczkowych. Każdy 

z wymienionych procesów może przyczynić się do ograniczenia przeżywalności komórek 

nerwowych. 
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Niedokrwienie mózgu poza bezpośrednią, związaną z głębokim niedoborem 

energetycznym martwicą tkanki, wpisaną w ostrą fazę uszkodzenia ischemicznego, może 

indukować często jedynie w określonych okolicach mózgu, po okresie pozornego powrotu 

funkcji tzw. „opóźnioną" śmierć komórek nerwowych, nawet w ciągu kilku dni po 

przywróceniu krążenia (Kirino 1982, Pulsinelli i wsp. 1982). W przeciwieństwie do 

uszkodzenia ostrego, które nie wykazuje specyficzności w stosunku do struktur czy 

subpopulacji komórkowych, opóźniona śmierć komórek po krótkich epizodach 

ischemicznych (5-15 minut) występuje wybiórczo w neuronach zlokalizowanych w 

strukturach mózgu wrażliwych na niedokrwienie, np. w rejonie CA1 hipokampa (Kirino 

1982, Kirino i Sano 1984, Pulsinelli 1985, Gadamski i Mossakowski 1992). Pierwsze zmiany 

morfologiczne są widoczne już w czasie 6-24 godzin po przywróceniu krążenia i w zależności 

od charakteru i stopnia niedokrwienia zmiany degeneracyjne mogą pogłębiać się nawet w 

ciągu kilku dni (Ryc.l). 

CA2/CA3 

Rycina 1. Przekrój hipokampa mózgu myszoskoczka mongolskiego kontrolnego (K) oraz po 
niedokrwieniu i 72 godzinach reperfuzji (I); barwienie hematoksylina-eozyna. Widoczne wyraźne 
poniedokrwienne uszkodzenie komórek sektora CA1 (część grzbietowa hipokampa) przy braku zmian 
w rejonie CA2/CA3 i zakręcie zębatym (DG). 

Mechanizm powstawania opóźnionych, selektywnych uszkodzeń poniedokrwiennych 

jest wysoce specyficzny i znacznie odbiegający od tego, co obserwuje się w ostrej fazie 

patologii poniedokrwiennej. Zagadnienie to jest tym bardziej intrygujące, że w okresie 

pogłębiania się późnych zmian poniedokrwiennych przepływ krwi przez mózg nie odbiega od 

warunków kontrolnych (Suzuki i wsp. 1983). Nie obserwuje się także większych zakłóceń 

metabolizmu energetycznego, homeostazy jonów sodu, potasu i zawartości wody (Pulsinelli i 

Duffy 1982, Arai i wsp. 1986). Powrót zdolności tkanki nerwowej do syntezy związków 

wysokoenergetycznych i wielkocząsteczkowych stwarza co prawda możliwość naprawy 
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us;zkodzeń spowodowanych zatrzymaniem dopływu krwi, jednak nie zawsze i z przyczyn nie 

do» końca poznanych, proces ten prowadzi do ponownego podjęcia funkcji przez komórki 

ne:rwowe. 

W okresie oddzielającym epizod ischemiczny od ostatecznej eliminacji wrażliwych na 

niedokrwienie komórek, zachodzi wiele wtórnych zaburzeń biochemicznych i molekularnych, 

które mogą wpływać bezpośrednio lub pośrednio na wystąpienie opóźnionej śmierci 

neuronów. Istnieją liczne przesłanki wskazujące, że sygnałem inicjującym łańcuch zdarzeń 

prowadzących do opóźnionej neurodegeneracji jest toksyczność wewnątrzkomórkowych 

stężeń wapnia osiąganych w czasie ischemii. Uaktywnienie kanałów wapniowych zarówno 

tych związanych z pobudzeniem receptorów glutaminianergicznych jak i kanałów zależnych 

od potencjału, a także uwolnienie wapnia wewnątrzkomórkowego powoduje wzrost stężenia 

tego jonu w cytosolu a następnie aktywację licznych wapniowo-zależnych układów 

enzymatycznych - proteaz, lipaz, kinaz, endonukleaz (Łazarewicz i wsp. 1978, Siesjo i 

Bengtsson 1989, Choi 1992, Zalewska i wsp. 1996, 1998). W następstwie tych procesów 

dochodzi do zmian w obrębie cytoszkieletu komórki, zaburzenia wewnątrzkomórkowych 

procesów fosforylacji, aktywacji syntazy NO i powstawania wolnych rodników oraz 

zwiększenia ekspresji genów (m.in. genów wczesnej odpowiedzi tkankowej, białek szoku 

cieplnego, cytokin, czynników wzrostu) (Barone i Feuerstein 1999). 

W coraz bardziej komplikującym się obrazie wzajemnych połączeń i współzależności 

reakcji poischemicznych, znaczącą rolę wydają się pełnić zaburzenia środowiska 

zewnątrzkomórkowego niosące za sobą zmianę koniecznego dla życia, prawidłowego 

kontaktu komórki z macierzą zewnatrzkomórkową. Konsekwencją tych zdarzeń może być 

dodatkowa modulacja wewnątrzkomórkowych szlaków przekaźnictwa sygnałów. 

1.2. Szlaki przekazywania sygnałów z macierzy zewnątrzkomórkowej 

1.2.1. Organizacja i właściwości macierzy zewnątrzkomórkowej 

Podstawowym elementem, stanowiącym zrąb dla strukturalnej organizacji połączeń 

komórek OUN, jest macierz zewnątrzkomórkowa (ang. extracellular matrix, ECM). Stanowi 

ona około 20% całkowitej objętości mózgu. Strukturę macierzy tworzą trzy różne typy białek. 

Są to białka strukturalne (kolagen, elastyna), białka tworzące kompleksy z polisacharydami 

(proteoglikany, głównie zawierające łańcuchy siarczanu chondroityny) i glikoproteiny 

adhezyjne (fibronektyna, laminina, witronektyna, tenascyna). Polisacharydy wchodzące w 

skład macierzy zewnątrzkomórkowej są przeważnie glikozaminoglikanami, które łącząc się 
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kowalencyjnie z rdzeniem białkowym tworzą proteoglikany. Wyjątek stanowi kwas 

hialuronowy, który występuje w stanie wolnym (Ryc.2). 

CZĄSTECZKA KOMPLEKS PROTEOGLIKAHÓW 
PROTEOGLIKANU 

KOLAGEN 

CYTOPLAZMA 

FIBRONEKTYNA INTEGRYNA MIKROFILAMEHTY BLOHA PLAZMATYCZMA 
CYT OSZKIELETU 

Rycina 2. Schemat budowy macierzy zewnątrzkomórkowej (na podstawie ryciny zamieszczonej na 
stronie internetowej: http://io.uwinnipeg.ca/~simmons/Cell%20Tour/img025.jpg.) 

Skład macierzy zewnątrzkomórkowej różni się w zależności od rodzaju tkanki. 

Macierz zewnątrzkomórkowa tkanki nerwowej zawiera stosunkowo niewiele białek 

włókienkowych takich jak kolagen czy fibronektyna, natomiast dużo hialuronianu i 

proteoglikanów (Novak i Kaye 2000). Specyficznymi dla mózgu są dwie glikoproteiny -

neurokan (Rauch i wsp. 1992) i brewikan (Yamada i wsp. 1994). Szczególną formą macierzy, 

powstałą na skutek agregacji niektórych jej składników, są sieci okołoneuronalne. Są to 

siatkowate struktury otaczające ciała komórek nerwowych oraz miejsca kontaktów 

synaptycznych, które tworzą swego rodzaju izolację dla poszczególnych neuronów (Celio i 

Blumcke 1994). 
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0 prawidłowym zespoleniu komórek z macierzą zewnątrzkomórkową decydują glikoproteiny 

adhezyjne. Wiążą się one z receptorami obecnymi na powierzchni komórki przy udziale 

sekwencji RGD (arginina, glicyna, kwas asparaginowy) łańcucha polipeptydowego. 

Macierz zewnątrzkomórkową dzięki własnościom fizycznym jej elementów, takich jak 

hydrofilność, łatwość tworzenia żeli i odporność na działanie sił ściskających polisacharydów 

oraz odporność na rozciąganie białek włókienkowych, zapewnia stabilność mechaniczną i 

utrzymanie przestrzennej organizacji tkanki. 

Rola macierzy zewnątrzkomórkowej nie ogranicza się wyłącznie do tworzenia 

podpory dla komórek nerwowych. Stanowi ona równocześnie „magazyn" cząsteczek 

sygnałowych takich jak cytokiny oraz czynniki wzrostu (Venstrom i Reichardt 1993, 

Giancotti i Rouslahti 1999, Petitclerc i wsp. 2000, Sternlicht i Werb 2001). 

Sygnały z macierzy zewnątrzkomórkowej są przekazywane do komórki za 

pośrednictwem receptorów integrynowych. Przyłączenie liganda do receptora integrynowego 

jest sygnałem inicjującym asocjację domen cytoplazmatycznych tego receptora z białkami 

cytoszkieletowymi, adaptorowymi i białkowymi kinazami tyrozynowymi. W ten sposób po 

obu stronach błony tworzą się agregaty złożone z białka macierzy, integryny i wymienionych 

białek wewnątrzkomórkowych. Noszą one nazwę miejsc kontaktu lub przylegania. W OUN 

nie stwierdzono obecności struktur przypominających „klasyczne" miejsca adhezyjne. 

Miejscem szczególnego kontaktu pomiędzy komórkami neuronalnymi a substancją 

zewnątrzkomórkową są błony postsynaptyczne. Na błonach tych zlokalizowane są 

dynamiczne kompleksy białek uczestniczących w przekazywaniu sygnałów z macierzy (Husi 

1 Grant 2001). 

Wydaje się, że macierz zewnątrzkomórkową odgrywa istotną rolę w funkcjonalnym 

dojrzewaniu neuronów, w regulacji procesu synaptogenezy (Bandtlow i Zimmermann 2000, 

Corvetti i Rossi 2005, Luo 2005, Mayer i wsp. 2005) oraz w procesach plastyczności 

neuronalnej. Niektóre z proteoglikanów wpływają na długotrwałe wzmocnienie i osłabienie 

synaptyczne (LTP, LTD) (Lauri i wsp. 1999). Badania wykazały, że enzymatyczne usunięcie 

siarczanu chondroityny osłabiało zarówno LTP i LTD w rejonie CA1 hipokampa (Bukalo i 

wsp. 2001). Podobne osłabienie LTP obserwowano także u myszy pozbawionych 

glikoproteiny adhezyjnej tenascyny (Saghatelyan i wsp. 2001). 

Na podstawie analizy istniejących danych można wnioskować, że prawidłowa 

interakcja obu przedziałów: zewnątrz- i wewnątrzkomórkowego jest warunkiem niezbędnym 

dla właściwego przebiegu komórkowych procesów biologicznych. Warunkiem 

współdziałania komórki z otaczającym ją środowiskiem jest właściwe ukształtowanie ECM. 
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Istnieje pełna zgodność, że kluczową rolę w modelowaniu struktury macierzy pełnią 

zewnątrzkomórkowe enzymy proteolityczne należące do klasy metaloproteaz. 

1.2.2. Metaloproteazy macierzy zewnątrzkomórkowej (MMPs) 

Metaloproteazy (ang. metalloproteinases, MMP's) stanowią grupę zależnych od Zn2+ 

egzopeptydaz, których podstawową funkcją jest proteoliza białek ECM. Enzymy te 

syntetyzowane są w komórkach i w formie proenzymów uwalniane do przestrzeni 

zewnątrzkomórkowej, gdzie ulegają aktywacji. Dotychczas poznano 25 metaloproteaz, 

tworzących 4 odrębne grupy. Są to: kolagenazy, żelatynazy, stromielizyny oraz 

metaloproteazy związane z błoną komórkową. Podstawą klasyfikacji metaloproteaz było 

podobieństwo budowy molekularnej i podobne preferencje substratowe (Nagase i Woessner 

1999, Sternlicht i Bergers 2000, Sternlicht i Werb 2001). Zdolność tych enzymów do 

przebudowy ECM wymaganej dla prawidłowego przebiegu rozwoju zarodkowego i 

morfogenezy tkanek sugeruje, że metaloproteazy pełnią istotną rolę w przebiegu 

podstawowych procesów biologicznych (Vu i Werb 2000). Rosnąca liczba dowodów 

wskazuje na udział tych enzymów w regulacji procesów związanych z przeżyciem i 

angiogenezą. Uwolnienie, aktywacja lub zahamowanie niektórych cząsteczek sygnałowych 

(np. czynników wzrostu) jak i powierzchniowych receptorów komórki w wyniku 

ograniczonej proteolizy, świadczy o zaangażowaniu tych enzymów w przekaźnictwo 

sygnałów (Sternlicht i Werb 2001, Szklarczyk i wsp. 2002). Jednakże udział licznych 

substratów MMPs w szerokim spektrum reakcji biochemicznych uniemożliwia precyzyjne 

ustalenie ich roli fizjologicznej. 

1.2.2.1. Struktura molekularna metaloproteaz 

Większość znanych metaloproteaz składa się z 5 podstawowych domen białkowych, 

co ilustruje zamieszczony niżej schemat budowy MMPs (Ryc.3). Pierwsza z nich, zwana 

sekwencją sygnałową, znajduje się na końcu aminowym łańcucha polipeptydowego. Domena 

ta decyduje o sekrecji proenzymu z siateczki śródplazmatycznej do macierzy 

zewnątrzkomórkowej i ulega proteolizie na błonie komórkowej. Następną domeną, licząc od 

końca aminowego proenzymu, jest domena propeptydowa (licząca około 80 aminokwasów), 

charakteryzująca się unikalną konserwatywną sekwencją Pro-Arg-Cys-Gly(Val-/Asn-)Pro-

Asp-. Ulokowana wewnątrz tej sekwencji cysteina wiąże poprzez grupę SH konieczny dla 

aktywacji enzymu jon cynku, utrzymując w ten sposób enzym w stanie nieaktywnym. 
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Kolejną domeną jest domena katalityczna, złożona z około 170 aminokwasów. Zawiera ona 

stosunkowo krótką, konserwatywną sekwencję His-Glu-X-X-His-X-X-Gly-X-X-His, która 

przy udziale obecnych w łańcuchu trzech reszt histydyny (His-) wiąże atom cynku i tworzy 

centrum aktywne enzymu (Nagase i Woessner 1999). Pomiędzy domeną katalityczną a 

końcem karboksylowym jest odcinek polipeptydowy o różnej długości u poszczególnych 

MMPs pełniący funkcję "łącznika" (ang. hinge region). Określa on specyficzność substratową 

enzymów (Kojima i wsp. 2000, Sterlicht i Werb 2001). Ostatnia z domen (licząca około 210 

aminokwasów), umiejscowiona na końcu karboksylowym, ma strukturę podobną do 

hemopeksyny (ang. hemopexin-like domain). Domena ta u większości metaloproteaz 

zaangażowana jest w wiązanie białek macierzy (Roeb i wsp. 2002). 

Nie wszystkie poznane metaloproteazy mają ten sam schemat budowy molekularnej. 

Przykładem mogą być enzymy należące do grupy żelatynaz: żelatynaza A (MMP-2) oraz 

żelatynaza B (MMP-9). Zgodnie z przedstawionym schematem, mają one trzy powtarzające 

się odcinki peptydowe typu fibronektyny (ang. fibronectin-type II domain) wbudowane w 

domenę katalityczną; biorą one udział w połączeniu enzymu z kolagenem i elastyną. 

Melatoproteaza 9 ma jeszcze dodatkową domenę kolagenu typu V (Murphy i wsp. 1994, 

Shipley i wsp. 1996). 

Domena 
fibronektyny 

Region 
łącznikowy 

C-końcowa domena 
hemopeksynowa 

Sekwencja Domena 
sygnałowa propeptydu 

domena 
kolagenu 
typu V 

Domena 
katalityczna 

Zn 

Rycina 3. Schemat budowy wybranych metaloproteaz (MMP-9 i MMP-2) z rodziny 
żelatynaz 

1.2.2.2. Mechanizmy regulacji aktywności MMPs 

Aktywność metaloproteaz w warunkach fizjologicznych podlega ścisłej, 

wielopoziomowej regulacji, zarówno na etapie transkrypcji genów, translacji, aktywacji przez 

odcięcie sekwencji proenzymu oraz przez specyficzne inhibitory tkankowe. 

Jednym z głównych mechanizmów regulacji metaloproteaz jest transkrypcja genów. 

Badania in vitro wykazały stymulację transkrypcji genów licznych metaloproteaz przez 
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czynniki wzrostu, cytokiny, estry forbolu, kinazę białkową C i onkogeny. Czynniki te 

indukują ekspresję protoonkogenów fos i jun, których produkty tworzą dimery funkcjonujące 

jako czynniki transkrypcyjne AP-1. AP-1 wiąże się do specyficznej sekwencji DNA w rejonie 

promotorowym genu i stymuluje proces transkrypcji np. genu MMP-9 (Fini i wsp. 1998, 

Leppert i wsp. 1998). W regulację ekspresji MMP-9 mogą być zaangażowane również inne 

czynniki transkrypcyjne, na przykład NFKB i Sp-1 (Huhtala i wsp. 1990). Region 

promotorowy genu konstytutywnej MMP-2 posiada miejsce wiążące czynnik AP-2 (Huhtala i 

wsp. 1991). W przyłączeniu AP-2 do DNA pośredniczy kinaza białkowa A (zależna od 

cAMP), kinaza białkowa C oraz estry forbolu. Ekspresję genów metaloproteaz indukuje także 

wiązanie białek ECM do receptorów integrynowych (Sternlicht i Werb, 2001). 

kolagenaza -1 pro- MMP-9 MMP-9 

stromielizyna -1 

plazminogen ^ plazmina Pro-MMP-2 MMP-2 

MT-MMPs uPAR 

Błona komórkowa 

Rycina 4. Schemat aktywacji MMP-2 i MMP-9: uPA - urokinazowy aktywator plazminogenu, 
uPAR - receptor uPA, MT-MMPs - metaloproteazy typu błonowego (wg. Yong i wsp. 1998) 
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Metaloproteazy są syntetyzowane jako pre-proenzymy i po odcięciu domeny 

sygnałowej większość z nich jest wydzielana na zewnątrz komórek jako nieaktywny 

proteolitycznie zymogen. Domena propeptydowa utrzymuje MMPs w formie proenzymu i 

jest odcinana w czasie aktywacji, odsłaniając jon cynku. Schemat aktywacji dwóch 

kluczowych metaloproteaz: MMP-2 i MMP-9 przedstawia rycina 4. Zgodnie z poglądami 

licznych grup badaczy aktywatorem MMP-9 (żelatynazy B) mogą być inne proteazy, takie jak 

MMP-2, stromielizyna lub powstająca z plazminogenu plazmina (Yong i wsp 1998). 

Natomiast za aktywację metaloproteazy 2 (żelatynazy A) odpowiadać ma metaloproteaza 

błonowa - MT1-MMP. Asocjacja proenzymu MMP-2 z MT1-MMP prowadzi do jego 

aktywacji (Ryc.4). Potranslacyjna aktywacja MMP-9 może być również wynikiem 

s-nitrozylacji tego białka. (Gu i wsp. 2002). 

W układach bezkomórkowych proenzymy są aktywowane także przez takie czynniki 

jak SDS, mocznik, niskie pH, czy wysoka temperatura (Sternlicht i Werb 2001). Dochodzi 

wtedy do przejściowej dysocjacji połączenia cysteina-cynk, a grupa SH cysteiny zostaje 

zastąpiona zhydrolizowaną cząsteczką wody (tzw. „cystein switch") (Ryc.5). Taka 

modyfikacja uniemożliwia ponowne połączenie cysteiny z jonem cynku a domena propeptydu 

jest usuwana w wyniku autokatalizy bądź też ograniczonej proteolizy przy udziale innych 

enzymów (Nagase, 1997). 

O H  

P R  G X P  E X G  X X G X X  

\ \ \ 
( Itr TT) 

I II 

Rycina 5. Schemat aktywacji metaloproteaz, tzw. „cystein switch": I - domena propeptydu, II -
domena katalityczna; III - region łącznikowy; IV - domena hemopeksyny (wg. Cuzner i wsp. 1999) 

III IV 
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Mechanizmy aktywacji poszczególnych enzymów należących do rodziny 

metaloproteaz nie są jeszcze do końca poznane. Prawdopodobnie zależą one od typu 

badanych komórek. 

Aktywność proteolityczna metaloproteaz jest regulowana także przez specyficzne 

inhibitory tkankowe (ang. tissue inhibitor of metalloproteinases, TIMP), które tworzą ścisłe, 

niekowalencyjne połączenia z enzymami, w stosunku stechiometrycznym 1:1. Do chwili 

obecnej poznano 4 inhibitory tkankowe metaloproteaz. Są to białka o ciężarze 21-30 kDa, 

zbudowane z dwóch podstawowych domen. Domenę N-końcową tworzy odcinek 

polipeptydowy (homologiczny u wszystkich 4 inhibitorów), który oddziały wuj e z centrum 

aktywnym enzymów, blokując ich działanie. Domena C-końcowa poszczególnych 

inhibitorów charakteryzuje się większą zmiennością. Wpływa ona na połączenie inhibitora z 

fragmentem polipeptydowym metaloproteaz o charakterze hemopeksyny (Blavier i wsp. 

1999). Poszczególne TIMPs charakteryzują się różnym stopniem specyficzności dla 

poszczególnych metaloproteaz. Na przykład TIMP-1 hamuje aktywność MMP-9, a TIMP-2 -

MMP-2. Zadaniem endogennych inhibitorów MMPs jest kontrola degradacji ECM w 

komórkach (Nagase 1997, Woessner i Nagase 2000, Sternlich i Werb 2001). 

1.2.2.3. Rola metaloproteaz w fizjologii i patologii OUN 

Jak już wspomniano, metaloproteazy są włączone w procesy związane z rozwojem i 

dojrzewaniem układu nerwowego. Udział poszczególnych MMPs w procesach proliferacji, 

migracji czy morfogenezy wykazuje znaczne różnice na poszczególnych etapach rozwoju u 

różnych gatunków. Wykazano, iż w migrację przeszczepianych do prążkowia mózgu 

noworodków myszy komórek astrogleju izolowanych z zarodka królika zaangażowana jest 

MMP-1 (Del Bigio i wsp. 1999). Natomiast migracja komórek progenitorowych 

oligodendrocytów wymaga aktywacji MMP-2 (Yong i wsp. 2001). Podwyższoną ekspresję 

MMP-2 stwierdzono także w hodowlach neuralnych komórek macierzystych oraz w 

komórkach progenitorowych różnicujących w astroglej i neurony (Frolichsthal-Schoeller i 

wsp. 1999, Yong i wsp. 2001). 

Sugerowany jest udział metaloproteaz we wzroście neurytów w czasie rozwoju 

ontogenetycznego. Stymulację ekspresji MMP-2, -3, -9 obserwowano w hodowli komórek 

neuroblastomy i PC 12 po dodaniu do pożywek hodowlanych aktywatorów różnicowania 

neuronalnego i wzrostu aksonu takich jak NGF (nerve growth factor), laminina, kwas 

retinowy (Chambaut-Guerlin i wsp. 2000). 
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Wysoki poziom żelatynaz obserwowano w rozwijającym się móżdżku szczura z 

maksymalną ekspresją MMP-9 w 15 dniu życia (Vaillant i wsp. 1999). Autorzy postulują 

włączenie tego enzymu w intensywnie przebiegającą w tym czasie synaptogenezę. Obecność 

MMP-9 w wypustkach oligodendrocytów oraz hamowanie ich wzrostu przez inhibicję MMPs 

wskazuje na udział metaloproteaz w procesie mielinizacji (Oh i wsp 1999). 

Zdolność MMPs do proteolizy neurotrofin - proNGF i proBDNF może wskazywać 

pośrednio na rolę MMPs w plastyczności neuronalnej. Jednym z przekonywujących dowodów 

jest zdolność tych enzymów do proteolizy ß-dystroglikanu, który jak sugeruje Kaczmarek i 

wsp. (2002) może pełnić ważną rolę w długotrwałym wzmocnieniu synaptycznym -

molekularnym modelu procesów uczenia i pamięci. 

Aktywność metaloproteaz w warunkach fizjologicznych podlega ścisłej 

wielopoziomowej regulacji. Zaburzenie mechanizmów kontrolnych i nadmierna aktywacja 

zewnątrzkomórkowych enzymów proteolitycznych towarzyszy licznym stanom 

patologicznym OUN. Znaczącą aktywację metaloproteaz w tkance nerwowej obserwowano 

między innymi w patologii niedokrwiennej mózgu i rdzenia, arteriosklerozie, w przewlekłych 

chorobach zwyrodnieniowych - stwardnieniu rozsianym (SM) i w chorobie Alzheimera oraz 

w chorobach nowotworowych. 

Wykonane post mortem badania immunohistochemiczne tkanki nerwowej chorych na 

SM wykazały podwyższoną ekspresję MMPs (MMP-2, -3, -7, -9) w obszarach mózgu 

objętych przewlekłym procesem zapalnym (Cuzner i wsp 1996, Anthony i wsp. 1997, Lo i 

wsp. 2002). Wzrost ekspresji MMP-9 wykryto również w płynie mózgowo-rdzeniowym oraz 

w leukocytach i osoczu pobranym od osób w ostrym okresie tej choroby (Gijbels i wsp. 1992, 

Leppert i wsp. 1998, 2001). Z kolei podwyższony poziom MMP-9 i MMP-7 miał miejsce w 

mózgach zwierząt z autoimmunologicznym zapaleniem mózgu (ang. experimental allergic 

encephalomyelitis, EAE) - zwierzęcym modelu SM (Kieseier i wsp. 1998). Postuluje się, że 

wzrost aktywności MMP-9 prowadzi do degradacji białek błony podstawnej, zwiększonej 

przepuszczalności naczyń i przechodzenia komórek zapalnych z krwi do mózgu. W wyniku 

tego procesu dochodzi między innymi do zniszczenia otaczającej aksony osłonki mielinowej. 

Metaloproteazy mogą także wpływać na odpowiedź immunologiczną organizmu poprzez 

przekształcanie prekursorów niektórych cytokin w ich formy aktywne (English i wsp. 2000). 

Rola MMPs w przebiegu choroby Alzheimera pozostaje przedmiotem dyskusji. Nadal 

nie wiadomo, czy obserwowany wzrost aktywności metaloproteaz ma charakter 

amyloidogenny czy też zapobiega akumulacji amyloidu ß (Yong i wsp. 1998). 
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Istnieje szereg danych wskazujących na aktywację metaloproteaz w chorobach 

nowotworowych. Według aktualnych hipotez, popartych wynikami badań biochemicznych, 

proteolityczna przebudowa ECM umożliwia migrację komórek nowotworowych. Ponadto 

podwyższona aktywność MMPs stymuluje proces angiogenezy w okolicy guza. Podwyższony 

poziom różnych MMPs (MT-MMP1, MMP-2 i MMP-9), przy znacząco niższej ekspresji 

inhibitorów tkankowych, obserwowano w wielu rodzajach nowotworów min. w glejaku i 

rdzeniaku (medulloblastoma) - nowotworach neuroektodermalnych, charakteryzujących się 

wysoką inwazyjnością (Rooprai i McCormick 1997). 

Wzrost aktywności metaloproteaz w mózgu opisano także w niedokrwieniu o 

charakterze ogniskowym. Co więcej, podwyższone poziomy aktywności metaloproteaz -2 i -9 

korelowały z dynamiką śmierci komórek nerwowych. Aktywacja metaloproteaz w tych 

modelach prowadzi do przerwania ciągłości bariery krew-mózg i przenikania do tkanki 

nerwowej elementów morfotycznych krwi. W autopsyjnym materiale pobranym z mózgów 

ludzkich podwyższone poziomy MMPs utrzymywały się jeszcze kilka dni a nawet miesięcy 

po przebytym udarze (Clark i wsp. 1997, Hamann 2003). 

Obok przytoczonych wyżej efektów nadmiernej aktywacji metaloproteaz nie mniej 

istotnym elementem jest degradacja białek ECM. Powstające w wyniku proteolizy fragmenty 

polipeptydowe mogą utracić zdolność wiązania z właściwymi receptorami integrynowymi. 

Prawdopodobną konsekwencją tych zdarzeń jest osłabienie lub przerwanie prawidłowego 

kontaktu komórki z macierzą zewnątrzkomórkową i zahamowanie lub zmiana 

wewnątrzkomórkowego szlaku przekaźnictwa. Końcowym efektem jest śmierć komórki na 

drodze apoptozy określanej w tym przypadku „anoikis" (Raff 1992, frisch i Ruoslahti 1997, 

Gary i Mattson 2001, Lesay i wsp. 2001). 

1.2.3. Receptory integrynowe 

Funkcja receptorów integrynowych jako przekaźników sygnału z ECM została 

odkryta na początku lat 90-tych. Uproszczony schemat receptora integrynowego przedstawia 

Rycina 6. Integryny są heterodimerami złożonymi z dwóch podjednostek będących 

glikoproteinami (a i ß) połączonych wiązaniem niekowalencyjnym. Do chwili obecnej 

opisano 16 różnych podjednostek a i 8 podjednostek ß. W każdej z podjednostek wyróżnić 

nożna dużą domenę zewnątrzkomórkową, pojedynczy odcinek transbłonowy i krótką, liczącą 

ocoło 50 aminokwasów, domenę cytoplazmatyczną. 
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Podjednostki integryn łączą się w różnych układach tworząc 22 rozpoznawalne 

heterodimery a/ß. Podjednostki a na ogół tworzą dimer tylko z jedną specyficzną 

podjednostką ß. Jedynie nieliczne (ct4 i aö) wiążą się z dwoma podjednostkami ß. Wyjątek 

stanowi podjednostką as, tworząca połączenia z pięcioma podjednostkami ß. 

MIEJSCE WIĄZANIA Z MACIERZĄ 
ZEWNĄTRZKOMÓRKOWĄ 

COO-HOOC 

KATIONY 
DWUWARTOS4 

DOMENY 
BOGATE W 
CYSTEINĘ 

BŁONA 
PLAZMATYCZHA 

CYTOPLAZMA 
i I 

MIEJSCE WIĄZAIIIA Z 
TALItlĄ I ALFA-AKTYHINĄ 

10 nm 

Rycina 6. Schemat budowy receptora integrynowego 

Receptory integrynowe rozpoznają przede wszystkim białka macierzy 

zewnątrzkomórkowej, chociaż niektóre mogą wiązać także ligandy rozpuszczalne 

(fibrynogen) lub receptory zlokalizowane na komórkach sąsiednich (tzw. counter-receptory). 

Zgodnie z dotychczasową opinią, za specyficzność wiązania odpowiada podjednostką a. Na 

końcu aminowym tej podjednostki znajduje się sekwencja aminokwasowa, wiążąca kationy 
94- 94- • • • • • duwartościowe (Ca lub Mg ), co jest warunkiem koniecznym dla przyłączenia Uganda do 

integryny. Podejmowane próby klasyfikacji integryn na podstawie specyficzności wiązania 

Uganda wykazały dużą zmienność badanych układów. Podczas gdy niektóre integryny wiążą 
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tylko jeden ligand (np. klasyczny receptor fibronektyny), inne typy integryn współdziałają z 

kilkoma peptydami. Ponadto niektóre białka macierzy wiążą się z wieloma integrynami. Taki 

system, aczkolwiek wydaje się paradoksalny, ma z pewnością znaczenie funkcjonalne. 

Integryny, w odróżnieniu od receptorów powierzchniowych dla hormonów czy innych 

molekuł sygnałowych, charakteryzują się niskim powinowactwem wiązania ligandów, 

natomiast jest ich 10-100 razy więcej. Taka aranżacja umożliwia równoczesne wiązanie dużej 

liczby molekuł białkowych ECM, umożliwiając komórce utrzymanie szerokiego kontaktu z 

otaczającym środowiskiem. Natomiast charakter wiązania, jego niskie powinowactwo, 

umożliwia szybkie zmiany interakcji z macierzą zewnątrzkomórkową, przez co ułatwia 

migrację komórek. 

Dotychczas nie został wyjaśniony w sposób jednoznaczny mechanizm odpowiedzialny 

za przeniesienie informacji z ECM do komórki. Wiadomo bowiem, że krótkie domeny 

cytoplazmatyczne podjednostek integryn są pozbawione aktywności enzymatycznych - cech 

charakterystycznych dla receptora generującego sygnał wewnątrzkomórkowy. Nie posiadają 

także sekwencji umożliwiających interakcję z białkami G. Częściowe wyjaśnienie tego 

problemu przyniosło zastosowanie techniki jądrowego rezonansu magnetycznego oraz 

techniki rezonansowego przeniesienia sygnału emisji fluorescencji (ang. fluorescence 

resonance energy transfer, FRET). Badania przeprowadzone przy użyciu tych metod 

potwierdziły wcześniejszą hipotezę, że wiązanie białek ECM do integryn inicjuje zmianę 

konformacji obu domen podjednostek receptora: zewnątrz- i wewnątrzkomórkowej (Takagi i 

wsp. 2002, Kim i wsp. 2003). Procesowi temu towarzyszy fosforylacja zaangażowanej w 

przekaźnictwo sygnału integrynowego cytoplazmatycznej kinazy tyrozynowej FAK. 

1.2.4. Kinaza FAK 
• 12^ Kinazę pp " FAK (ang. focal adhesion kinase) opisano po raz pierwszy w roku 1992 

jako niereceptorową, białkową kinazę tyrozynową, aktywowaną wiązaniem białek macierzy 

zewnątrzkomórkowej do receptorów integrynowych. Zaakceptowano również jej kluczową 

rolę w przekaźnictwie sygnału z ECM (Hanks i wsp. 1992, Schaller i wsp. 1992). 

Kinazę FAK zidentyfikowano u ludzi, myszy, kurczęcia i żaby (.Xenopus) (Hanks i 

wsp. 1992, Schaller i wsp. 1992, Whitney i wsp. 1993, Hens i DeSimone 1995). Białko 

kinazy tych gatunków prezentowało około 90% homologii sekwencyjnej. Kinaza FAK jest 

produktem pojedynczego genu. Izoforma kinazy, zlokalizowana dotychczas jedynie w 

ośrodkowym układzie nerwowym i oznaczana symbolem FAK+, jest wynikiem 
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alternatywnego złożenia pierwotnego transkryptu. Izoforma kinazy posiada 3 dodatkowe 

reszty aminokwasowe prolinę (Pro), tryptofan (Trp) i argininę (Arg) w pobliżu tyrozyny w 

pozycji 397 łańcucha polipeptydowego (Burgaya i Girault 1996). Funkcja tych aminokwasów 

nie jest jasno określona. Być może ta forma kinazy jest aktywowana przez specyficzne 

bodźce komórkowe w odmienny sposób aniżeli forma natywna a obecność dodatkowych 

aminokwasów może wzmacniać aktywność enzymu. 

1.2.4.1. Struktura molekularna kinazy FAK 

Kinaza FAK, podobnie jak inne kinazy niereceptorowe, nie posiada domeny 

zewnątrzkomórkowej. W molekularnej strukturze enzymu można wyróżnić położoną 

centralnie domenę katalityczną, obudowaną dużymi (liczącymi ok. 400 aminokwasów) 

domenami bocznymi -N i -C końcową. W wyniku interakcji domeny N-końcowej z domeną 

katalityczną lub C-końcową enzym utrzymywany jest w stanie nieaktywnym. Przyjęcie 

aktywnej konformacji zależy od związania końca aminowego kinazy z ß integryną. 

Dotychczas brakuje dowodów wskazujących na bezpośrednią interakcję tych molekuł in vivo 

(Schaller i wsp. 1995). Niektóre badania sugerują, że w tej interakcji pośredniczą białka 

cytoszkieletowe - talina i paksylina (Turner 2000). 

Odcinek C-końcowy białka FAK posiada sekwencje bogate w prolinę. Są to miejsca 

wiązania białkowych domen SH3. Leżący w obrębie tego odcinka fragment, złożony z około 

100 reszt aminokwasowych, nazywany skrótowo FAT (ang. focal adhesion targeting), 

odpowiada za translokację enzymu do miejsc kontaktu komórki z macierzą (Hildebrand i wsp. 

1993). W niektórych typach komórek domeny końca karboksylowego, zwane FRNK (FAK-

related non kinase), mogą być ekspresj ono wane jako autonomiczne molekuły, regulujące 

negatywnie aktywność kinazową (Taylor i wsp. 2001). 

Unikalna budowa molekularna kinazy FAK umożliwia interakcje enzymu z wieloma 

białkami - strukturalnymi, adaptorowymi i enzymatycznymi. Białka te mogą aktywować 

liczne szlaki przekazywania sygnałów, wpływając na podstawowe procesy biologiczne, takie 

jak wzrost, migracja i różnicowanie komórek (Schwartz 2001) (Ryc.7). 
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Rycina 7. Asocjacje kinazy FAK z białkami strukturalnymi, adaptorowymi i sygnałowymi [wg. 
Schwartz (2001), zmodyfikowany] 

Ufosforylowana reszta tyrozyny w pozycji 397 domeny N-końcowej wiąże białka 

posiadające domeny SH-2 (ang. Src homology domain 2). Są to przede wszystkim kinazy 

należące do rodziny kinaz Src, podjednostka p85 kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI-3K), 

fosfolipaza Cy (PLCy) i białko adaptorowe Grb-7 (ang. growth factor receptor bound protein-

7) (Chen i wsp. 1996, Han i Guan 1999, Akagi i wsp. 2002). Natomiast fosfotyrozyna w 

pozycji 925 rozpoznaje białko Grb2 (Schlaepfer i Hunter 1996). Bogate w prolinę sekwencje 

końca karboksylowego asocjują z domenami SH3 (ang. Src homology domain 3) białka 

adaptorowego pl30 Cas i białka aktywującego GTPazę - GRAF (Petch i wsp. 1995, Harte i 

wsp. 1996, Taylor i wsp. 1998, 1999). Kolejnym miejscem interakcji jest sekwencja 

aminokwasowa domeny C-końcowej. Sekwencja ta posiada zdolność wiązania białek 

cytoszkieletowych - paksyliny, taliny i czynnika transkrypcyjnego STAT1 (Schlaepfer i wsp. 

1999). 

W łańcuchu polipeptydowym białka FAK znajdują się 4 reszty seryny (Ser-722, Ser-

843, Ser-846, Ser-910), które również mogą ulegać ufosforylowaniu. Znaczenie fosforylacji 

tego aminokwasu nie zostało dotychczas wyjaśnione. Przypuszcza się, że fosfoseryny mogą 

być zaangażowane w regulację i utrzymanie interakcji kinazy FAK z innymi białkami (Ma i 

wsp. 2001), jakkolwiek hipoteza ta nie została potwierdzona eksperymentalnie. 
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1.2.4.2. Drogi sygnałowe z udziałem kinazy FAK 

Jak już zaznaczono wcześniej, kluczową rolę w przekazywaniu informacji z ECM 

pełni tyrozynowa kinaza FAK, aktywowana wiązaniem białek macierzy zewnątrzkomórkowej 

do receptorów integrynowych. Aktywna, ufosforylowana kinaza przenosi sygnał z ECM na 

dalsze elementy szlaku przekaźnictwa, wpływajac na różne etapy rozwoju komórek (Ryc. 8). 

Zamieszczony schemat przekazywania sygnału z macierzy zewnątrzkomórkowej z udziałem 

kinazy FAK został opracowany na podstawie wyników badań in vitro, prowadzonych na 

komórkach nie-neuronalnych. 

JNK 

Rycina 8. Schemat przekazywania sygnału z udziałem kinazy FAK (wg. Giancotti i Ruoslahti 
(1999), zmodyfikowany) 

Zgodnie z przedstawioną sekwencją zdarzeń, wiązanie białek macierzy 

zewnątrzkomórkowej z receptorami integrynowymi prowadzi do autofosforylacji tyrozyny 

397 (Tyr-397, Y397) cząsteczki białka FAK. Zgodnie z aktualnymi poglądami jest to etap 

kluczowy, determinujący aktywację dalszych szlaków przekaźnictwa. Ufosforylowana 

tyrozyna 397 jest rozpoznawana przez domenę SH2 kinaz z rodziny Src. Dane 

eksperymentalne z zastosowaniem inhibitora kinazy Src wskazują, że asocjacja obu kinaz jest 

warunkiem ich aktywacji (Schlaepfer i wsp. 1994). Aktywna kinaza Src fosforyluje reszty 

tyrozyno we w obrębie domeny katalitycznej (Tyr 576/577) cząsteczki FAK, co umożliwia 

osiągnięcie maksymalnej aktywności enzymatycznej (Calalb i wsp. 1995, Owen i wsp. 1999). 

Natomiast fosforylacja reszty tyrozyny 861 przy udziale kinazy Src wzmacnia 

prawdopodobnie fosforylację FAK na tyrozynie 397 (Leu i Maa, 2002). 
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Aktywne kinazy mogą fosforylować białka cytoszkieletowe oraz białka adaptorowe: 

paksylinę, talinę i p 130 Cas. Ufosforylowane białko p 130 Cas, oryginalnie zidentyfikowane 

jako substrat fosforylacji przez onkoproteinę v-Crk, wiąże kinazę Crk. Zgodnie z uzyskanymi 

danymi eksperymentalnymi, szlak ten prowadzi do aktywacji kinazy JNK (ang. Jun NH2 

terminal kinase). Natomiast fosforylacja następnej reszty tyrozyny 925 przez kinazę Src 

umożliwia wiązanie kompleksu złożonego z białka adaptorowego Grb-2 i czynnika SOS 

wymieniającego GDP na GTP (ang. GTP-exchange factor). Ten szlak transdukcji sygnału 

prowadzi do aktywacji kaskady kinaz MAP. Należy podkreślić, że fosforylacja reszt 

tyrozynowych kinazy FAK jest możliwa jedynie przy zachowaniu integralnego cytoszkieletu 

aktyny (Lipfert i wsp. 1992, Schleapfer i wsp. 1999). 

Według opinii Giancotti i Ruoslahti (1999), obok opisanego wyżej szlaku przekaźnictwa, 

istnieje alternatywna ścieżka przekazu sygnału z ECM, prawdopodobnie nie wymagająca 

udziału kinazy FAK. Autorzy sugerują, że niektóre integryny aktywują także należącą do 

rodziny kinaz Src kinazę Fyn i białko adaptorowe She (Ryc. 9). W tym przypadku rolę 

błonowego białka adaptorowego ma pełnić kaweolina-1, która wiąże podjednostkę integryny 

z kinazą Fyn. Asocjację integryn z kaweoliną obserwowano w hodowlach komórek 

pierwotnych (Wary i wsp. 1998). Taka funkcja kaweoliny-1 pozostaje w zgodzie z 

organizacją wyspecjalizowanych miejsc na błonie plazmatycznej, wzbogaconych w kinazy z 

rodziny Src. 

Wiązanie białek macierzy do receptorów integryn prowadzi do aktywacji kinazy Fyn, 

której domena SH3 asocjuje z bogatą w prolinę domeną białka She. Białko She po 

ufosforylowaniu reszty tyrozyny 317 łączy się z kompleksem Grb2-SOS. Końcowym etapem 

jest aktywacja kaskady MAPK. Należy jednak mieć na uwadze fakt, że te ścieżki sygnałowe 

nie zostały dotychczas dokładnie przebadane. 
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Rycina 9. Schemat przekazywania sygnału z udziałem kinazy Fyn; Cav - kaveolina [wg. Giancotti 
i Ruoslahti (1999)] 

Tym niemniej prawdopodobne jest, że zarówno kinaza FAK jak również kinaza Fyn i 

białko She mają udział w aktywacji kaskady kinaz MAP. Można postulować, że wybór danej 

ścieżki sygnałowej jest zależny od rodzaju komórek oraz od stopnia adhezji. Zbyt ubogie 

dane eksperymentalne uniemożliwiają jednak wyciągniecie jednoznacznych wniosków. 

Zgodnie z istniejącymi sugestiami, w niektórych typach komórek ścieżka 

przekaźnictwa sygnału z udziałem białka She jest odpowiedzialna za indukowany adhezją 

komórek do macierzy początkowy wzrost aktywacji kinazy ERK. Natomiast kinaza FAK, 

aktywowana znacznie wolniej, miałaby odpowiadać za przedłużenie aktywacji kinazy ERK 

(Schlaepfer i Hunter 1998). Za hipotezą tą przemawia fakt, że integryny, które nie aktywują 

białka She, są słabymi aktywatorami ERK i proliferacji (Wary i wsp. 1996, Pozzi i wsp. 

1998). 

Efektem funkcjonalnym aktywacji kaskady kinaz MAP może być ukierunkowanie 

losu komórek w stronę przeżycia lub śmierci. Generalnie akceptowany jest pogląd, że 

aktywacja ERK związana jest z przeżyciem komórki, natomiast zmiana interakcji 

komórka/ECM oraz aktywacja alternatywnej drogi sygnałowej JNK z nadmiernym 

ufosforylowaniem c-Jun i zmianą funkcji transkrypcyjnej API może w pewnych warunkach 

stać się sygnałem apoptotycznym. Zdolność integryn do aktywacji kinazy ERK może mieć 

szczególnie znaczenie w warunkach ograniczonego dostępu czynników wzrostu. 

Innym efektywnym szlakiem pro-życiowym, aktywowanym przez kinazę FAK, jest 

szlak inicjowany przez PI3K i aktywujący kinazę Akt. Istnienie tego szlaku zostało poparte 
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dowodami eksperymentalnymi. W niektórych typach komórek obserwowano zależne od 

adhezji i fosforylacji tyrozyny 397 formowanie kompleksu z podjednostką regulatorową p85 

PI3K (King i wsp. 1997, Tamura i wsp. 1999, Tan i wsp. 1999). 

Należy jednak mieć na uwadze fakt, że drogi sygnałowe aktywowane przez kinazę 

FAK nie zostały jeszcze precyzyjnie poznane. Postuluje się ich udział w regulacji procesu 

migracji i progresji cyklu komórkowego. Badania in vitro dostarczyły wprawdzie dowodów, 

wskazujących na włączenie aktywnej kinazy FAK w proces migracji fibroblastów i komórek 

CHO (ang. Chinese hamster ovary), natomiast udział poszczególnych efektorów kinazy 

zależał od warunków eksperymentalnych (Cary i wsp. 1996, Owen i wsp. 1999, Sieg i wsp. 

1999, 2000). Poszczególni badacze podkreślają zarówno rolę ścieżki sygnałowej z udziałem 

PI3K, jak i kompleksu FAK/pl30Cas/Crk oraz białka Grb7 (Schwartz 2001). 
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II. ZAŁOŻENIA I CEL PRACY 

Przeprowadzone w ostatnich latach badania mechanizmów śmierci neuronów po 

przebytym stresie niedokrwiennym wskazują na istnienie dodatniej korelacji pomiędzy 

aktywnością metaloproteaz z grupy żelatynaz, głównie metaloproteazy 2 i metaloproteazy 9, a 

dynamiką śmierci komórek nerwowych w ischemii ogniskowej. Do chwili obecnej nie 

opublikowano jednak danych eksperymentalnych, wskazujących na rolę metaloproteaz w 

zmianach patologicznych wywołanych niedokrwieniem całkowitym mózgu. 

Celem podjętych badań była weryfikacja roboczej hipotezy, że w rejonie CA1 

hipokampa, w którym występuje opóźniona śmierć neuronów po niedokrwieniu całkowitym, 

dochodzi do aktywacji metaloproteaz i przebudowy macierzy zewnątrzkomórkowej. W 

oparciu o badania in vitro wskazujące, że zmiana struktury macierzy aktywuje ścieżki 

sygnałowe prowadzące do śmierci komórek, podjęliśmy również próbę określenia udziału 

przemodelowania macierzy zewnątrzkomórkowej w modulacji komórkowego przekaźnictwa 

sygnału z udziałem niereceptorowej kinazy tyrozynowej FAK. 

W badaniach zastosowano ogólnie akceptowany model krótkotrwałego, trwającego 5 

minut niedokrwienia mózgu myszoskoczka mongolskiego, które indukuje wybiórczo 

uszkodzenie neuronów piramidowych w rejonie CA1 hipokampa. 

Realizacja podstawowego celu pracy wymagała wykonania następujących etapów badań: 

• określenie aktywności zewnątrzkomórkowych enzymów proteolitycznych -

metaloproteazy 2 i metaloproteazy 9 

• oznaczenie poziomu lamininy - białka macierzy zewnątrzkomórkowej 

• określenie ekspresji i aktywności kinazy FAK 

• oznaczenie stopnia interakcji kinazy FAK z białkami leżącymi na szlaku przekaźnictwa -

z kinazą Src i białkiem adaptorowym pl 30 Cas 

• określenie poziomu i stopnia fosforylacji kinazy Src oraz białka pl30 Cas 

• oznaczenia stopnia interakcji kinazy Src z białkiem p 130 Cas 

w hipokampie mózgu myszoskoczka mongolskiego w różnym czasie po niedokrwieniu. 
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III. MATERIAŁ I METODY 

Ill.l. Materiał doświadczalny 

Wszystkie doświadczenia prowadzone były na dorosłych myszoskoczkach 

mongolskich (Meriones unguiculatus) obu płci, o masie ciała 60-70 g. Zwierzęta pochodziły z 

hodowli IMDiK PAN. Zwierzęta hodowano w naturalnym cyklu dobowym, przy swobodnym 

dostępie do pożywienia i wody. Po zabiegach operacyjnych zwierzęta przetrzymywane były 

w podobnych warunkach przez okres podany szczegółowo w opisie doświadczeń. 

Wybór myszoskoczka mongolskiego do badań podyktowany był występującą u tego 

gatunku anomalią budowy tętnic podstawy mózgu, tzn. brakiem tętnic łączących tylnych koła 

Willisa. W związku z tym eksperymentalne zatrzymanie krążenia krwi w obu tętnicach 

szyjnych wspólnych u myszoskoczka mongolskiego prowadzi do całkowitej ischemii 

przodomózgowia. W modelu tym możliwe jest stosunkowo proste i wybiórcze wywołanie w 

rejonie CA1 hipokampa opóźnionych zmian poniedokrwiennych. 

III.1.1. Model niedokrwienia. 

Niedokrwienie mózgu wywoływano przez zaciśnięcie chirurgicznymi klipsami 

naczyniowymi obu tętnic szyjnych wspólnych. W czasie zabiegu stosowano narkozę 

halotanową. Zwierzęta oddychały początkowo mieszaniną 2,5% halotanu w O2/N2O (30:70, 

v/v), po czym stężenie halotanu odniżano do 1,5%. Podczas zabiegu utrzymywano stałą 

temperaturę ciała zwierzęcia (37°C) przez użycie stolika grzewczego. Temperaturę ciała 

zwierzęcia mierzono per rectum. Epizod niedokrwienny trwał 5 minut. Po upływie tego czasu 

klipsy naczyniowe usuwano. Po zabiegu zwierzęta umieszczano na okres dwóch godzin pod 

lampą grzewczą. Postępowanie takie zapobiegało hipotermii poischemicznej. Grupę kontrolną 

stanowiły myszoskoczki mongolskie poddane całej procedurze zabiegowej, ale bez zaciskania 

tętnic szyjnych. Zwierzęta uśmiercano przez dekapitację w określonym czasie po 

przywróceniu krążenia (reperfuzji), po 0.5, 3, 6, 24, 48, 72 godzinach. 
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III.1.2. Pobieranie materiału do badań 

Przedmiotem badań były całe hipokampy lub ich fragmenty oraz skrawki mózgu. 

Pobrane od zwierząt doświadczalnych mózgi chłodzono w roztworze soli fizjologicznej o 

temp. 4°C przez okres 2 minut a następnie izolowano hipokampy. Część hipokampów 

dzielono wzdłuż szczeliny (fissura) na fragment grzbietowy, zawierający wrażliwe na 

niedokrwienie komórki rejonu CA1 i fragment brzuszny, zawierający struktury oporne na 

uszkodzenie po niedokrwieniu. Wszystkie czynności wykonywano w temperaturze 0-4°C. 

Wyizolowane struktury mrożono natychmiast na suchym lodzie, a następnie pobraną tkankę 

przechowywano w temperaturze -80°C do momentu wykonania oznaczeń. 

Sposoby przygotowania skrawków mózgu zamieszczono w opisie odnośnych metod. 

III.2. Oznaczanie aktywności metaloproteaz: MMP-2 i MMP-9 

111.2.1. Izolacja MMP-2 i MMP-9 

Aktywność metaloproteaz oznaczano po uprzednim wyizolowaniu enzymów metodą 

chromatografii powinowactwa (ang. affinity chromatography). Całe hipokampy lub ich 

fragmenty homogenizowano w 10-krotnej objętości (w/v) buforu (50mM TRIS-HC1, pH 7.6), 

zawierającego 150 mM NaCl, 5mM CaCh, 0.05% Brij 35, 0.02% NaN3 i 1% Triton X-100. 

Homogenaty wirowano przy 1 1300 rpm przez 5 minut w temperaturze 4°C. W uzyskanym 

nadsączu oznaczano stężenie białka metodą Lowry. Nadsącz w objętości 300fil, zawierający 

lOOOjig białka inkubowano z 50|il sepharozy B związanej z żelatyną (gelatin-Sepharose 4B, 

Pharmacia Biotech) przez okres 90 minut w 4°C a następnie wirowano przy 4000 rpm przez 5 

minut w temperaturze 4°C. Osad, zawierający związane ze złożem metaloproteazy, płukano 

2-krotnie w 500|il buforu do homogenizacji, ale bez Tritonu Xl00. Po każdym płukaniu 

zawiesinę wirowano (4000 rpm przez 5 minut w 4°C). Po ostatnim wirowaniu osad 

zawieszano w 50 (il buforu do płukania z dodatkiem 10 % DMSO i inkubowano przez 30 

minut w temperaturze 4°C ciągle mieszając. Po zakończonej inkubacji zawiesinę wirowano 

ponownie w podanych wyżej warunkach. W pobranym nadsączu określano aktywność MMP-

2 i MMP-9. 

111.2.2. Badanie aktywności metaloproteaz metodą zymograficzną 

IU.2.2.1. Oznaczanie aktywności metaloproteaz w ekstraktach hipokampa 

Przygotowane ekstrakty hipokampa mieszano z nie redukującym buforem 

obciążającym (ang. Sample Buffer) 5-krotnie stężonym, zawierającym: 62,5 mM Tris-HCl o 

pH 6.8, 10% glicerol, 2% SDS, 0.05% błękit bromofenolowy. Próby o tej samej zawartości 

29 http://rcin.org.pl



białka nakładano na przygotowany 7,5% żel poliakrylamidowy spolimeryzowany z 0,1% 

żelatyny. Elektroforezę prowadzono w buforze elektrodowym (25mM TRIS pH 8.3, 192mM 

glicyna, 0,5% SDS), przy stałym napięciu prądu wynoszącym 100V, w temperaturze 4°C, 

przez około 3 godziny. Po zakończeniu elektroforezy z żeli usuwano SDS przez płukanie 2 x 

20 minut w 2,5 % wodnym roztworze Tritonu X-100 a następnie żele inkubowano w buforze 

aktywującym o składzie: 50mM Tris-HCl, pH 7.5, 200 mM NaCl, 5 mM CaCh i 0.02% 

NaN3. Inkubację prowadzono w temperaturze 37°C przez 48 godzin. Po upływie tego czasu 

żele barwiono 0.1% błękitem Coomassi (Coomassie Blue R250) w roztworze wodnym 

zawierajacym 40% metanolu i 10% kwasu octowego. Nadmiar barwnika usuwano roztworem 

10% metanolu i 7% kwasu octowego. Jasne prążki widoczne na tle ciemno wybarwionego 

żelu są wyznacznikiem aktywności badanych enzymów. Pozycję poszczególnych MMPs na 

żelu określano w obecności standardów MMP-2 i MMP-9 (Oncogene). 

Poziom aktywności proteolitycznej MMP-2 i MMP-9 oznaczano densytometrycznie stosując 

program komputerowy Gel Expert Program (Nucleotech. Corp.). 

III.2.2.2. Oznaczanie aktywności metaloproteaz na skrawkach metodą „sandwich" 

Oznaczenia wykonane na skrawkach miały na celu określenie aktywności 

metaloproteaz w obecności specyficznych inhibitorów tkankowych, czyli tak zwanej 

aktywności „netto". 

Wypreparowane mózgi natychmiast chłodzono w zimnym roztworze PBS (o składzie 

80 mM Na2HP04, 20 mM NaEhPO^ 100 mM NaCl; pH 7.5) i cięto na skrawki o grubości 

lmm przy użyciu vibrotomu (752M Vibroslice, Campdent Instruments). Skrawki 

umieszczano na powierzchni 10% żelu poliakrylamidowego zawierającego 0,1% żelatynę. 

Tak przygotowany „sandwich" inkubowano w buforze 50mM Tris-HCl, pH 7.5, 

zawierającym 5mM CaC^, 0.02% NaN3, w temperaturze 37°C. Po 8 godzinach skrawki 

usuwano, natomiast żele pozostawiono w buforze przez następne 18 godzin. Po upływie tego 

czasu żele wybarwiano wodnym roztworem 0.1% błękitu Coomassi zawierającym 40% 

metanolu i 10% kwasu octowego. Nadmiar barwnika usuwano roztworem 10% metanolu i 7% 

kwasu octowego. W wyniku przeprowadzonej procedury na żelu pozostawał wyraźny odcisk 

badanego skrawka, na którym widoczne były przejaśnienia niektórych struktur. Przejaśnienia 

te wskazywały na lokalizację aktywności proteolitycznej. 
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III.2.2.3. Oznaczenie aktywności metaloproteaz metodą histochemiczną 

Wyizolowane mózgi mrożono natychmiast w suchym lodzie i przechowywano w 

temperaturze -80°C do czasu analizy. Przed przygotowaniem skrawków mózgi umieszczano 

w komorze kriostatu na okres 1 godziny (dla zrównoważenia temperatury) i cięto na skrawki 

o grubości 20|im. Skrawki nakładano na szkiełka podstawowe i przechowywano w 

temperaturze -80°C. Bezpośrednio przed wykonaniem oznaczeń skrawki suszono przez 10-15 

minut w temperaturze pokojowej a następnie inkubowano w roztworze żelatyny (100 mg/ml) 

związanej z fluoresceiną (DQIM gelatin from pig skin, fluorescein conjugate, Molecular 

Probes, USA). Inkubację prowadzono w pozbawionej dostępu światła wilgotnej komorze, w 

temperaturze 37°C. Czas inkubacji wynosił 3 godziny. W celu wykluczenia niespecyficznej 

fluorescencji niektóre skrawki inkubowano w roztworze żelatyny, do którego dodawano 

inhibitor metaloproteaz - fenantrolinę (Sigma). Stężenie końcowe inhibitora w mieszaninie 

reakcyjnej wynosiło ImM. 

Po zakończonej inkubacji skrawki płukano w roztworze PBS i utrwalano przez 15 

minut świeżo przygotowanym, zimnym roztworem 4% paraformaldehydu w PBS. Po 

utrwaleniu skrawki płukano 3x10 minut w PBS. Po końcowym płukaniu preparaty zatapiano 

w medium zapobiegającym zanikowi fluorescencji (Fluoromount G, Southern Biotech., UK) i 

przykrywano szkiełkiem nakrywkowym. 

Preparaty oglądano w mikroskopie fluorescencyjnym firmy Zeiss przy długości fali 

światła 450-490 nm. Zebrane obrazy poddawano obróbce graficznej w programie 

AdobePhotoshop, polegającej na dobraniu rozmiaru, ustawieniu odpowiedniej jasności i 

kontrastu. 

III.3. Oznaczanie ekspresji genu kodującego MMP-9 metodą reakcji 

odwrotnej transkrypcji i polimeryzacji łańcuchowej (RT-PCR) 

III.3.1. Izolacja całkowitego RNA 

Z hipokampa mózgu myszoskoczka mongolskiego izolowano całkowite RNA używając 

odczynnika TRIzol (GIBCO BRL). Postępowano zgodnie z protokołem producenta. 

Hipokampy homogenizowano w 800 jj.1 TRIzolu w homogenizatorze teflon-szkło i 

inkubowano homogenat przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Następnie do homogenatu 

dodawano 160 |^1 chloroformu. Całość energicznie wytrząsano przez 15 sekund i inkubowano 

przez 3 minuty w temperaturze pokojowej. Próby wirowano przy 12000 x g przez 15 minut w 

4°C. Do fazy wodnej, zawierającej RNA, dodawano 400 jil izopropanolu, inkubowano w 
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temperaturze pokojowej przez 10 minut delikatnie mieszając, a następnie wirowano przy 

12000 x g przez 10 minut w 4°C. Uzyskany osad przemywano 500(il 75% etanolu i 

wirowano przy 7500 x g przez 5 minut w temperaturze 4°C. Uzyskany osad suszono na 

powietrzu przez 5-7 minut, po czym rozpuszczano w 30jil sterylnej wody z dodatkiem 1% 

dietylopirowęglanu (DEPEC). Czystość i stężenie RNA mierzono w spektrofotometrze 

(Ultrospec 2000, UV/Visible Spectrofotometr, Amersham Pharmacia Biotech). Stężenie RNA 

mierzone przy długości fali 260 nm obliczano wg wzoru: OD^óo x 40 (według zasady, że OD 

1 oznacza w przybliżeniu steżenie 40 |ig RNA /ml). Stosunek odczytów gęstości optycznej 

OD?I26o/ OD^280 był wykładnikiem stopnia czystości preparatu. Dla RNA otrzymanego przy 

użyciu odczynnika TRIzol stosunek ten powinien wynosić w przybliżeniu 1,6-2,0. 

111.3.2. Synteza cDNA 

Pierwszy etap syntezy obejmował reakcję przyłączania starterów do matrycy RNA. Całą 

procedurę przeprowadzono przy użyciu odczynników firmy GIBCO, zgodnie z protokołem 

załączonym przez producenta. W tym celu pobierano 5 fig całkowitego RNA, do którego 

dodawano po 1 ul 01igo-(dT)i2-i8 (500ug/ml) i deoksynukleotydów (dNTP). Całość 

uzupełniano sterylną wodą z dodatkiem 1% DEPEC do objętości 12fil. Mieszaninę reakcyjną 

inkubowano w temperaturze 65°C przez okres 5 minut. Po schłodzeniu prób dodawano do 

każdej z nich 4jil buforu (5x First Standard Buffer), 2\x\ 0,1M DTT i 1 jil sterylnej wody z 

dodatkiem 1% DEPEC, a po 2 minutach inkubacji w 37°C ljil polimerazy SUPERSCRIPT. 

Próby inkubowano 50 minut w temperaturze 37°C a następnie 15 minut w temperaturze 70°C. 

111.3.3. Reakcja polimeryzacji łańcuchowej - PCR 

Otrzymane cDNA wykorzystano do specyficznego powielania wybranych sekwencji genu 

cMMP-9 metodą polimeryzacji łańcuchowej (ang. polimerase chain reaction - PCR). 

Zastosowano startery oligonukleotydowe specyficzne dla MMP-9: ('5) '5-

AGTTTGGTGTCGCGGAGCAC-'3 oraz ('3) '5-AAACCCCACTTCTTGTCAG-'3 (TIB 

MOLBIOL Sp. z o.o.) Do 2\i\ cDNA dodawano kolejno odczynniki: 2,5 \i\ 10 x stężonego 

buforu do PCR (o składzie: 750mM Tris-HCl (pH 8,8), 200mM (NH^SO^ 0,1% Tween20), 

2 (IL 25mM MgCb, L[il dNTP, po 1 JJ,1 starterów ('3) i ('5), 14.5 )il sterylnej wody z dodatkiem 

1% DEPEC oraz lfil Taq polimerazy DNA. Przeprowadzano 35 cykli syntezy DNA przy 

zachowaniu następujących warunków: 1 min. w 93°C, 1 min. w 54°C, 1 min. w 72°C. 

Korzystano z aparatu PTC-1001M (MJ Research, Inc). Według tej samej procedury powielano 

także konstytutywnie ekspresjonowany gen GAPDH, który był standardem wewnętrznym. 
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Otrzymane fragmenty DNA rozdzielano metodą elektroforezy w 1% żelu agarozowym z 

dodatkiem bromku etydyny w buforze elektrodowym TBE (45mM TRIS- kwas borowy pH 

8.0, ImM EDTA). Elektroforezę prowadzono 45 minut przy stałym napięciu prądu (70V). 

Następnie żele fotografowano w świetle UV. Pomiar gęstości optycznej uzyskanych prążków 

przeprowadzano przy użyciu programu komputerowego Gel Expert Program (Nucleotech. 

Corp.). 

III.4. Immunochemiczna analiza poziomu białek - Western Biot 

111.4.1. Przygotowanie prób 

Całe hipokampy lub ich fragmenty homogenizowano ręcznie w homogenizatorze 

teflon-szkło w 10-krotnej objętości (w/v) buforu lizującego RIPA (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 

150 mM NaCl, 1% Nonidet P40, 0.1% SDS, ImM ortovanadian sodu, leupeptyna (5|Lig/ml), 

aprotynina (5^g/ml), pepstatyna A (5|ug/ml), PMSF (0.1 mg/ml)). Próby inkubowano 45 

minut w 4°C (na lodzie), a następnie w tej samej temperaturze wirowano przy 11000 rpm 

przez 30 minut. W otrzymanych ekstraktach oznaczano stężenie białka (metoda Lowry). 

111.4.2. Elektroforetyczny rozdział białek w żelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE) 

Elektroforezę (SDS-PAGE) prowadzono wg metody podanej przez Laemmli (1970). 

Do przygotowanych lizatów dodawano taką samą objętość dwukrotnie stężonego buforu 

obciążającego (ang. Sample Buffer) o składzie: 62,5 mM Tris-HCl o pH 6,8; 10% glicerol, 

2% SDS, 1,5% ß-merkaptoetanol, 0,05% błękit bromofenolowy. Próbki umieszczano na 5 

minut w łaźni wodnej o temperaturze 100°C. Na każdą ścieżkę żelu nakładano 20-80 |ig 

białka. Stężenie żelu zagęszczającego wynosiło 4%, a rozdzielającego 7,5%, 10% lub 12%, 

zależnie od ruchliwości elektroforetycznej analizowanego białka. Dla oznaczenia poziomu 

lamininy rozdział białek prowadzono w żelu gradientowym 4%-20%. Elektroforezę 

prowadzono przy stałym napięciu prądu wynoszącym 180V przez około 45 minut. Bufor 

elektrodowy o pH 8,3 zawierał: 25 mM TRIS, 192 mM glicynę oraz 0,5% SDS. 

111.4.3. Przenoszenie białek na błonę nitrocelulozową (elektroblotting) 

Po zakończeniu rozdziału elektroforetycznego, białka przenoszono z żelu na błonę 

nitrocelulozową Hybond-Extra C (Amersham) w buforze o składzie: 25 mM Tris-HCl , pH 

8.3, 192 mM glicyna, 20% metanol (Towbin i wsp. 1979). Czas przenoszenia przy stałym 
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napięciu prądu 100V i natężeniu nie przekraczającym 300mA wynosił 90 minut. Efektywność 

przeniesienia białek sprawdzano poprzez wybarwienie żeli błękitem Coomassie a błon 

nitrocelulozowych czerwienią Ponceau S (Sigma). Przeniesione na błony nitrocelulozowe 

białka poddawane były następnie analizie immunochemicznej. 

III.4.4. Analiza immunochemiczna 

Reakcje ze specyficznymi przeciwciałami prowadzono według protokołów podanych 

przez producenta. 

Do płukania błon i rozcieńczania przeciwciał pierwszorzędowych używano PBS (80 

mM Na2HP04, 20 mM NaH2P04 pH 7.5, 100 mM NaCl) lub TBS (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 

100 mM NaCl) z dodatkiem 0,05% Tween 20 (PBS-T lub TBS-T). TBS-T stosowano w 

przypadku analizy białek ufosforylowanych. Dla wyeliminowania niespecyficznego wiązania 

przeciwciał, błony nitrocelulozowe inkubowano przez 1 godzinę w odtłuszczonym 5% mleku 

rozpuszczonym w PBS-T lub w 5% roztworze albuminy wołowej w TBS-T. Błony 

inkubowano z pierwszorzędowym przeciwciałem, swoistym względem danego antygenu, a 

następnie z przeciwciałem drugorzędowym. Przeciwciała drugorzędowe rozcieńczano w 

buforze zawierającym 2% mleko lub 2% albuminę wołową. Nadmiar czynnika blokującego 

oraz przeciwciał usuwano przez kolejne płukania (3x5 minut) w PBS-T lub TBS-T. Dla 

uwidocznienia reakcji stosowano metodę wzmocnionej chemiluminescencji (ECL), czyli 

emisji światła towarzyszącej reakcji chemicznej, katalizowanej przez związane przeciwciało 

drugorzędowe. Korzystano z zestawu firmy Amersham (ECLIM Western blotting detection 

reagents and analysis system). Immunoreakcję przenoszono na kliszę HyperfilmIM-ECL 

(Amersham). Natężenie immunoreaktywności, będące wyznacznikiem poziomu badanego 

białka, określano densytometrycznie w zakresie liniowego przebiegu przy pomocy 

densytometru firmy LKB (Ultrascan XL) i programu GelScan. 

Dla kontroli specyficzności immunoreakcji przeprowadzano identyczną procedurę z 

pominięciem przeciwciała pierwszorzędowego. Dla wyeliminowania ewentualnych błędów 

wynikających z niewłaściwej ilości nałożonego na żel białka, oprócz analizy wizualnej błon 

wybarwionych czerwienią Ponceau, przeprowadzano reakcję immunochemiczną z 

przeciwciałem skierowanym przeciwko ß-aktynie. 

Warunki, w których prowadzono reakcje immunochemiczne zostały zamieszczone w 

poniższej tabeli: 
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Bufor do Bufor I-rzędowe Stężenie I- II rzędowe Stężenie II-

płukania blokujący przeciwciało rzędowego przeciwciało rzędowego 

przeciwciała przeciwciała 

PBS-T 5% mleko Poli-klonalne 1:100 w Anty-królicze 1:8000 w 2% 

w PBS-T, przeciwciało PBS-T, (2 skonjugowane z mleku w 

1 godz. anty-FAK godz.) peroksydazą PBS-T 

(Santa Cruz chrzanową, (1 godz.) 

Biotechnology) SIGMA-

ALDRICH® 

TBS-T 5% BSA w Poli-klonalne 1:100 w Anty-królicze 1:8000 w 2% 

TBS-T, przeciwciało TBS-T skonjugowane z BSA wTBS-

1 godz. anty-FAK pY397 (12 godzin, peroksydazą T 

(Biosource) w temp. 4°C) chrzanową, (1 godz.) 

SIGMA-

ALDRICH® 

TBS-T 5% BSA w Mono-klonalne 1:100 w Anty-mysie 1:4000 w 2% 

TBS-T, przeciwciało TBS-T skonjugowane z BSA w TBS-

1 godz. anty- (12 godzin, peroksydazą T 

fosfotyrozyna w temp. 4°C) chrzanową, (1 godz.) 

clone 4G10 Amersham 

(Upstate Biosciences 

Biotechnology) 

PBS-T 5% mleko Mono-klonalne 8:1000 w Anty-mysie 1:4000 w 2% 

w PBS-T, przeciwciało PBS-T skonjugowane z mleku w 

1 godz. anty-Src (2 godz) peroksydazą PBS-T 

(Upstate chrzanową, (1 godz.) 

Biotechnology) Amersham 

Biosciences 

PBS-T 5% mleko Mono-klonalne 1:1000 w Anty-mysie 1:4000 w 2% 

w PBS-T, przeciwciało PBS-T skonjugowane z mleku w 

1 godz. anty-pl30 Cas (2 godz.) peroksydazą PBS-T 

(Transduction chrzanową, (1 godz.) 

Labolatories) Amersham Biosci. 
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PBS-T 5% mleko Poli-klonalne 1:100 w Anty-królicze 1:8000 w 2% 

w PBS-T, przeciwciało PBS-T skonjugowane z mleku w 

1 godz. anty-ß-aktyna (2 godz.) peroksydazą PBS-T 

(SIGMA- chrzanową, (1 godz.) 

ALDRICH®) Amersham 

Biosciences 

PBS-T 5% mleko Poli-klonalne 1:1000 w Anty-królicze 1:8000 w 2% 

w PBS-T, przeciwciało PBS-T skonjugowane z mleku w 

1 godz. anty-laminina (2 godz.) peroksydazą PBS-T 

(SIGMA- chrzanową, (1 godz.) 

ALDRICH®) SIGMA-

ALDRICH® 

III.5. Immunoprecypitacja 

Do 500 |il ekstraktu, zawierającego 1500 mg białka, dodawano 2 [l\ przeciwciała 

specyficznego dla antygenu FAK, pl30Cas lub Src. Próbki inkubowano w temperaturze 4°C 

przez 3 godziny przy ciągłym mieszaniu (kołyska). Powstałe kompleksy białko-przeciwciało 

osadzano na złożu proteina A-sefaroza (Proteina A-Sepharose Cl 4B, Pharmacia, USA), 

dodając 50 (il złoża zawieszonego w 0,14 M Na2HPC>4 (pH 9,3) i inkubując mieszaninę przez 

12 godzin w 4°C. Osad otrzymany po wirowaniu przy 4000 rpm przez 5 minut w 

temperaturze 4°C płukano 3 x 500 jil lOmM TRIS-HC1 (pH 7,5) z dodatkiem 0,9% NaCl. Po 

ostatnim wirowaniu do osadu dodawano 50 (il buforu obciążającego (Sample Buffer: 62,5 

mM Tris-HCl o pH 6.8, 10% glicerol, 2% SDS, 1% ß-mercaptoetanol, 0.05% błękit 

bromofenolowy). Próby umieszczano na 5 minut w łaźni wodnej o temperaturze 100°C i po 

schłodzeniu wirowano przy 4000 rpm przez 5 minut. Białka nadsączu rozdzielano przy 

pomocy elektroforezy (SDS-PAGE). 
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III.6. Inne procedury 

111.6.1. Oznaczanie stężenia białka metodą Lowry 

Oznaczenie polega na pomiarze absorbancji barwnego kompleksu przy długości fali 

750 nm. Mieszanina reakcyjna w końcowej objętości 460 fil zawierała: 2 |il białka, 8 ^il 

wody, 50 jil odczynnika A (BIO-RAD, nr kat. 500-0113) i 400 \i\ odczynnika B (BIO-RAD, 

nr kat. 500-0114). Wartość absorbancji mierzono po 15 minutach inkubacji w temperaturze 

pokojowej wobec próby odniesienia (nie zawierającej białka). Standardem był roztwór 

albuminy wołowej o stężeniu lOfig/jil lub 15)ig/ml. Stężenie białka obliczano według 

następującego wzoru: 

Białko całkowite (|ig/fJ.l) = absorbancja próbki x stężenie standardu /absorbancję standardu / 2 

(objętość białka w próbce) 

111.6.2. Analiza statystyczna 

Otrzymane wyniki przedstawiono jako wartości średnie z szeregu doświadczeń, ± 

odchylenie standardowe (SD). Ilość powtórzeń zaznaczono w opisie rycin. Różnice między 

średnimi obliczono za pomocą analizy wariancji ANOVA (post test Dunnett). Do wszystkich 

obliczeń stosowano program Prism 2.01. 
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IV. WYNIKI 

IV. 1. Aktywność MMP-2 i MMP-9 w hipokampie mózgu myszoskoczka mongolskiego 

po niedokrwieniu i reperfuzji 

IV. 1.1. Aktywność MMP-2 i MMP-9 oceniana w ekstraktach hipokampa metodą 

zymografii żelowej 

Zymografia żelowa ekstraktów hipokampa wskazuje na obecność dwóch prążków o 

ruchliwości elektroforetycznej odpowiadającej 92 i 72 kDa (Ryc. 10). Zgodnie ze wzorcem 

aktywności prezentowanej przez oczyszczone enzymy, prążek odpowiadający 92 kDa jest 

wyznacznikiem aktywności proteolitycznej metaloproteazy 9 (żelatynazy B), natomiast 

prążek o ruchliwości 72 kDa wskazuje na aktywność metaloproteazy 2 (żelatynazy A). 

Inkubacja żeli w obecności EGTA - chelatora jonów wapnia lub fenantroliny - inhibitora 

metaloproteaz znosiła aktywność obu badanych izoform. Obserwacja ta wskazuje, że 

proteoliza żelatyny wprowadzonej do żelu poliakrylamidowego jako substrat związana jest z 

aktywnością metaloproteaz. Krótkotrwałe niedokrwienie przodomózgowia myszoskoczka 

prowadzi do zmian aktywności badanych enzymów po przywróceniu krążenia. Znaczący 

wzrost aktywności metaloproteazy 2 do 187,2% wartości charakterystycznej dla hipokampa 

zwierzęcia kontrolnego obserwuje się po upływie 72 godzin. Widoczny na żelu niewielki 

wzrost aktywności proteolitycznej tego enzymu po 30 minutach od zakończenia epizodu 

niedokrwiennego okazał się być nieistotny statystycznie. Podobny do MMP-2 charakter 

zmian aktywności po niedokrwieniu prezentuje druga z badanych metaloproteaz - MMP-9. 

Istotny, około pięciokrotny w porównaniu z kontrolą, wzrost poziomu aktywności tego 

enzymu ma miejsce jedynie po 72 godzinach reperfuzji. Brak prążka proteolitycznego na 

wysokości MMP-9 w analizowanym równolegle ekstrakcie kory przodomózgowia sugeruje, 

że aktywacja tej izoformy w badanym przez nas modelu niedokrwienia jest specyficzna dla 

hipokampa. 
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A) 

92 kDa -MMP-9 

72 kDa -MMP-2 

K 0,5 3 24 72 72-kora 

Czas reperfuzji (godz) 

B) 
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200 

2 150 i•» 
C 0 
1 100 £ 

50 

0 

MMP-2 

i i 

K 0,5 godz. 3 godz. 24 godz. 72 godz. 

Czas reperfuzji 

600 

500 

= 400 0 
1 300 

5s 200 

100 

0 

MMP-9 ** 

iłi 

rłl rfi 

0,5 godz. 3 godz. 24 godz. 72 godz. 

Czas reperfuzji 

Rycina 10. Aktywność metaloproteaz MMP-2 i MMP-9 w hipokampie mózgu myszoskoczka 
mongolskiego podczas reperfuzji po niedokrwieniu A) Reprezentatywny zymogram przedstawia 
aktywność MMP-2 i MMP-9 w hipokampie mózgu myszoskoczka mongolskiego w kontroli (K) i w 
różnym czasie (0.5, 3, 24, 72 godziny) po 5 minutach niedokrwienia. Ostatnia ścieżka na zymogramie 
(72-kora) ilustruje aktywność MMPs w korze przodomózgowia myszoskoczka po 72 godzinach 
reperfuzji. Na żel spolimeryzowany z żelatyną nakładano po 30fil próby przygotowanej przy 
zastosowaniu chromatografii powinowactwa wg procedury opisanej w rozdziale Materiał i Metody 
(podrozdziały 2.1. i 2.2.1.). B) Wykresy ilustrują względne poziomy aktywności MMP-2 i MMP-9 
uzyskane w wyniku ilościowej analizy densytometrycznej. Aktywność metaloproteaz wyrażono w 
wartościach względnych, w stosunku do przyjętego za 100% poziomu MMPs w hipokampie 
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zwierzęcia kontrolnego. Każda wartość jest średnią arytmetyczną (x± SD), uzyskaną w wyniku 
analizy 5 zwierząt (n=5) przy dwóch powtórzeniach każdego oznaczenia. Znamienne statystycznie 
różnice w stosunku do grupy kontrolnej (K) zostały zaznaczone jako *p<0,05, **p<0,01. 

Dla określenia, czy zmiany aktywności badanych metaloproteaz po czasowym 

niedokrwieniu przodomózgowia dotyczą całego hipokampa, czy też określonej jego struktury, 

oznaczono aktywność MMPs w dwóch fragmentach hipokampa, różniących się reakcją na 

epizod niedokrwienny. W tym celu oddzielono wrażliwą na niedokrwienie część grzbietową 

hipokampa zawierającą sektor CA1 od opornej na stres ischemiczny części brzusznej (sektor 

CA2/CA3 i zakręt zębaty). Ekstrakty przygotowane z obu części hipokampa poddano analizie 

zymograficznej. Wyniki badań wskazują na istotny wzrost aktywności MMP-2 po 72 

godzinach reperfuzji w obu badanych strukturach. W części grzbietowej hipokampa 

aktywność proteolityczna MMP-2 wzrosła do 188%, a w części brzusznej do 168% w 

porównaniu z poziomem kontrolnym. Odmienny wzór odpowiedzi na niedokrwienie 

prezentowała metaloproteaza 9. Po 72 godzinach reperfuzji znaczący wzrost aktywności 

MMP-9 występował jedynie w części grzbietowej hipokampa i przewyższał kilkakrotnie 

poziom oznaczony we fragmencie brzusznym (Ryc.l 1). 

AbP DP AbP DP AbP DP 
A) 

- MMP-9 

MMP-2 

Czas reperfuzji (godz) 
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Rycina 11. Aktywność metaloproteaz MMP-2 i MMP-9 w części brzusznej i grzbietowej (sektor 
CA1) hipokampa mózgu myszoskoczka mongolskiego podczas reperfuzji po niedokrwieniu A) 
Reprezentatywny zymogram żelowy przedstawia zmiany aktywności MMP-2 i MMP-9 we fragmencie 
brzusznym (AbP) i grzbietowym (DP) hipokampa mózgu myszoskoczka w kontroli i w różnym czasie 
reperfuzji (3 i 72 godziny) po 5 minutach niedokrwienia. Na żel spolimeryzowany z żelatyną 
nakładano po 30|xl próby przygotowanej przy zastosowaniu chromatografii powinowactwa wg 
procedury opisanej w rozdziale Materiał i Metody (podrozdziały 2.1. i 2.2.1.). B) Wykresy ilustrują 
względne poziomy aktywności MMP-2 i MMP-9, uzyskane w wyniku analizy densytometrycznej. 
Aktywność metaloproteaz wyrażono w wartościach względnych w stosunku do przyjętego za 100%, 
poziomu MMPs w odnośnych fragmentach hipokampa zwierzęcia kontrolnego. Każda wartość jest 
średnią arytmetyczną (jc± SD), uzyskaną w wyniku analizy 5 zwierząt (n=5) przy dwóch 
powtórzeniach każdego oznaczenia. Znamienne statystycznie różnice w stosunku do grupy kontrolnej 
(K) zostały zaznaczone jako *p<0,05, **p<0,01. 
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IV.1.2. Aktywność MMP-2 i MMP-9 w skrawkach mózgu oceniana metodą zymografii 

in situ 

Poprzednie nasze wyniki uzyskane metodą zymografii żelowej wskazują na 

indukowane epizodem niedokrwiennym zmiany aktywności MMPs, ale nie zawierają 

informacji o poziomie aktywności endogennej metaloproteaz, prezentowanej w obecności 

specyficznych inhibitorów tkankowych. W kolejnym etapie badań oznaczano aktywność 

MMPs in situ w przygotowanych skrawkach mózgu, stosując dwie metody: „sandwich" oraz 

metodę histochemiczną. Ograniczeniem obu metod jest niemożliwość rozróżnienia 

aktywności związanej z daną izoformą enzymu. 

Wyniki badań z zastosowaniem metody „sandwich" wskazują, że po 72 godzinach 

reperfuzji produkty proteolizy żelatyny, uwidocznione w postaci przejaśnień, obserwuje się 

głównie w rejonie CA1 hipokampa, przy braku aktywności proteolitycznej w hipokampie 

mózgu zwierzęcia kontrolnego (Ryc.12). 

K 

Rycina 12. Aktywność metaloproteaz (MMP-2 i MMP-9) w mózgu myszoskoczka mongolskiego 
podczas reperfuzji po niedokrwieniu Reprezentatywny zymogram przedstawia aktywność 
metaloproteaz w mózgu zwierzęcia kontrolnego (K) oraz poddanego czasowemu niedokrwieniu i 72 
godzinnej reperfuzji (I). Na żel poliakrylamidowy spolimeryzowany z żelatyną nakładano skrawek 
mózgu o grubości lmm i inkubowano w buforze aktywującym metaloproteazy, zgodnie z opisem 
podanym w rozdziale Materiały i Metody (podrozdział 2.2.2). Po upływie 18 godzin żele barwiono 
wodnym roztworem zawierającym 40% metanolu, 10% kwasu octowego oraz 0.1% Coomassie Blue 
R250. Nadmiar barwnika usuwano przez płukanie w roztworze 10% metanolu i 7% kwasu octowego. 
Strzałkami zaznaczono rejon hipokampa. Widoczne na obrazie jasne przejaśnienia na tle ciemno 
wybarwionego żelu są wykładnikiem aktywności proteolitycznej MMPs. Przedstawiony zymogram 
jest reprezentatywny dla badań wykonanych z użyciem 3 zwierząt kontrolnych (n=3) oraz 4 zwierząt 
ischemicznych (n=4). 
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Oznaczenie aktywności metaloproteaz metodą histochemiczną prowadzono w 

obecności żelatyny związanej z wygaszoną fluoresceiną (FITC), zgodnie z opisem podanym 

w rozdziale Materiał i Metody (podrozdział 2.2.3). Wykładnikiem aktywności badanych 

enzymów jest intensywność fluorescencji emitowanej proporcjonalnie do stopnia proteolizy 

substratu. Uzyskane tą metodą wyniki wskazują na indukcję aktywności metaloproteaz w 

rejonie CA1 hipokampa mózgu zwierząt poddanych niedokrwieniu i reperfuzji, przy 

nieznacznej, rozproszonej aktywności MMPs w skrawkach mózgu zwierząt kontrolnych 

(ryc.13). Wyraźny wzrost fluorescencji notuje się po upływie 24 godzin od epizodu 

niedokrwiennego, po czym natężenie fluorescencji rośnie równolegle z wydłużaniem czasu 

reperfuzji do 72 godzin. 

Rycina 13. Aktywność metaloproteaz (MMP-2 i MMP-9) w reprezentatywnych skrawkach 
mózgu myszoskoczka mongolskiego w kontroli (K) oraz podczas reperfuzji (24, 48, 72 godziny) 
po 5 minutach niedokrwienia Obrazy ilustrują zmiany aktywności MMPs w całym hipokampie, oraz 
w sektorze CA1 (wstawka). 
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IV.2. Ekspresja genu MMP-9 w hipokampie mózgu myszoskoczka mongolskiego po 

niedokrwieniu i reperfuzji 

Celem badań było sprawdzenie, czy wzrost aktywności MMP-9 w hipokampie 

myszoskoczka poddanego niedokrwieniu jest wynikiem wzmożonej ekspresji genu 

kodującego ten enzym. W tym celu oznaczono poziom mRNA. Badanie wykonano przy 

pomocy reakcji odwrotnej transkrypcji i polimeryzacji łańcuchowej (RT-PCR), z 

wykorzystaniem starterów oligonukleotydowych specyficznych dla MMP-9. Otrzymane 

wyniki nie wykazały znamiennych statystycznie różnic w ekspresji badanego mRNA 

pomiędzy grupą zwierząt poddanych niedokrwieniu i reperfuzji a grupą zwierząt kontrolnych 

(Ryc.14). 

GAPDH MMP-9 

K 3 6 24 48 72 K 3 6 24 48 72 
Czas reperfuzji (godz) Czas reperfuzji (godz) 

Rycina 14. Ekspresja genu MMP-9 w hipokampie mózgu myszoskoczka mongolskiego podczas 
reperfuzji po niedokrwieniu Reprezentatywny żel agarozowy przedstawiający ekspresję mRNA 
genu MMP-9 (prawy panel) i GAPDH (lewy panel) w hipokampie mózgu myszoskoczka 
mongolskiego w kontroli (K) i w różnym czasie reperfuzji (3, 6, 24, 48, 72 godziny) po 5 minutach 
niedokrwienia. Reakcję RT-PCR prowadzono zgodnie z opisem podanym w rozdziale Materiał i 
Metody (podrozdział 3). 

IV.3. Poziom lamininy w hipokampie mózgu myszoskoczka mongolskiego po 

niedokrwieniu i reperfuzji 

Jednym z sugerowanych mechanizmów molekularnych, odpowiedzialnych za zmianę 

struktury macierzy zewnątrzkomórkowej, jest jej wzmożona proteoliza, w której kluczową 

rolę mają pełnić metaloproteazy. Dlatego też w dalszej części badań staraliśmy się określić, 

czy poniedokrwienny wzrost aktywności enzymatycznej proteaz zewnątrzkomórkowych 

koreluje ze zmianami poziomu jednego z typowych dla tkanki nerwowej białek macierzy -

lamininy. Poziom lamininy oceniano metodą immunochemiczną, zgodnie z opisem 

zamieszczonym w rozdziale Materiał i Metody (podrozdział 4). Otrzymane wyniki wskazują, 

że w czasie reperfuzji po krótkotrwałym niedokrwieniu dochodzi do stopniowego obniżenia 
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poziomu lamininy z równoczesnym pojawieniem się produktów degradacji. Istotny ubytek 

białka miał miejsce po 72 godzinach przywróconego krążenia (Ryc.15). 
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Rycina 15. Ekspresja lamininy w hipokampie mózgu myszoskoczka mongolskiego podczas 
reperfuzji po niedokrwieniu A) Reprezentatywny Western Biot przedstawia immunoreaktywność 
lamininy w hipokampie mózgu myszoskoczka mongolskiego w kontroli (K) i w różnym czasie 
reperfuzji (24, 48, 72 godziny) po 5 minutach niedokrwienia. Rozdział elektroforetyczny ekstraktów 
hipokampa prowadzono w żelu gradientowym (4%-20%), zgodnie z opisem podanym w rozdziale 
Materiał i Metody (podrozdział 4), nakładając 80fig białka na ścieżkę. Reakcję immunochemiczną 
wykonano przy użyciu przeciwciała specyficznego dla lamininy. Dla uwidocznienia reakcji stosowano 
metodę wzmocnionej chemiluminescencji. B) Wykres ilustruje względne poziomy lamininy uzyskane 
w wyniku analizy densytometrycznej Western biotów. Poziom lamininy wyrażono w wartościach 
względnych w stosunku do przyjętego za 100% poziomu tego białka w hipokampie zwierzęcia 
kontrolnego. Każda wartość jest średnią arytmetyczną (x± SD), uzyskaną w wyniku analizy 5 
zwierząt (n=5) przy dwóch powtórzeniach każdego oznaczenia. Znamienne statystycznie różnice w 
stosunku do grupy kontrolnej (K) zostały zaznaczone jako **p<0,01. 

Dla określenia topograficznej lokalizacji proteolizy lamininy w hipokampie mózgu 

myszoskoczka mongolskiego oznaczono jej immunoreaktywność w brzusznym i 

grzbietowym fragmencie tej struktury. Oznaczenia wykonano po 3 i 72 godzinach reperfuzji. 

Otrzymane wyniki wskazują na intensywną degradację lamininy po 72 godzinach reperfuzji, 
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ograniczoną do części grzbietowej hipokampa, zawierającej rejon CA1. Prezentowane zmiany 

poziomu lamininy korelują czasowo i przestrzennie z opisaną wyżej aktywacją MMP-9 

(Ryc.16) 
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Rycina 16. Ekspresja lamininy w grzbietowym i brzusznym fragmencie hipokampa mózgu 
myszoskoczka mongolskiego podczas reperfuzji po niedokrwieniu A) Reprezentatywny Western 
Biot przedstawia immunoraktywność lamininy we fragmencie brzusznym (AbP) i grzbietowym (DP) 
hipokampa mózgu myszoskoczka mongolskiego w kontroli (K) i w różnym czasie reperfuzji (3 i 72 
godziny) po 5 minutach niedokrwienia. Rozdział elektroforetyczny ekstraktów fragmentów 
hipokampa prowadzono w żelu gradientowym (4%-20%), zgodnie z opisem podanym w rozdziale 
Materiał i Metody (podrozdział 4), nakładając 80|ig białka na ścieżkę. Reakcję immunochemiczną 
wykonano przy użyciu przeciwciała specyficznego dla lamininy. Dla uwidocznienia reakcji stosowano 
metodę wzmocnionej chemiluminescencji. B) Wykres ilustruje względne poziomy lamininy uzyskane 
w wyniku analizy densytometrycznej Western biotów. Poziom lamininy wyrażono w wartościach 
względnych w stosunku do przyjętego za 100% poziomu tego białka w hipokampie zwierzęcia 
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kontrolnego. Każda wartość jest średnią arytmetyczną (x± SD), uzyskaną w wyniku analizy 5 
zwierząt (n=5) przy dwóch powtórzeniach każdego oznaczenia. Znamienne statystycznie różnice w 
stosunku do grupy kontrolnej (K) zostały zaznaczone jako **p<0,01. 

IV.4. Poziom fosforylacji tyrozyny kinazy FAK w hipokampie mózgu myszoskoczka 

mongolskiego po niedokrwieniu i reperfuzji 

Poziom fosforylacji FAK określono immunochemicznie stosując przeciwciało 

specyficzne dla fosfotyrozyny. Prezentowane wyniki badań immunochemicznych wskazują 

na dwufazowy charakter zmian poziomu fosforylacji FAK w odpowiedzi na czasowe 

ograniczenie dopływu krwi do mózgu (Ryc. 17). Po znaczącym, dwukrotnym w stosunku do 

wartości wyjściowych zwiększeniu poziomu ufosforylowanej formy kinazy w czasie 

pierwszych sześciu godzin po niedokrwieniu, w miarę wydłużania czasu reperfuzji obserwuje 

się wyraźny spadek specyficznej immunoreaktywności. Po 72 godzinach immunoreaktywność 

obniżyła się do 50% wartości kontrolnej. Po 24 godzinach reperuzji w hipokampach 

niektórych zwierząt poziom ufosforylowanej tyrozyny w cząsteczce FAK obniżał się do 60%, 

u innych utrzymywał się na poziomie 140% w stosunku do kontroli, stąd duże odchylenia 

standardowe w badanej grupie zwierząt. Fakt ten wynika prawdopodobnie z przesuniętych w 

czasie odpowiedzi indywidualnych zwierząt na stres niedokrwienny. 
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Rycina 17. Poziom fosforylacji tyrozyny kinazy FAK w hipokampie mózgu myszoskoczka 
mongolskiego podczas reperfuzji po niedokrwieniu A) Reprezentatywny Western Biot przedstawia 
immunoreaktywność ufosforylowanej tyrozyny kinazy FAK w hipokampie mózgu myszoskoczka 
mongolskiego w kontroli (K) i w różnym czasie reperfuzji (0.5, 3, 6, 24, 48, 72 godziny) po 5 
minutach niedokrwienia. Ekstrakty hipokampów o stężeniu białka 1500|ig/500fil poddano 
immunoprecypitacji przy użyciu przeciwciała specyficznego dla białka FAK, zgodnie z opisem 
podanym w rozdziale Materiał i Metody (podrozdział 5). Immunoprecypitaty poddawano rozdziałowi 
elektroforetycznemu w żelu poliakrylamidowym (7,5%). Reakcję immunochemiczną prowadzono z 
przeciwciałem specyficznym dla fosfotyrozyny i uwidaczniano metodą wzmocnionej 
chemiluminescencji. B) Wykres ilustruje względne poziomy fosfotyrozyny kinazy FAK uzyskane w 
wyniku analizy densytometrycznej wykonanych Western biotów. Poziom fosfotyrozyny wyrażono w 
wartościach względnych w stosunku do przyjętego za 100% poziomu tego aminokwasu w hipokampie 
zwierzęcia kontrolnego. Każda wartość jest średnią arytmetyczną (x± SD), uzyskaną w wyniku 
analizy 5 zwierząt (n=5) przy dwóch powtórzeniach każdego oznaczenia. Znamienne statystycznie 
różnice w stosunku do grupy kontrolnej (K) zostały zaznaczone jako *p<0,05, **p<0,01. 

IV.5. Poziom fosforylacji tyrozyny 397 kinazy FAK w hipokampie mózgu myszoskoczka 

mongolskiego po niedokrwieniu i reperfuzji 

Według ogólnie przyjętego schematu, warunkiem koniecznym dla osiągnięcia pełnej 

aktywności katalitycznej kinazy FAK jest fosforylacja jej reszty tyrozynowej ulokowanej w 

pozycji 397 łańcucha polipeptydowego. Dlatego też w dalszej części badań postanowiliśmy 

sprawdzić, czy obniżenie poziomu całkowitej fosforylacji/aktywacji badanego enzymu w 

hipokampie mózgu po niedokrwieniu koreluje ze zmianą ufosforylowania tego aminokwasu. 

Poziom fosfotyrozyny 397 oceniano metodą immunochemiczną. Densytometryczna analiza 

immunoreaktywności, przedstawiająca względne ilości fosfotyrozyny 397, wskazuje na brak 

istotnych zmian we wczesnym okresie po niedokrwieniu. Począwszy od 24 godziny reperfuzji 

notuje się znaczącą redukcję immunoreaktywności aminokwasu, tak że po 72 godzinach 

poziom fosfotyrozyny 397 spada do 48% wartości kontrolnej (Ryc.18). Obserwowane zmiany 

korelują czasowo ze spadkiem całkowitej fosforylacji reszt tyrozynowych białka FAK, 
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prezentowanej na poprzedniej rycinie. Należy zaznaczyć, że stały poziom 

immunoreaktywności ß-aktyny oznaczanej na biocie wyklucza możliwość popełnienia 

błędów w czasie preparatyki. 
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Rycina 18. Poziom fosforylacji tyrozyny 397 kinazy FAK w hipokampie mózgu myszoskoczka 
mongolskiego podczas reperfuzji po niedokrwieniu A) i C) Reprezentatywne Western bioty 
przedstawiają immunoreaktywność tyrozyny 397 oraz ß aktyny w hipokampie mózgu myszoskoczka 
mongolskiego w kontroli (K) i w różnym czasie reperfuzji (3, 6, 24, 48, 72 godziny) po 5 minutach 
niedokrwienia. Rozdział elektroforetyczny ekstraktów hipokampa prowadzono w 7,5% żelu 
poliakrylamidowym zgodnie z opisem podanym w rozdziale Materiał i Metody (podrozdział 4), 
nakładając po 40 |o.g białka na ścieżkę. Reakcję immunochemiczną wykonano z przeciwciałem 
specyficznym dla fosfotyrozyny 397 lub ß-aktyny i uwidaczniano metodą wzmocnionej 
chemiluminescencji. B) Wykres ilustruje względne poziomy fosfotyrozyny 397 uzyskane w wyniku 
analizy densytometrycznej Western biotów. Poziom fosfotyrozyny wyrażono w wartościach 
względnych w stosunku do przyjętego za 100% poziomu tego aminokwsu w hipokampie zwierzęcia 
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kontrolnego. Każda wartość jest średnią arytmetyczną (x± SD), uzyskaną w wyniku analizy 5 
zwierząt (n=5) przy dwóch powtórzeniach każdego oznaczenia. Znamienne statystycznie różnice w 
stosunku do grupy kontrolnej (K) zostały zaznaczone jako *p<0,05, **p<0,01. 

W dalszej części badań staraliśmy się wyjaśnić, czy obniżenie aktywności kinazy FAK 

koreluje topograficznie ze wzrostem aktywności MMP-9 oraz degradacją lamininy, 

odpowiedziami występującymi wybiórczo w rejonie CA1 hipokampa. W tym celu 

określiliśmy stopień ufosforylowania Tyr-397 w częściach hipokampa: grzbietowej, 

zawierającej wrażliwy rejon CA1, oraz brzusznej, opornej na niedokrwienie. Oznaczenia 

wykonano po upływie 24, 48 i 72 godzin reperfuzji. Wyniki wskazują na istotne obniżenie 

immunoreaktywności fosfotyrozyny 397 kinazy FAK w części grzbietowej hipokampa 

widoczne już po 24 godzinach. Po upływie 72 godzin od momentu przywrócenia krążenia, 

poziom ufosforylowanej tyrozyny 397 prezentował jedynie 42% wartości kontrolnej. 

Statystycznie istotny spadek poziomu ufosforylowanej Tyr-397 obserwowaliśmy także w 

części brzusznej hipokampa. Miał on miejsce jedynie po 72 godzinach reperfuzji i obniżał się 

tylko o 20% w stosunku do kontroli (Ryc.19). 
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•AbP 

Czas reperfuzji (godz) 

Rycina 19. Poziom fosforylacji tyrozyny 397 kinazy FAK w części brzusznej (AbP) i grzbietowej 
(DP) hipokampa mózgu myszoskoczka mongolskiego podczas reperfuzji po niedokrwieniu 
Wykres ilustruje względne poziomy fosfotyrozyny 397 uzyskane w wyniku analizy densytometrycznej 
Western biotów, przedstawiających immunoreaktywność tego aminokwasu w części brzusznej (AbP) i 
grzbietowej (DP) hipokampa myszoskoczka mongolskiego w kontroli (K) i w różnym czasie 
reperfuzji (24, 48, 72 godziny) po 5 miutach niedokrwienia. Rozdział elektroforetyczny ekstraktów 
fragmentów hipokampa prowadzono w 7,5% żelu poliakrylamidowym zgodnie z opisem podanym w 
rozdziale Materiał i Metody (podrozdział 4), nakładając po 40 |ig białka na ścieżkę. Reakcję 
immunochemiczną wykonano z przeciwciałem specyficznym dla fosfotyrozyny 397 i uwidaczniano 
metodą wzmocnionej chemiluminescencji. Poziom fosfotyrozyny wyrażono w wartościach 
względnych w stosunku do przyjętego za 100% poziomu tego aminokwasu w danej strukturze 
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hipokampa zwierzęcia kontrolnego. Każda wartość jest średnią arytmetyczną (jt± SD), uzyskaną w 
wyniku analizy 5 zwierząt (n=5) przy dwóch powtórzeniach każdego oznaczenia. Znamienne 
statystycznie różnice w stosunku do grupy kontrolnej (K) zostały zaznaczone jako **p<0,01. 

IV.6. Ekspresja kinazy FAK w hipokampie mózgu myszoskoczka mongolskiego po 

niedokrwieniu i reperfuzji 

Jednym z mechanizmów molekularnych, odpowiedzialnych za obniżenie fosforylacji 

kinazy FAK w wyniku niedokrwienia, może być wzmożona degradacja białka 

enzymatycznego. Zatem kolejnym podjętym przez nas zadaniem było sprawdzenie, czy 

przejściowe niedokrwienie o umiarkowanym stopniu nasilenia obniża poziom białka badanej 

kinazy. W czasie pierwszych 6 godzin reperfuzji ilość białka kinazy FAK prezentuje wartości 

zbliżone do wyjściowych. Do znaczącego obniżenia ekspresji białka FAK w hipokampie, do 

48,7% wartości kontrolnej, dochodziło po 24 godzinach reperfuzji. Zredukowany poziom 

białka utrzymywał się po 48 i 72 godzinach reperfuzji, wynosząc odpowiednio 60,8% oraz 

58,9% wartości kontrolnej. Zmniejszeniu poziomu białka kinazy towarzyszyło pojawienie się 

immunoreaktywnych prążków o ruchliwości elektroforetycznej wynoszącej około 90 kDa, 

będących najprawdopodobniej produktami rozpadu proteolitycznego. Po dłuższym czasie 

ekspozycji widoczne stawały się jeszcze dwa dodatkowe prążki, ulokowane na poziomie 

odpowiadającym 30 i 40 kDa (Ryc. 20). 
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Rycina 20. Ekspresja kinazy FAK w hipokampie mózgu myszoskoczka mongolskiego podczas 
reperfuzji po niedokrwieniu A) Reprezentatywny Western biot przedstawia poziom ekspresji kinazy 
FAK w hipokampie mózgu myszoskoczka mongolskiego w kontroli (K) i w różnym czasie reperfuzji 
(0.5, 3, 6, 24, 48, 72 godziny) po 5 minutach niedokrwienia. Rozdział elektroforetyczny ekstraktów 
hipokampa prowadzono w 7,5% żelu poliakrylamidowym, zgodnie z opisem podanym w rozdziale 
Materiał i Metody (podrozdział 4), nakładając po 40 (ig białka na ścieżkę. Reakcję immunochemiczną 
wykonano z przeciwciałem specyficznym dla natywnej formy kinazy FAK i uwidaczniano metodą 
wzmocnionej chemiluminescencji. B) Wykres ilustruje względne poziomy kinazy FAK uzyskane w 
wyniku analizy densytometrycznej Western biotów. Poziom kinazy FAK wyrażono w wartościach 
względnych w stosunku do przyjętego za 100% poziomu tego białka w hipokampie zwierzęcia 
kontrolnego. Każda wartość jest średnią arytmetyczną (x± SD), uzyskaną w wyniku analizy 5 
zwierząt (n=5) przy dwóch powtórzeniach każdego oznaczenia. Znamienne statystycznie różnice w 
stosunku do grupy kontrolnej (K) zostały zaznaczone jako **p<0,01. 

IV.7. Asocjacja kinazy FAK z kinazą Src w hipokampie mózgu myszoskoczka 

mongolskiego po niedokrwieniu i reperfuzji 

Celem tego etapu badań było sprawdzenie czy obniżenie fosforylacji tyrozyny 397 ma 

wpływ na efektywność powstawania kompleksu kinazy FAK z kinazą Src. Zgodnie z 

istniejącymi poglądami jest to etap konieczny dla aktywacji wewnątrzkomórkowego 

przekaźnictwa. Dla realizacji tego zadania oznaczono immunoreaktywność kinazy Src ko-

precypitowanej z kinazą FAK. Ekstrakty hipokampów zwierząt kontrolnych i poddanych 

niedokrwieniu poddano immunoprecypitacji z wykorzystaniem przeciwciała specyficznego 

dla kinazy FAK. W przygotowanych immunoprecypitatach oznaczono poziomy białka kinazy 

Src przy pomocy metody Western biot, stosując przeciwciało specyficzne dla Src. Wydajność 

immunoprecypitacji sprawdzano immunochemicznie stosując przeciwciało anty-FAK. We 

wczesnych okresach reperfuzji (3 i 6 godzin) widoczna jest jedynie tendencja do osłabienia 

zdolności wzajemnego wiązania obu kinaz. Istotna redukcja kompleksu FAK/Src, wyrażona 

zmniejszeniem ilości kinazy Src ko-precypitowanej z kinazą FAK, miała miejsce przy 
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wydłużeniu czasu reperfuzji. Po 24 godzinach immunoreaktywność Src wynosiła około 60% 

wartości kontrolnych. Taki obniżony poziom kompleksu FAK/Src utrzymywał się do końca 

doświadczenia (Ryc.21). 
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Rycina 21. Poziom kinazy Src ko-precypitowanej z kinazą FAK w hipokampie mózgu 
myszoskoczka mongolskiego podczas reperfuzji po niedokrwieniu A) Reprezentatywny Western 
Biot przedstawiający immunoreaktywność kinazy Src ko-precypitowanej z kinazą FAK w hipokampie 
mózgu myszoskoczka mongolskiego w kontroli (K) i w różnym czasie reperfuzji (3, 6, 24, 48, 72 
godziny) po 5 minutach niedokrwienia. Ekstrakty hipokampów, o stężeniu białka 1500|ig/500fil, 
poddawno immunoprecypitacji z przeciwciałem specyficznym dla kinazy FAK, zgodnie z opisem 
podanym w rozdziale Materiał i Metody (podrozdział 5). Rozdział elektroforetyczny 
immunoprecypitatów prowadzono w żelu poliakrylamidowym (7,5%). Reakcję immunochemiczną 
wykonano z przeciwciałem anty-Src i uwidaczniano metodą wzmocnionej chemiluminescencji. B) 
Wykres ilustruje względne poziomy immunoreaktywności kinazy Src ko-precypitowanej z kinazą 
FAK, uzyskane w wyniku analizy densytometrycznej Western biotów. Poziom kinazy Src wyrażono w 
wartościach względnych w stosunku do przyjętego za 100% poziomu tego białka w hipokampie 
zwierzęcia kontrolnego. Każda wartość jest średnią arytmetyczną (x± SD), uzyskaną w wyniku 
analizy 5 zwierząt (n=5) przy dwóch powtórzeniach każdego oznaczenia. Znamienne statystycznie 
różnice w stosunku do grupy kontrolnej (K) zostały zaznaczone jako *p<0,05. 
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IV.8. Poziom fosforylacji tyrozyny kinazy Src w hipokampie mózgu myszoskoczka 

mongolskiego po niedokrwieniu i reperfuzji 

Opisane wyżej wyniki sugerują, że poniedokrwienne obniżenie wiązania kinazy Src z 

kinazą FAK może prowadzić do zmian aktywności enzymatycznej obu kinaz. Dlatego też w 

dalszej części badań staraliśmy się określić stopień fosforylacji kinazy Src, będący 

wykładnikiem aktywności enzymu. W tym celu z ekstraktów badanych hipokampów 

immunoprecypitowano białko z przeciwciałem specyficznym dla Src. W przygotowanych 

immunoprecypitatach oznaczano ilość ufosforylowanej kinazy metodą immunochemiczną, 

wykorzystując przeciwciało specyficzne dla fosfotyrozyny. Znaczące obniżenie poziomu 

fosfotyrozyny do 60% wartości kontrolnej widoczne jest jedynie po upływie 24 godzin od 

zakończenia epizodu ischemicznego. Po następnej dobie reperfuzji obserwuje się powrót 

stopnia ufosforylowania Src do poziomu wyjściowego (Ryc. 13). 
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Rycina 22. Poziom fosfotyrozyny kinazy Src w hipokampie mózgu myszoskoczka mongolskiego 
podczas reperfuzji po niedokrwieniu A) Reprezentatywny Western Biot przedstawia 
immunoreaktywność ufosforylowanej tyrozyny kinazy Src w hipokampie mózgu myszoskoczka 
mongolskiego w kontroli (K) i w różnym czasie reperfuzji (3, 6, 24, 48, 72 godziny) po 5 minutach 
niedokrwienia. Ekstrakty hipokampów o stężeniu białka 1500|iig/500|il poddano imunoprecypitacji 
przy użyciu przeciwciała specyficznego dla białka Src, zgodnie z opisem w rozdziale Materiał i 
Metody (podrozdział 5). Immunoprecypitaty poddano następnie rozdziałowi elektroforetycznemu w 
żelu poliakrylamidowym (10%). Reakcję immunochemiczną prowadzono z przeciwciałem 
specyficznym dla fosfotyrozyny i uwidaczniano metodą wzmocnionej chemiluminescencji. B) Wykres 
ilustruje względne poziomy fosfotyrozyny kinazy Src uzyskane w wyniku analizy densytometrycznej 
wykonanych Western biotów. Poziom fosfotyrozyny wyrażono w wartościach względnych w stosunku 
do przyjętego za 100% poziomu tego aminokwasu w hipokampie zwierzęcia kontrolnego. Każda 
wartość jest średnią arytmetyczną (x ± SD), uzyskaną w wyniku analizy 5 zwierząt (n=5) przy dwóch 
powtórzeniach każdego oznaczenia. Znamienne statystycznie różnice w stosunku do grupy kontrolnej 
(K) zostały zaznaczone jako **p<0,01. 

IV.9. Ekspresja kinazy Src w hipokampie mózgu myszoskoczka mongolskiego po 

niedokrwieniu i reperfuzji 

W ekstraktach hipokampów oznaczono metodą immunochemiczną poziom kinazy Src. 

Reakcję prowadzono z przeciwciałem specyficznym dla białka kinazy Src. Uzyskane wyniki 

wskazują na istotne, w odniesieniu do kontroli, obniżenie immunoreaktywności białka już po 

6 godzinach reperfuzji. Redukcja poziomu kinazy Src pogłębiała się w ciągu następnych 18 

godzin do 57,8% wartości kontrolnej. Wciąż istotny, choć nie tak dramatyczny spadek 

immunoreaktywności Src utrzymywał się do momentu zakończenia doświadczenia, 

prezentując po 48 i 72 godzinach reperfuzji immunoreaktywność na poziomie 76 i 74% 

wartości wyjściowej (Ryc.23). 
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Rycina 23. Ekspresja kinazy Src w hipokampie mózgu myszoskoczka mongolskiego podczas 
reperfuzji po niedokrwieniu A) Reprezentatywny Western biot przedstawia poziom ekspresji kinazy 
Src w hipokampie mózgu myszoskoczka mongolskiego w kontroli (K) i w różnym czasie reperfuzji 
(3, 6, 24, 48, 72 godziny) po 5 minutach niedokrwienia. Rozdział elektroforetyczny ekstraktów 
hipokampów prowadzono w 10% żelu poliakrylamidowym, zgodnie z opisem podanym w rozdziale 
Materiał i Metody (podrozdział 4) nakładając po 40 |ag białka na ścieżkę. Reakcję immunochemiczną 
wykonano z przeciwciałem specyficznym dla kinazy Src i uwidaczniano metodą wzmocnionej 
chemiluminescencji. B) Wykres ilustruje względne poziomy kinazy Src uzyskane w wyniku analizy 
densytometrycznej Western biotów. Poziom kinazy Src wyrażono w wartościach względnych w 
stosunku do przyjętego za 100% poziomu tego białka w hipokampie zwierzęcia kontrolnego. Każda 
wartość jest średnią arytmetyczną ( jc ± SD), uzyskaną w wyniku analizy 5 zwierząt (n=5) przy dwóch 
powtórzeniach każdego oznaczenia. Znamienne statystycznie różnice w stosunku do grupy kontrolnej 
(K) zostały zaznaczone jako *p<0,05, **p<0,01. 

IV.10. Asocjacja kinazy FAK z białkiem adaptorowym pl30 Cas w hipokampie mózgu 

myszoskoczka mongolskiego po niedokrwieniu i reperfuzji 

Celem tej części badań było sprawdzenie, czy opisane wyżej obniżenie aktywności 

kinazy FAK w hipokampie myszoskoczka mongolskiego po niedokrwieniu wpływa na jej 

interakcję z białkiem adaptorowym pl30 Cas. Ekstrakty hipokampów zwierząt kontrolnych i 

poddanych niedokrwieniu poddano immunoprecypitacji z wykorzystaniem przeciwciała 

specyficznego dla kinazy FAK. W przygotowanych immunoprecypitatach oznaczono 

poziomy białka pl30 Cas przy pomocy metody immunochemicznej, stosując specyficzne 

przeciwciało anty-pl30 Cas. Analiza densytometryczna wykonanych Western biotów nie 

wykazała istotnych zmian poziomu kompleksu FAK/pl30Cas, co świadczy o stałej ilości 

białka Cas ko-precypitowanego z kinazą FAK. Należy zaznaczyć, że wartości uzyskane z 

analizy poszczególnych zwierząt w obrębie danych grup eksperymentalnych 

charakteryzowały się dużą zmiennością. Może ona wynikać z niskiej stabilności badanego 
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kompleksu w naszych warunkach eksperymentalnych lub też może być spowodowana 

różnicami odpowiedzi indywidualnych zwierząt na niedokrwienie (Ryc.24). 
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Rycina 24. Poziom białka pl30 Cas ko-precypitowanego z kinazą FAK w hipokampie mózgu 
myszoskoczka mongolskiego podczas reperfuzji po niedokrwieniu A) Reprezentatywny Western 
biot przedstawiający immunoreaktywność białka pl30 Cas ko-precypitowanego z kinazą FAK w 
hipokampie mózgu myszoskoczka mongolskiego w kontroli (K) i w różnym czasie reprfuzji (3, 6, 24, 
48, 72 godziny) po 5 minutach niedokrwienia. Ekstrakty hipokampów o stężeniu białka 1500|ig/500|il 
poddawno immunopecypitacji z przeciwciałem specyficznym dla kinazy FAK zgodnie z opisem 
podanym w rozdziale Materiał i Metody (podrozdział 5). Rozdział elektroforetyczny 
immunoprecypitatów prowadzono w żelu poliakrylamidowym (7,5%). Reakcję immunochemiczną 
wykonano z przeciwciałem anty-pl30Cas i uwidaczniano metodą wzmocnionej chemiluminescencji. 
B) Wykres ilustruje względne poziomy immunoreaktywności białka pl30Cas ko-precypitowanego z 
kinazą FAK, uzyskane w wyniku analizy densytometrycznej Western biotów. Poziom białka Cas 
wyrażono w wartościach względnych w stosunku do przyjętego za 100% poziomu tego białka w 
hipokampie zwierzęcia kontrolnego. Każda wartość jest średnią arytmetyczną (x± SD), uzyskaną w 
wyniku analizy 5 zwierząt (n=5) przy dwóch powtórzeniach każdego oznaczenia. 

IV.11. Ekspresja białka adaptorowego pl30 Cas w hipokampie mózgu myszoskoczka 

mongolskiego po niedokrwieniu i reperfuzji 

Poziom białka pl30 Cas w hipokampach zwierząt kontrolnych i po niedokrwieniu 

przodomózgowia badano metodą immunochemiczną, wykorzystując specyficzne dla tego 

57 
http://rcin.org.pl



białka przeciwciało. Analiza densytometryczna wykonanych biotów wykazała istotny 

statystycznie wzrost immunoreaktywności pl30 Cas do 124% wartości wyjściowej po 48 

godzinach od momentu przywrócenia krążenia. W pozostałych grupach doświadczalnych nie 

obserw/owano istotnych w stosunku do kontroli zmian poziomu białka pl30 Cas. Można 

mówić jedynie o słabej tendencji wzrostowej po 72 godzinach reperfuzji (Ryc.25). 
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Rycina 25. Ekspresja białka pl30 Cas w hipokampie mózgu myszoskoczka mongolskiego 
podczas reperfuzji po niedokrwieniu A) Reprezentatywny Western biot przedstawia poziom 
ekspresji białka pl30 Cas w hipokampie mózgu myszoskoczka mongolskiego w kontroli (K) i w 
różnym czasie reperfuzji (3, 6, 24, 48, 72 godziny) po 5-ciu minutach niedokrwienia. Rozdział 
elektroforetyczny ekstraktów hipokampów prowadzono w 10% żelu poliakrylamidowym zgodnie z 
opisem podanym w rozdziale Materiał i Metody (podrozdział 4), nakładając po 40 jig białka na 
ścieżkę. Reakcję immunochemiczną wykonano z przeciwciałem specyficznym dla białka Cas i 
uwidaczniano metodą wzmocnionej chemiluminescencji. B) Wykres ilustruje względne poziomy 
białka pl30 Cas uzyskane w wyniku analizy densytometrycznej Western biotów. Poziom białka pl30 
Cas wyrażono w wartościach względnych w stosunku do przyjętego za 100% poziomu tego białka w 
hipokampie zwierzęcia kontrolnego. Każda wartość jest średnią arytmetyczną ( jc± SD), uzyskaną w 
wyniku analizy 5 zwierząt (n=5) przy dwóch powtórzeniach każdego oznaczenia. Znamienne 
statystycznie różnice w stosunku do grupy kontrolnej (K) zostały zaznaczone jako **p<0,01. 
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IV.12. Poziom fosforylacji tyrozyny białka adaptorowego pl30 Cas w hipokampie 

mózgu myszoskoczka mongolskiego po niedokrwieniu i reperfuzji 

Celem tego etapu badań była ocena wpływu niedokrwienia na fosforylację tyrozyny 

białka pl30 Cas. Z ekstraktów badanych hipokampów immunoprecypitowano białko z 

przeciwciałem specyficznym dla pl30 Cas. W przygotowanych immunoprecypitatach 

oznaczano ilość ufosforylowanego białka metodą immunochemiczną, wykorzystując 

przeciwciało specyficzne dla fosfotyrozyny. Analiza densytometryczna wykonanych Western 

biotów nie wykazała istotnych statystycznie zmian stopnia ufosforylowania białka pl30 Cas 

w hipokampach zwierząt poddanych niedokrwieniu przodomózgowia, w stosunku do wartości 

kontrolnych (ryc.26). 
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Rycina 26. Poziom fosfotyrozyny białka pl30 Cas w hipokampie mózgu myszoskoczka 
mongolskiego podczas reperfuzji po niedokrwieniu A) Reprezentatywny Western Biot przedstawia 
immunoreaktywność ufosforylowanej tyrozyny białka pl30 Cas w hipokampie mózgu myszoskoczka 
mongolskiego w kontroli (K) i w różnym czasie reperfuzji (3, 6, 24, 48, 72 godziny) po 5 minutach 
niedokrwienia. Ekstrakty hipokampów o stężeniu białka 1500ng/500fil poddano immunoprecypitacji 
przy użyciu przeciwciała specyficznego dla białka Cas, zgodnie z opisem podanym w rozdziale 
Materiał i Metody (podrozdział 5). Immunoprecypitaty poddawano rozdziałowi elektroforetycznemu 
w żelu poliakrylamidowym (7,5%). Reakcję immunochemiczną prowadzono z przeciwciałem 
specyficznym dla fosfotyrozyny i uwidaczniano metodą wzmocnionej chemiluminescencji. B) Wykres 
ilustruje względne poziomy fosfotyrozyny białka pl30 Cas uzyskane w wyniku analizy 
densytometrycznej wykonanych Western biotów. Poziom fosfotyrozyny wyrażono w wartościach 
względnych w stosunku do przyjętego za 100% poziomu tego aminokwasu w hipokampie zwierzęcia 
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kontrolnego. Każda wartość jest średnią arytmetyczną (x± SD), uzyskaną w wyniku analizy 5 
zwierząt (n=5) przy dwóch powtórzeniach każdego oznaczenia. 

IV.13. Asocjacja białka adaptorowego pl30 Cas z kinazą Src w hipokampie mózgu 

myszoskoczka mongolskiego po niedokrwieniu i reperfuzji 

W tym etapie badań sprawdziliśmy, czy w przebiegu reperfuzji po krótkotrwałym 

niedokrwieniu przodomózgowia dochodzi do zmian stopnia asocjacji pl30 Cas z kinazą Src 

w hipokampie mózgu myszoskoczka mongolskiego. Asocjację (ko-precypitację) kinazy Src z 

białkiem pl30 Cas określano metodą immunochemiczną stosując przeciwciało anty-Src, po 

uprzedniej immunoprecypitacji ekstraktów hipokampa przeciwciałem specyficznym dla 

białka pl30 Cas. Otrzymane wyniki wskazują na istotne, równoległe do czasu trwania 

reperfuzji, stopniowe obniżanie ilości kompleksu Src/pl30Cas. Po 72 godzinach 

immunoreaktywność kinazy Src ko-precypitowanej z białkiem pl30 Cas prezentowała 

poziom równy 48% wartości wyjściowej (Ryc.27). 
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Rycina 27. Poziom kinazy Src ko-precypitowanej z białkiem adaptorowym pl30 Cas w 
hipokampie mózgu myszoskoczka mongolskiego podczas reperfuzji po niedokrwieniu 
A) Reprezentatywny Western Biot przedstawiający immunoreaktywność kinazy Src ko-
precypitowanej z białkiem pl30 Cas w hipokampie mózgu myszoskoczka mongolskiego w kontroli 
(K) i w różnym czasie reprfuzji (3, 6, 24, 48, 72 godziny) po 5 minutach niedokrwienia. Ekstrakty 
hipokampów o stężeniu białka 1500fig/500|il poddawno immunopecypitacji z przeciwciałem 
specyficznym dla białka Cas, zgodnie z opisem podanym w rozdziale Materiał i Metody (podrozdział 
5). Rozdział elektroforetyczny immunoprecypitatów prowadzono w żelu poliakrylamidowym (7,5%). 
Reakcję immunochemiczną wykonano z przeciwciałem anty-Src i uwidaczniano metodą wzmocnionej 
chemiluminescencji. B) Wykres ilustruje względne poziomy immunoreaktywności kinazy Src ko-
precypitowanej z białkiem pl30 Cas, uzyskane w wyniku analizy densytometrycznej Western biotów. 
Poziom kinazy Src wyrażono w wartościach względnych w stosunku do przyjętego za 100% poziomu 
tego białka w hipokampie zwierzęcia kontrolnego. Każda wartość jest średnią arytmetyczną ( jc ± SD), 
uzyskaną w wyniku analizy 5 zwierząt (n=5) przy dwóch powtórzeniach każdego oznaczenia. 
Znamienne statystycznie różnice w stosunku do grupy kontrolnej (K) zostały zaznaczone jako 
*p<0,05, **p<0,01. 
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V. DYSKUSJA 

Istnieje pełna zgodność, że opóźniona śmierć komórek nerwowych po krótkotrwałym, 

całkowitym niedokrwieniu przodomózgowia jest wynikiem wielu złożonych procesów 

patobiologicznych i reakcji wtórnych, które wpływają bezpośrednio lub pośrednio na rozwój 

uszkodzenia. Ostateczny efekt ich oddziaływania na komórkę nie jest w pełni 

zdeterminowany i zależy od współgrania z całą gamą indukowanych równolegle reakcji. 

Poszukiwania mechanizmów molekularnych, odpowiedzialnych za śmierć komórek 

nerwowych w odpowiedzi na zatrzymanie dopływu krwi do mózgu, kierowały się głównie ku 

wewnątrzkomórkowym procesom i szlakom metabolicznym o powszechnie uznanym 

działaniu neurotoksycznym, takich jak wzrost stężenia wapnia w komórkach, stres 

oksydacyjny, działanie tlenku azotu, dysfunkcja mitochondriów i retikulum 

endoplazmatycznego czy zaburzenia metabolizmu makromolekuł. 

Zgromadzone w ostatnich latach dane eksperymentalne wskazują, że obok 

wewnątrzkomórkowych mechanizmów poniedokrwiennego uszkodzenia neuronów równie 

ważne wydają się być zmiany środowiska zewnątrzkomórkowego, niosące za sobą zaburzenie 

homeostazy interakcji komórki z otaczającą ją macierzą zewnątrzkomórkową. Zdziwienie 

budzi fakt, że temat ten stał się przedmiotem zainteresowania badaczy dopiero w ostatnim 

dziesięcioleciu, kiedy to na podstawie wyników badań in vitro stwierdzono, że osłabienie lub 

utrata prawidłowego kontaktu komórki z macierzą zewnątrzkomórkową prowadzi do śmierci 

komórki na drodze apoptozy określanej terminem anoikis (Raff 1992, Frisch i Ruoslahti 1997, 

Gary i Mattson 2001, Lesay i wsp. 2001). 

Kluczowym momentem było odkrycie, że jednym z głównych mechanizmów, 

odpowiedzialnych za zmianę przekaźnictwa sygnałów zlokalizowanych po obu stronach 

błony komórkowej, jest degradacja białek macierzy przy udziale zewnątrzkomórkowych 

enzymów proteolitycznych. Jednym z pierwszych dowodów eksperymentalnych, 

świadczących o krytycznej roli tych enzymów w uszkodzeniu komórek nerwowych 

hipokampa, był opisany przez Tsirka i wsp. (1997) wzrost aktywności tkankowego 

aktywatora plazminogenu w modelu ekscytotoksyczności. Nieco później uwaga licznej grupy 

badaczy skupiła się na zewnątrzkomórkowych metaloproteazach, głównie na metaloproteazie 
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2 (MMP-2) i metaloproteazie 9 (MMP-9), uznając je za kluczowe enzymy, odpowiedzialne za 

przemodelowanie struktury macierzy zewnątrzkomórkowej w mózgu (Rosenberg 1995, Clark 

i wsp. 1997). Dotychczasowe prace eksperymentalne prowadzone w układach in vivo i in 

vitro dostarczyły dowodów, że nadmierna stymulacja aktywności tych metaloproteaz może 

stać się przyczyną śmierci komórek nerwowych w wielu ostrych i przewlekłych stanach 

patologicznych ośrodkowego układu nerwowego (Pagenstecher i wsp. 1998; Yong i wsp. 

1998). Wzrost ekspresji i aktywności obu wymienionych izoform zaobserwowano u zwierząt 

eksperymentalnych poddanych niedokrwieniu o charakterze ogniskowym. Na tej podstawie 

autorzy prac sugerują, że enzymy te są odpowiedzialne za degenerację neuronów w okolicy 

otaczającej ognisko ischemiczne (Fujimura i wsp. 1999, Gasche i wsp. 1999, Heo i wsp. 

1999, Planas i wsp. 2001). 

Wyniki prezentowane w mojej pracy doktorskiej wskazują na wzrost aktywności 

metaloproteaz -2 i -9 w eksperymentalnym modelu niedokrwienia przodomózgowia 

myszoskoczka mongolskiego. Ograniczona do rejonu CA1 hipokampa aktywacja badanych 

enzymów po przywróceniu krążenia mózgowego potwierdza słuszność postawionej przez nas 

hipotezy, że metaloproteazy te mogą stanowić istotny element poischemicznych zmian 

degeneracyjnych w hipokampie mózgu, charakteryzujących się opóźnieniem występowania i 

wybiórczością do neuronów piramidowych sektora CA1. W zgodzie z uzyskanymi przez nas 

wynikami pozostają opublikowane nieco później badania prowadzone na modelu całkowitej 

ischemii mózgu indukowanej u myszy i szczurów (Rivera i wsp. 2002, Lee i wsp. 2004). 

Porównanie wzorców zmian aktywności metaloproteaz przy użyciu metody 

zymografii żelowej, umożliwiającej rozróżnienie obu badanych enzymów, wskazuje na 

dominującą rolę metaloproteazy 9. Wyraźne podwyższenie aktywności katalitycznej MMP-9 

po 72 godzinach reperfuzji jedynie w sektorze CA1 koreluje z rozpoczynającym się procesem 

obumierania neuronów w tej strukturze. Silnym argumentem, przemawiającym za kluczową 

rolą metaloproteazy 9 w ewolucji zmian indukowanych niedokrwieniem, jest opisana w 

ostatnich latach skuteczność blokowania jej aktywności proteolitycznej oraz znaczące 

zmniejszenie stanu zapalnego, spowodowane zahamowaniem degradacji białek bariery krew-

mózg u myszy pozbawionych genu kodującego tę formę enzymu (Wang i wsp. 2000, Asahi i 

wsp. 2001 b, Lee i wsp. 2004). 

W przeciwieństwie do obserwowanej w toku naszych badań ograniczonej do rejonu 

CA1 odpowiedzi MMP-9, poischemiczny wzrost aktywności metaloproteazy 2 występował w 

obu badanych strukturach hipokampa - zarówno w rejonie CA1 jak i w opornej na 

niedokrwienie części brzusznej. Brak selektywnej aktywacji MMP-2 wydaje się być ważną, 
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aczkolwiek nieoczekiwaną obserwacją, poddającą w wątpliwość przyczynowy udział tego 

enzymu w opóźnionej degeneracji neuronów hipokampa po krótkotrwałym stresie 

niedokrwiennym. Za słusznością tej hipotezy przemawiają wyniki badań wskazujące, że 

usunięcie genu kodującego MMP-2 nie wpływa na zmiany neurodegeneracyjne u myszy po 

ischemii ogniskowej (Asahi i wsp. 2001 a). Nie stwierdzono także neuroprotekcyjnego efektu 

selektywnego inhibitora MMP-2 na neurony w skrawkach hipokampa (Jourquin i wsp. 2003). 

Dotychczas nie określono w sposób jednoznaczny, które komórki ośrodkowego 

układu nerwowego są głównym źródłem metaloproteaz w patologii niedokrwienia. W 

warunkach fizjologicznych ekspresja obu badanych izoform ma miejsce zarówno w 

neuronach jak i komórkach glejowych - astrocytach i oligodendrocytach oraz w komórkach 

śródbłonka naczyń krwionośnych (Uhm i wsp. 1998, Oh i wsp. 1999, Vecil i wsp. 2000, 

Nguyen i wsp. 2001, Muir i wsp. 2002, Arkell i Jackson 2003). 

Z analizy dostępnych danych literatury można wnioskować, że lokalizacja 

topograficzna wzmożonej aktywności MMPs po epizodzie niedokrwiennym zależy od 

badanego modelu eksperymentalnego. Podjęte przez nas próby określenia lokalizacji MMPs 

na poziomie komórkowym metodą podwójnego znakowania nie zostały uwieńczone 

powodzeniem z przyczyn technicznych. Przeciwciała znakujące białka specyficzne dla 

neuronów czy też mikrogleju, dające pozytywne reakcje w tkance nerwowej szczurów i 

myszy, w przypadku myszoskoczka mongolskiego nie działały. Jedynie specyficzne dla 

astrocytów przeciwciało anty-GFAP dawało pozytywną reakcję na skrawkach mózgu 

myszoskoczka. Uzyskane przez nas wyniki (nie zamieszczone w tej pracy) wskazują, że 

krótkotrwałe niedokrwienie przodomózgowia nie miało wpływu na aktywność MMPs w 

komórkach astrogleju. Wynik ten pozostaje w zgodzie z wcześniejszą obserwacją, wskazującą 

na brak związku czasowo-przestrzennego indukcji astrocytozy z inicjacją sygnału 

prowadzącego do opóźnionej śmierci neuronów po niedokrwieniu (Domańska-Janik i wsp. 

2001). Odpowiedź astrocytów wpisuje się raczej w schemat ogólnej odpowiedzi tkanki na 

uszkodzenie jej struktury i uczestniczy w formowaniu późnej blizny glejowej we wrażliwym 

na niedokrwienie sektorze CA1. 

Na podstawie cech morfologicznych komórek widocznych na rycinach ilustrujących 

aktywność in situ na skrawkach mózgu myszoskoczka mongolskiego można wnioskować, że 

będący wykładnikiem aktywności MMPs wzrost fluorescencji po 24 - 48 godzinach reperfuzji 

jest związany głównie z komórkami piramidowymi sektora CA1. Natomiast przy 

wydłużonym czasie reperfuzji oprócz nielicznych komórek piramidowych o niezmienionych 

cechach morfologicznych ulokowanych na granicy sektora CA1/CA2, głównym źródłem 
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MMPs staje się mikroglej. Opisana wcześniej poniedokrwienna aktywacja mikrogleju w 

strukturze CA1, obserwowana po 72 godzinach reperfuzji w takim samym modelu 

eksperymentalnym (Domańska-Janik i wsp. 2001), wykazuje ścisłą korelację czasową ze 

wzrostem aktywności MMPs. Wyniki te pozostają w zgodzie z podkreślaną przez innych 

badaczy rolą mikrogleju jako źródła MMPs w innych modelach niedokrwienia (Gottschall i 

wsp. 1995, Cross i Woodroofe 1999, Rivera i wsp. 2002). Na podkreślenie zasługuje 

widoczna lokalizacja aktywności proteolitycznej w jądrach komórkowych. Zgodnie z 

ostatnimi sugestiami, funkcją metaloproteaz w jądrach komórkowych może być 

proteolityczna inaktywacja polimerazy PARP, enzymu zaangażowanego w naprawę DNA 

(Kwan i wsp. 2004). 

Po 72 godzinach reperfuzji obserwowaliśmy także wzmożoną aktywność 

proteolityczną w naczyniach krwionośnych, prawdopodobnie w komórkach śródbłonka 

tworzących barierę krew-mózg i odpowiadających za przejściowe uprzepuszczalnienie 

bariery, w stopniu nie pozwalającym jednak na przenikanie elementów morfotycznych krwi 

do mózgu. 

Mechanizm odpowiedzialny za poniedokrwienną indukcję aktywności MMP-9 nie 

został zdefiniowany w sposób jednoznaczny. Do szeroko dyskutowanych, podstawowych 

mechanizmów regulacji MMPs w przebiegu licznych procesów patofizjologicznych należy 

transkrypcja genów, aktywacja proenzymów oraz inhibicja MMPs przy udziale endogennych 

inhibitorów tkankowych - TIMPs (Nagase 1997). 

Ponieważ gen indukowanej metaloproteazy 9 posiada w rejonie promotora sekwencję 

wiążącą czynnik transkrypcyjny API (Bian i Sun 1997, Leppert i wsp. 2001), logicznym 

następstwem tego faktu wydawało się być założenie, że indukcja MMP-9 po 5-ciu minutach 

ischemii całkowitej może być konsekwencją podwyższenia poziomu białka API w czasie 

reperfuzji (Yoneda i wsp. 1997, 1998). Badania przeprowadzone w naszej pracowni 

wykazały, że wzór odpowiedzi AP-1 na niedokrwienie jest bardzo podobny w obu badanych 

rejonach hipokampa (Zabłocka i wsp. 2003), co raczej stawia pod znakiem zapytania jego 

udział jako czynnika krytycznego, odpowiadającego za wzrost aktywności MMP-9 wybiórczo 

w sektorze CA1. Być może decydujące znaczenie w regulacji MMP-9 mają inne czynniki 

transkrypcyjne np. NFicß. W rejonie promotora genu MMP-9 znajduje się sekwencja wiążąca 

ten czynnik transkrypcyjny (Huhtala i wsp. 1991). Istnieją jednak sprzeczne doniesienia na 

temat indukcji NFxß po całkowitym, przejściowym niedokrwieniu mózgu. Zgodnie z opinią 

jednej z grup badawczych, wzrost ekspresji tego czynnika po 72 godzinach reperfuzji ma 
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miejsce we wszystkich rejonach hipokampa (Domańska-Janik i wsp. 2001). Inni autorzy 

obserwowali ten efekt jedynie w rejonie CA1 (Clemens i wsp. 1997). 

Badania astrocytów i komórek mikrogleju w hodowlach in vitro wykazały udział 

cytokin prozapalnych interleukiny 1 beta (IL-lß), interleukiny 6 (IL-6) i czynnika martwicy 

nowotworów alfa (TNFa) w regulacji ekspresji metaloproteaz (Gottschall i Debb 1996, 

Giraudon i wsp. 1997). Ponieważ ekspresja tych cytokin w mózgu rośnie po indukcji 

niedokrwienia całkowitego (Saito i wsp. 1996), mogą one stanowić potencjalny mechanizm 

regulacji MMPs w niedokrwionym mózgu. 

W prezentowanych badaniach nie znaleźliśmy znaczących różnic w poziomach 

ekspresji genu MMP-9 po niedokrwieniu w odniesieniu do zwierząt kontrolnych. Można 

zatem przypuszczać, że aktywacja MMP-9 w rejonie CA1 hipokampa po krótkotrwałym 

zatrzymaniu dopływu krwi jest raczej wynikiem modyfikacji potranslacyjnych. 

Metaloproteaza 9 jest białkiem o wysokim stopniu glikozylacji (Wilhelm i wsp. 1989), co 

może pośrednio sugerować potencjalną podatność tego białka na potranslacyjne modyfikacje 

(Kotra i wsp. 2002). Prawdopodobnym, odkrytym niedawno mechanizmem potranslacyjnym 

aktywacji MMP-9 jest S-nitrozylacja, związana ze wzrostem tlenku azotu po niedokrwieniu 

(Gu i wsp. 2002). Podanie inhibitora neuronalnej syntazy tlenku azotu (nNOS) lub wycofanie 

genu kodującego tę syntazę obniżało znacząco aktywność MMP-9 po indukcji niedokrwienia 

ogniskowego. Jednak w modelu 5 minutowego niedokrwienia przodomózgowia 

myszoskoczka mongolskiego nie stwierdzono wzrostu poziomu tlenku azotu w rejonie CA1 

hipokampa (Lei i wsp. 1999). Jest zatem mało prawdopodobne, że proces S-nitrozylacji jest 

odpowiedzialny za wzrost aktywności MMP-9 w rejonie CA1 hipokampa myszoskoczka 

mongolskiego po ischemii. 

Innym z rozważanych mechanizmów, odpowiedzialnych za wzrost aktywności MMP-

9 po niedokrwieniu, może być aktywacja proenzymów. Syntetyzowane w komórkach 

nieaktywne formy metaloproteaz są natychmiast uwalniane do przestrzeni 

zewnątrzkomórkowej i tam aktywowane na drodze ograniczonej proteolizy, polegającej na 

odcięciu fragmentu propeptydu (Murphy i wsp. 1994, Nagase 1997). Zgodnie z tym 

schematem obie formy MMPs (aktywną i nieaktywną) zidentyfikowano na zymogramach 

ekstraktów mózgów szczurów i myszy (Zhang i wsp. 1998, Rivera i wsp. 2002, Szklarczyk i 

wsp. 2002, Zhao i wsp. 2006). W prowadzonych przez nas badaniach nie stwierdziliśmy 

obecności prążków odpowiadających aktywnym formom metaloproteaz na żelu 

poliakrylamidowym. Obserwowana przez nas aktywność żelatynolityczna w hipokampie 

mózgu myszoskoczka odpowiadała jedynie ruchliwości elektroforetycznej proenzymów. 
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Analogiczne wyniki opisywali także inni autorzy (Fini i wsp. 1996; Rosenberg i wsp. 1996; 

Clark i wsp. 1997; Mohan i wsp. 2000, Lee i wsp. 2004). Fakt ten pozostawał 

niewytłumaczalny do momentu odkrycia, że latentne zymogeny mogą być aktywowane in 

vitro przez surfaktanty (związki czynne powierzchniowo) takie jak SDS (Springman i wsp. 

1990). Taki rodzaj aktywacji nie wymaga proteolizy zymogenu (Kherif i wsp. 1998; Zhang i 

wsp. 1998). Tym niemniej, brak prążków o masie cząsteczkowej charakterystycznej dla 

aktywnych MMP-2 i MMP-9 na żelu poliakrylamidowym nie wyklucza obecności tych form 

enzymów lokalnie w pewnych tylko obszarach mózgu. Potwierdzeniem tego założenia jest 

prezentowana w tej pracy aktywność MMPs na skrawkach mózgu. Wydaje się zatem, że 

proteolityczne cięcie proenzymów może mieć miejsce jedynie w pewnych odosobnionych 

rejonach hipokampa i detekcja aktywnych form enzymów nie jest możliwa przy zastosowaniu 

zymografii żelowej całych ekstraktów analizowanych fragmentów tkanki. Należy również 

pamiętać o tym, że aktywne MMPs ulegają natychmiastowej degradacji (Yu i Stamenkovic, 

1999) i w związku z tym w tkance ilość aktywnych form enzymów może być bardzo niska, 

poza zasięgiem czułości stosowanych metod. 

Ważnym mechanizmem modulacji aktywności metaloproteaz jest obecność 

specyficznych endogennych inhibitorów tkankowych - TIMPs. Niestety, brak specyficznych 

przeciwciał uniemożliwił nam określenie poziomu tego białka w hipokampie mózgu 

myszoskoczka mongolskiego. Podjęte przez nas próby oznaczania aktywności inhibitora 

metodą odwróconej zymografii (Gasche i wsp. 1999) nie dały również pozytywnych 

rezultatów. Okazały się one niewystarczająco czułe, co może świadczyć jedynie o niskiej 

aktywności inhibitorów. Chociaż publikowane wyniki badań w modelu ischemii ogniskowej 

nie wykazały zmian poziomu TIMP-1, inhibitora specyficznego dla MMP-9, pytanie o udział 

TIMP-1 w niedokrwieniu przodomózgowia myszoskoczka mongolskiego pozostaje nadal bez 

odpowiedzi. 

Na podstawie wyników uzyskanych w tej części pracy można postulować, że wzrost 

aktywności metaloproteaz w rejonie CA1 hipokampa może mieć związek z ewolucją 

opóźnionego uszkodzenia poniedokrwiennego, obserwowanego po upływie 3-4 dni od 

momentu indukcji ischemii. Powstaje zatem pytanie, w jaki sposób wzrost aktywności MMPs 

po czasowym niedokrwieniu przodomózgowia myszoskoczka mongolskiego przekłada się na 

obumieranie komórek neuronalnych w sektorze CA1 hipokampa. 

Wśród proponowanych hipotez, które będą omawiane w dalszej części dyskusji, 

najwięcej zwolenników zyskała hipoteza poparta wynikami badań biochemicznych zarówno 

in vitro jak i in vivo, że przyczyną śmierci komórek nerwowych po niedokrwieniu mózgu jest 
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niekontrolowana degradacja białek macierzy zewnątrzkomórkowej przy udziale 

metaloproteaz. Jak wykazały badania in vitro, prowadzone na komórkach nie-neuronalnych, 

modyfikacji proteolitycznej ulegają także substraty zewnątrzkomórkowe, nie będące 

elementami macierzy. Do substratów tych należą kadheryny pośredniczące w kontakcie 

komórka-komórka (Herren i wsp. 1998, Steinhusen i wsp. 2001). Jednak rola degradacji tych 

białek in vivo w układzie nerwowym nie została jeszcze poznana. 

W toku prowadzonych badań sprawdziliśmy zatem, czy aktywacja metaloproteaz w 

hipokampie myszoskoczka mongolskiego jest zbieżna czasowo i przestrzennie ze zmianami 

poziomu jednego z podstawowych białek macierzy - lamininy. Wybór lamininy podyktowany 

był jej rolą jako czynnika promującego przeżycie komórki. Zaobserwowano, iż obecność 

lamininy w środowisku wydłuża czas przeżycia neuronów dopaminergicznych (Dong i wsp. 

1994). Stwierdzono również, że białko to zapobiega apoptozie w modelu ekscytotoksyczności 

(Gary i Mattson 2001), natomiast degradacja lamininy koreluje z utratą neuronów 

piramidowych (Chen i Strickland 1997, Chen i wsp. 2003). 

Wyniki otrzymane w toku naszych badań wskazały korelację aktywności MMP-9 i 

degradacji lamininy z topografią opóźnionych zmian w neuronach wywołanych 

niedokrwieniem. Zgodnie z pracą Tsirka i wsp. (1997) laminina może być degradowana 

również przez inne zewnątrzkomórkowe enzymy proteolityczne, między innymi plazminę. 

Jednak zahamowanie proteolizy lamininy w wyniku wyłączenia genu kodującego MMP-9 

(Asahi i wsp. 2001), bądź też po podaniu inhibitora o dużym powinowactwie do 

metaloproteazy 9 myszom, u których wywoływano ischemię ogniskową (Gu i wsp. 2005), 

świadczą o zaangażowaniu właśnie tej izoformy enzymu w opisywany schemat odpowiedzi 

na niedokrwienie. 

Podjęte przez nas próby uzyskania bezpośredniego dowodu, wskazującego na udział 

MMP-9 w degradacji lamininy w stosowanym modelu niedokrwienia, nie zakończyły się 

sukcesem. Komercyjnie dostępny inhibitor GM6001, podawany zwierzętom zgodnie z 

protokołami opisanymi w piśmiennictwie, nie zapobiegał poniedokrwiennej aktywacji 

metaloproteaz in vivo, aczkolwiek hamował aktywność enzymatyczną in vitro. Przyczyną 

mogło być niedostateczne stężenie tego związku w hipokampie mózgu po podaniu 

dootrzewnowym, ze względu na utrudnioną penetrację przez barierę krew-mózg. 

Istnieje pełna zgodność, że w niedokrwieniu ogniskowym patologiczna rola MMPs 

wynika najprawdopodobniej z degradacji błony podstawnej naczyń krwionośnych. Jednym z 

podstawowych elementów tej błony jest właśnie laminina. Proteoliza białek błony podstawnej 

prowadzi do przerwania ciągłości bariery krew-mózg i obrzęku mózgu, do którego przenikają 
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elementy morfotyczne krwi, stanowiące dodatkowe źródło metaloproteaz (Rosenberg 1995, 

Mun-Bryce i Rosenberg 1998, Romanie i wsp. 1998, Gidday i wsp. 2005). Na związek 

przyczynowy pomiędzy indukowaną przez MMP-9 degradacją lamininy i obumieraniem 

komórek nerwowych w wyniku niedokrwienia ogniskowego wskazują wyniki badań 

opublikowane przez Gu i wsp. (2005). Uczeni ci zaobserwowali, że podanie domózgowe 

przeciwciała skierowanego przeciw lamininie zwierzętom ischemicznym znosiło korzystny 

efekt inhibitora MMPs i powodowało śmierć neuronów w okolicach dotkniętych 

niedokrwieniem. 

Opisane mechanizmy, specyficzne dla niedokrwienia o charakterze ogniskowym, nie 

wydają się pełnić ważnej roli w niedokrwieniu całkowitym, o umiarkowanym stopniu 

nasilenia, nie uszkadzającym bariery krew-mózg. Wydaje się, że w całkowitym 

niedokrwieniu mózgu reakcja MMPs jest prawdopodobnie „wpisana w schemat" lokalnej 

odpowiedzi tkanki na stres ischemiczny. Tym bardziej, że przebiega ona według odmiennego 

wzoru w różniących się wrażliwością na niedokrwienie strukturach hipokampa. 

Konsekwencją aktywacji MMPs po czasowym niedokrwieniu przodomózgowia jest 

prawdopodobnie przemodelowanie macierzy zewnątrzkomórkowej sektora CA1 hipokampa 

w takim stopniu, że prowadzi ono do zaburzenia homeostazy komórka - macierz 

zewnątrzkomórkowa. Końcowym efektem tego procesu może być śmierć komórek 

nerwowych, określana terminem „anoikis" (Murtomaki i wsp. 1995, Chen i Strickland 1997). 

Terminem tym, jak już wcześniej wspomniano, określa się śmierć komórek spowodowaną 

utratą kontaktu z macierzą (Frisch i Francis, 1994). 

W przebiegu dyskusji nad rolą metaloproteaz w niedokrwieniu nie można pominąć ich 

udziału w procesach naprawczych uszkodzonej tkanki, wymagających przemodelowania 

ECM (Yong i wsp. 2001). Podczas gdy w ostrej fazie uszkodzenia niekorzystny efekt 

aktywacji MMPs może być związany z nadmierną degradacją macierzy zewnątrzkomórkowej 

i uszkodzeniem neuronów, to w późnym okresie reperfuzji metaloproteazy uczestniczą 

prawdopodobnie w neuroplastyczności i angiogenezie (Rosenberg i wsp. 1995, Szklarczyk i 

wsp. 2002, Zhao i wsp. 2006a). Rosnąca liczba dowodów wskazuje na funkcjonalne 

znaczenie MMP-9 w formowaniu pamięci w czasie długotrwałego wzmocnienia 

synaptycznego (LTP) (Meighan i wsp. 2006), molekularnego modelu procesów pamięci i 

uczenia się (Silva i wsp. 1992, Lisman 1994). Wiadomo, że nawet krótka, trwająca 5 minut, 

ischemia eksperymentalna u zwierząt, czy nagłe zatrzymanie krążenia (cardiac arrest) u ludzi, 

mogą prowadzić do czasowego ograniczenia zdolności przyswajania nowych informacji 

(Ohno i wsp. 1994). Na tle tych danych przemodelowanie ECM z udziałem MMPs w późnej 
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fazie reperfuzji mogłoby mieć znaczący wpływ na konsolidację procesów pamięciowych. 

Ograniczenie czasu prowadzenia zaplanowanych badań do 72 godzin od momentu indukcji 

niedokrwienia nie pozwoliło na sprawdzenie słuszności proponowanej hipotezy po 

niedokrwieniu przodomózgowia. 

Sygnał z macierzy zewnątrzkomórkowej przekazywany jest do komórki za 

pośrednictwem receptorów integrynowych. Laminina, obok innych białek macierzy, jest 

znanym ligandem tych receptorów. Powstające na drodze proteolizy fragmenty lamininy, jak 

również fragmenty innych elementów białkowych macierzy, mogą wiązać się z innymi 

klasami integryn, aniżeli białko natywne. W wyniku tych zdarzeń może dojść do stymulacji 

innych wewnątrzkomórkowych ścieżek sygnałowych z równoczesnym zablokowaniem szlaku 

przekaźnictwa związanego ściśle z przeżyciem komórki (Gary i Mattson 2001, Szaniawska i 

wsp. 2001, Gary i wsp. 2003). 

Logicznym ciągiem podjętych przez nas badań było sprawdzenie jak proteoliza białek 

ECM zmienia wewnątrzkomórkowe drogi sygnałowe. Według istniejącej wiedzy, opartej 

głównie na badaniach in vitro, kluczowym „łącznikiem", wiążącym zmiany zachodzące w 

środowisku zewnątrzkomórkowym z odpowiedzią komórki, jest nie-receptorowa fokalna 

kinaza tyrozynowa FAK. Kinaza ta jest aktywowana/fosforylowana poprzez wiązanie białek 

macierzy do receptorów integrynowych, po czym sygnał jest przekazywany na dalsze etapy w 

kaskadzie fosforylacji określonych substratów (Parsons 2003). W pierwszych godzinach 

reperfuzji obserwowaliśmy wzrost aktywności kinazy FAK w hipokampie mózgu 

myszoskoczka mongolskiego, wyrażony zwiększeniem stopnia ufosforylowania reszt 

tyrozynowych białkowego łańcucha enzymu. Wydłużony czas reperfuzji prowadził natomiast 

do znaczącego obniżenia stopnia fosforylacji o około 50% w porównaniu z warunkami 

kontrolnymi. 

Nasza dotychczasowa wiedza na temat regulacji aktywności kinazy FAK oparta jest 

głównie na wynikach badań in vitro hodowli komórek nie-neuronalnych. Zebrane dowody 

wskazują, że etapem kluczowym dla aktywacji tego enzymu, czyli fosforylacji reszt tyrozyny 

znajdujących się na domenie katalitycznej kinazy FAK, jest pierwotna autofosforylacja 

tyrozyny umieszczonej w pozycji 397, mieszczącej się na końcu aminowym łańcucha 

polipeptydowego. Reakcja ta prowadzi do zmiany konformacji enzymu, przez co tworzy się 

miejsce wiążące domenę SH2 kinazy Src. Dopiero utworzenie tego kompleksu umożliwia 

dalszą sekwencyjną fosforylację kinazy FAK przy udziale kinazy Src. Ufosforylowana zostaje 

tyrozyna 576/577 w centrum aktywnym kinazy FAK a następnie tyrozyna 925. Fosforylacja 
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wymienionych reszt tyrozynowych utrzymuje kinazę w stanie aktywnym (Schlaepfer i wsp. 

1999, Parsons 2003). 

O roli kinazy Src jako aktywatora kinazy FAK świadczą dane uzyskane zarówno w 

badaniach in vitro komórek nie-neuronalnych, nie wykazujących ekspresji Src, czy też 

hodowli prowadzonych w obecności inhibitora tej kinazy. W obu przypadkach fosforylacja 

reszt tyrozynowych kinazy FAK, zarówno Tyr-397 jak i Tyr-576/577, ulegała znacznej 

redukcji, a więc funkcjonalnemu zahamowaniu aktywności (Schlaepfer i wsp. 1994, Salazar i 

Rozengurt 2001). 

Badania ex vivo będące przedmiotem prezentowanej pracy wykazały po raz pierwszy, 

że niedokrwienie mózgu prowadzi do zahamowania autofosforylacji Tyr-397 i obniżenia 

asocjacji z kinazą Src. Znaczące obniżenie immunoreaktywnosci fosfotyrozyny 397 w czasie 

24 - 72 godzin po wywołaniu stresu ischemicznego koreluje ze spadkiem całkowitej 

aktywności enzymu. W świetle tych wyników można postulować, że autofosforylacja jest 

etapem determinującym aktywność FAK także in vivo. Inny mechanizm zahamowania 

poniedokrwiennej autofosforylacji mógłby zakładać bliżej niezidentyfikowane potranslacyjne 

modyfikacje enzymu, dające w efekcie zablokowanie lub uniemożliwienie rozpoznania 

miejsca wiążącego ATP na molekule kinazy. Jednak w naszych badaniach ex vivo i w 

badaniach innych autorów in vitro inaktywacja enzymu wydaje się być zbieżna z redukcją 

interakcji kinazy FAK z kinazą Src (Salazar i Rozengurt 2001, Kang i wsp. 2004). Postuluje 

się zatem, że zahamowanie autofosforylacji zmniejsza własności asocjacyjne i prowadzi w 

efekcie do inhibicji enzymu. 

Negatywna regulacja poziomu ufosforylowanej formy enzymu może być związana z 

aktywnością fosfataz tyrozynowych. Niektórzy autorzy podkreślają udział fosfatazy SHP-2 

(Yu i wsp. 1998, Manes i wsp. 1999, Wang i wsp. 2005) oraz fosfataz PTP-1B i PTP-PEST w 

defosforylacji kinazy FAK w układach in vitro (Angers-Loustau i wsp. 1999a, Angers-

Loustau i wsp. 1999b, Davidson i wsp. 2001, Zhang i wsp. 2006). Nasza aktualna wiedza 

odnośnie roli tych enzymów ma jedynie fragmentaryczny charakter i nie jest możliwe 

precyzyjne określenie roli wymienionych fosfataz in vivo. 

Defosforylację reszty tyrozyny 397 obserwowaliśmy głównie we wrażliwym na 

niedokrwienie rejonie CA1 hipokampa, aczkolwiek niewielki, występujący dopiero po 72 

godzinach, spadek fosfotyrozyny miał miejsce także w opornym na niedokrwienie brzusznym 

fragmencie hipokampa. Zgodnie z publikowanymi w ostatnich latach wynikami badań 

skrawków hipokampa poddanych anoksji a następnie reperfuzji, zahamowanie 

autofosforylacji kinazy FAK ma prowadzić do śmierci neuronów (Dahmani i wsp. 2004). 
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Jak już zaznaczono wcześniej, bezpośrednią konsekwencją defosforylacji tyrozyny 

397 jest osłabienie zdolności kinazy FAK do interakcji z najważniejszym prawdopodobnie 

partnerem molekularnym - kinazą Src. Analogiczne wyniki - obniżenie fosforylacji tyrozyny 

397 i poziomu kompleksu FAK/Src uzyskali autorzy jedynej opublikowanej dotychczas pracy 

prowadzonej w układzie in vivo, w modelu szoku elektrycznego (elektrowstrząsu) (Kang i 

wsp, 2004). Nasze obserwacje jak i wyniki Kanga i wsp. (2004), choć otrzymane przy użyciu 

różnych modeli eksperymentalnych, wskazują na związek fosforylacji tyrozyny 397 i 

asocjacji kinaz FAK i Src w mózgu. W oparciu o dane literaturowe można wnioskować, że 

zahamowanie tworzenia kompleksu kinaz FAK/Src uniemożliwia fosforylację/aktywację obu 

enzymów, a więc i aktywację licznych dróg sygnałowych, z których niektóre wydają się 

konieczne dla przeżycia komórek (Schlaepfer i wsp. 1998, Igishi i wsp. 1999, Liu i wsp. 

2004). 

Mechanizm aktywacji kinazy FAK poprzez interakcję z kinazą Src jest wpisany w 

schemat przekaźnictwa sygnału z ECM za pośrednictwem receptorów integrynowych. Na 

podstawie wyników badań in vitro okazało się, że aktywność kinazy FAK może być 

regulowana przez niektóre receptory sprzężone z białkami G, których aktywność ulega 

zmianom w wyniku niedokrwienia. Mechanizm ten wyklucza udział kinazy Src (Salazar i 

Rozengurt, 2001). Ścisła korelacja obniżenia stopnia autofosforylacji tyrozyny 397 i poziomu 

asocjacji kinaz FAK i Src sugeruje, że w hipokampie mózgu dominuje droga sygnałowa 

zależna od Src. Nie można jednak wykluczyć zupełnie roli drugiego z opisywanych 

mechanizmów. Zatem stan aktywacji kinazy FAK może być wypadkową osłabienia czy 

przerwania kontaktu komórki z macierzą zewnątrzkomórkową i modulacji sygnałów 

inicjowanych np. przez receptory związane z białkami G (Sharma i Kumar 1998). 

W naszych badaniach spadek fosforylacji kinazy Src notowany był po 24 godzinach 

reperfuzji i był zbieżny z obniżeniem wiązania tego enzymu z kinazą FAK. Po następnej 

dobie reperfuzji obserwuje się wyraźną tendencję do powrotu aktywności kinazy Src do 

poziomu wyjściowego. Wyniki badań in vitro hodowli komórek nie-neuralnych wskazują, że 

prawdopodobnym aktywatorem kinazy Src może być kinaza PYK2 (Schlaepfer i wsp. 1999, 

Avraham i wsp. 2000, Park i wsp. 2004). Poischemiczny powrót aktywności kinazy Src, 

mógłby mieć znaczenie dla podjęcia samodzielnej, niezależnej od kinazy FAK funkcji. 

Kinaza Src posiada zdolność fosforylacji całego szeregu substratów. Substratami tymi są 

między innymi receptory NMDA (Kalia i wsp. 2004) oraz kanały jonowe m.in. kanał 

wapniowy typu L (ang. L-type calcium channel), receptor TRPC (ang. C-type transient 
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receptor potential channel), oraz kanałów HCN (ang. hyperpolarization-activated cyclic 

nucleotide-gated channels) (Zong i wsp. 2005, Dubuis i wsp. 2006, Kawasaki i wsp. 2006). 

Interesującą obserwacją dokonaną w toku naszych badań jest fakt, że spadek 

aktywności katalitycznej kinazy FAK w wyniku niedokrwienia korelował z obniżeniem ilości 

białka FAK, wynikającym z degradacji proteolitycznej. Jednak pomimo redukcji poziomu 

białka FAK po 24 godzinach reperfuzji do 50% wartości kontrolnej, średni poziom 

aktywnego/ufosforylowanego na resztach tyrozynowych enzymu w tym punkcie czasowym 

jest zbliżony do poziomu wyjściowego z powodu znacznych różnic otrzymanych wartości. I 

tak, w hipokampach niektórych zwierząt poziom ufosforylowanych reszt tyrozynowych był 

zredukowany do 60% wartości prezentowanej przez zwierzęta kontrolne, podczas gdy u 

innych osobników wzrastał do poziomu 140% w stosunku do kontroli. Fakt ten może wynikać 

z przesuniętych w czasie odpowiedzi poszczególnych zwierząt na niedokrwienie. Ten punkt 

czasowy może być etapem krytycznym, w którym wczesne odpowiedzi kompensacyjne 

związane ze wzrostem fosforylacji przeciwstawiają się dwóm procesom - proteolizie i 

defosforylacji, związanymi raczej ze śmiercią komórek nerwowych obserwowaną po upływie 

3-4 dni po niedokrwieniu. 

Proteolitycznemu rozpadowi ulega także kinaza Src. Zebrane dowody 

eksperymentalne wskazują, że degradacja ta może być wynikiem działania zarówno kaspaz 

jak i zależnych od wapnia kalpain (Levkau i wsp. 1998 Kook i wsp. 2000, Carragher i wsp. 

2001, 2002). Należy zaznaczyć, że obie klasy enzymów ulegają aktywacji w modelu ischemii 

przodomózgowia (Neumar i wsp. 2001, Zhan i wsp. 2001, Ziemka-Nałęcz i wsp. 2003). 

Prowadzone przez nas równoległe badania na ekstraktach hipokampa wykazały 

zdolność wapniowo-zależnych proteaz - kalpain do degradacji kinazy FAK. Obecność w 

układzie inhibitora kalpainy MDL 28170 jak i chelatora wapnia EGTA, hamowała degradację 

badanego białka (Zalewska i wsp. 2005). Zgodnie z wzorem degradacji proteolitycznej z 

udziałem kalpain, katalityczna domena kinazy FAK odcięta zostaje od jej domeny 

regulatorowej, co uniemożliwia fosforylację licznych, opisanych we wstępie pracy, partnerów 

molekularnych. Dane piśmiennictwa sugerują, że proteoliza tej kinazy wpisana jest w 

program prowadzący do śmierci komórki (Cooray i wsp. 1996). Jakkolwiek wiedza nasza na 

temat regulacji sygnału integrynowego przez kalpainy w hipokampie mózgu po 

niedokrwieniu ma charakter fragmentaryczny, można przypuszczać, że w podobny sposób 

mogą być modulowane inne kluczowe białka sygnałowe leżące na szlaku przekaźnictwa. 

Natomiast w przeciwieństwie do wzmożonej proteolizy kinazy FAK, w środowisku 

aktywującym kalpainy tylko 20% kinazy Src ulegało degradacji, aczkolwiek proces ten był 
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hamowany w obecności EGTA i inhibitora kalpainy (Zalewska i wsp. 2005). Zatem za 

degradację kinazy Src wydają się odpowiadać także inne enzymy proteolityczne. 

Rozstrzygnięcie, który enzym pełni dominującą rolę w poniedokrwiennej degradacji 

FAK, na obecnym poziomie wiedzy wydaje się niemożliwe ze względu na wzajemne 

inerakcje układów kalpain i kaspaz. W badaniach in vitro zaobserwowano, że proteoliza 

pewnej grupy kaspaz przez kalpainę prowadzi do zahamowania aktywności tych enzymów, 

natomiast w przypadku kaspazy 3 ułatwia jej hydrolizę do formy aktywnej. Z kolei kaspaza 3 

proteolizując wraz z kalpainą endogenny inhibitor kalpainy - kalpastatynę, może pośrednio 

przyczyniać się do stymulacji aktywności proteolitycznej (Blomgren i wsp. 2001). 

Na podstawie prezentowanych wyników można wnioskować, że obok procesu 

fosforylacji, uważanej za najważniejszy mechanizm regulacji przekaźnictwa sygnałów przez 

kinazę FAK w różnych fizjopatologicznych sytuacjach, proteolityczna degradacja kinaz FAK 

i Src wydaje się odgrywać równie ważną rolę. 

Na tle obniżonej aktywności katalitycznej i redukcji poziomu białka kinazy FAK po 

epizodzie niedokrwiennym, zaskakującym jest brak zmian asocjacji kinazy z drugim badanym 

partnerem molekularnym - białkiem p 130 Cas. Interakcja tych molekuł jest uważana za jeden 

z ważnych etapów przekaźnictwa sygnałów z ECM za pośrednictwem integryn. W tworzeniu 

kompleksu FAK/Cas udział bierze domena SH3 białka Cas wiążąca się do bogatego w prolinę 

końca karboksylowego kinazy FAK (Polte i Hanks 1995, 1997; Schaller i Parsons 1995). 

Jakkolwiek badania in vitro sugerują, że zahamowanie fosforylacji tyrozyny 397 kinazy FAK 

uniemożliwia jej asocjację z białkiem Cas (Schlaepfer i Hunter, 1997), nie wykazaliśmy takiej 

zależności w hipokampie myszoskoczka mongolskiego po zatrzymaniu dopływu krwi do 

mózgu. Należy zaznaczyć, że poziomy kompleksu FAK/Cas w obrębie badanych grup 

eksperymentalnych charakteryzowały się dużą zmiennością u poszczególnych zwierząt. 

Zmienność ta mogła wynikać z niestabilnego charakteru asocjacji badanych białek. 

Istniejący stan wiedzy nie pozwala na precyzyjne określenie roli, jaką odgrywa 

kompleks FAK/Cas w hipokampie po niedokrwieniu. Badania in vitro sugerują, że asocjacja 

tych dwóch molekuł może prowadzić do aktywacji związanej z przeżyciem kinazy ERK, 

natomiast indukowany sygnał jest zbyt słaby, prawdopodobnie niewystarczający do 

podtrzymania procesów życiowych komórki (Vuori i wsp. 1996; Schlaepfer i wsp. 1997). 

Zgodnie z danymi uzyskanymi z eksperymentów in vitro, białko p 130 Cas może 

wiązać się z kinazą FAK za pośrednictwem kinazy Src. W tym przypadku domena SH3 

kinazy Src wiąże się z domeną SBD (ang. C-terminal Src-binding domain) zlokalizowaną na 

końcu karboksylowym białka Cas (Nakamoto i wsp. 1996, Schlaepfer i wsp. 1997). Jak 
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wykazały nasze wyniki, w hipokampie mózgu myszoskoczka mongolskiego dochodzi do 

asocjacji białka Cas z kinazą Src. W odpowiedzi na niedokrwienie poziom tego kompleksu 

ulegał obniżeniu już po upływie 6-ciu godzin od indukcji niedokrwienia i wykazywał dalszą 

tendencję spadkową wraz z wydłużeniem czasu reperfuzji. Zaburzenie interakcji Cas/Src 

może wynikać z obserwowanej w tym samym czasie redukcji białka Src. Zmniejszenie 

poziomu kompleksu Src/Cas po 6-ciu godzinach przy niezmiennej asocjacji kinazy FAK/Src 

mogłoby wskazywać, że połączenie Src z białkiem Cas jest elementem odrębnej, niezależnej 

od kinazy FAK drogi sygnałowej. 

Spodziewaliśmy się jednak, że prostą konsekwencją inhibicji wiązania Src/Cas będzie 

obniżenie ufosforylowanej formy białka adaptorowego. Zupełnie nieoczekiwanie fosforylacja 

tyrozyny białka Cas była niezmieniona w badanym przedziale czasu po epizodzie 

niedokrwiennym. Utrzymanie stałego poziomu fosforylacji Cas może wynikać z 

zaangażowania innych, bliżej niezidentyfikowanych kinaz (Ohmori i wsp. 2000, 2001). 

Co więcej, białko Cas nie ulegało degradacji proteolitycznej. Wprost przeciwnie, 

poziom tego białka przewyższał znacząco wartości kontrolne po 48 godzinach reperfuzji i 

wykazywał tendencję wzrostową, jeszcze po upływie 72 godzin. Podobnie wzrost poziomu 

homologu białka Cas-L (ang. Cas-lymphocyte-type) obserwowano po 20 minutowym 

niedokrwieniu całkowitym mózgu szczura (Sasaki i wsp. 2005). Autorzy sugerują, że białko 

to może być zaangażowane w poischemiczne procesy naprawcze. Mając na uwadze udział 

tego białka w związanej z kinazą FAK ścieżce sygnałowej, prowadzącej do aktywacji kinazy 

ERK, nie można wykluczyć sprzyjającej przeżyciu funkcji tego białka w niedokrwionym 

hipokampie mózgu myszoskoczka mongolskiego. Może być ona jednak, jak już wspomniano 

wcześniej, niewystarczającym czynnikiem zabezpieczającym w obliczu stresu 

metabolicznego. 

Obniżona autofosforylacja tyrozyny 397 we wrażliwej na ischemię strukturze CA1 

korelowała topograficznie i czasowo ze wzrostem aktywności metaloproteaz i degradacją 

lamininy, co może wskazywać na współzależność obu odpowiedzi. Poparciem tej hipotezy 

mogą być wyniki badań otrzymane na miocytach (Menon i wsp. 2006). Autorzy pracy 

wykazali, że aktywacja MMPs prowadziła do inhibicji fosforylacji kinazy FAK na drodze 

bezpośredniej interakcji metaloproteaz z podjednostką ß integryny (Nagy i wsp. 2006, Menon 

i wsp. 2006). Natomiast za późną inhibicję autofosforylacji FAK w części brzusznej 

hipokampa, w której nie obserwuje się utraty neuronów po epizodzie niedokrwiennym, 

odpowiadają prawdopodobnie mechanizmy wewnątrzkomórkowe, nie związane z MMPs. 
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Na podstawie tych obserwacji można postulować, że w rozgrywce toczącej się 

wewnątrz neuronu o przeżycie lub śmierć po przebytym niedokrwieniu mogą być 

modulowane liczne ścieżki sygnałowe związane z kinazą FAK, zarówno te promujące 

przeżycie jak i te prowadzące do śmierci neuronów w strukturze CA1 hipokampa. Od ich 

równowagi funkcjonalnej zależy los neuronów po przebytej ischemii mózgu. 

Liczne badania in vitro wskazują na rolę kinazy FAK w aktywacji dwóch efektywnych 

szlaków neuroprotekcyjnych. Jednym z nich jest szlak kinazowy inicjowany przez PI3K i 

aktywujący kinazę Akt (King i wsp. 1997, Tamura i wsp. 1999, Tan i wsp. 1999). Jeśli taka 

droga sygnałowa funkcjonuje in vivo w mózgu, początkowy, trwający 6 godzin wzrost 

fosforylacji w naszym modelu niedokrwienia mógłby być elementem reakcji protekcyjnej, 

jaka jest obserwowana w wielu procesach patofizjologicznych. Jednak występująca 

przejściowo w pierwszej fazie reperfuzji aktywacja Akt pojawia się zarówno we wrażliwym 

na niedokrwienie sektorze CA1 jak i w niewrażliwych rejonach hipokampa (Zabłocka i wsp. 

2003), co poddaje w wątpliwość jej udział w kaskadzie zdarzeń prowadzących do opóźnionej 

śmierci neuronów. Inną efektywną drogą protekcyjną, stymulowaną przez kinazę FAK, jest 

aktywacja szlaku MAPK z ufosforylowaniem promującej przeżycie kinazy ERK jako 

substratu końcowego (Schlaepfer i Hunter 1998, Małecki i wsp. 2000, Huang i wsp. 2006). 

Wyłączenie FAK ze szlaku przekazywania bodźców zewnątrzkomórkowych jest 

prawdopodobnie zasadniczą komponentą, prowadzącą do transdukcji sygnału ischemicznego. 

Faza zahamowania kinazy FAK ma charakter długotrwały i może być istotnym elementem 

rozwoju opóźnionej neurodegeneracji w hipokampie. Jednak udział kinazy w szerokim 

spektrum reakcji biochemicznych uniemożliwia precyzyjne ustalenie jej roli w rozwoju zmian 

wywołanych niedokrwieniem. Jednym z efektów inhibicji kinazy FAK może być 

zahamowanie aktywności kinazy ERK. Jakkolwiek wyniki otrzymane przez Zabłocką i wsp. 

(2003) wskazują na zmniejszenie aktywności kinazy ERK w rejonie CA1 hipokampa, należy 

zdawać sobie sprawę, że zahamowanie aktywności tej kinazy wpisane jest nie tylko w 

schemat zaburzonego przekaźnictwa integrynowego z udziałem kinazy FAK. Zahamowanie 

aktywności ERK może także wynikać z osłabienia sygnału troficznego w warunkach 

niedokrwienia. Istnieją pojedyncze dane w piśmiennictwie, wskazujące na synergistyczny 

charakter współdziałania obu dróg sygnałowych, to znaczy tych związanych z 

przekaźnictwem sygnału z macierzy przy udziale kinazy FAK jak i tych generowanych przez 

czynniki troficzne. Receptory dla czynników wzrostu są optymalnie aktywowane przez 

specyficzne dla nich ligandy jedynie w warunkach zachowania prawidłowego kontaktu ze 

środowiskiem (Yuori i Ruoslathi 1994, Schaller i Sasaki 1997). W przypadku potwierdzenia 
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tych hipotez, patologicznie zmieniony sygnał z macierzy zewnątrzkomórkowej mógłby 

osłabiać szlak przekaźnictwa sygnału troficznego i prowadzić w konsekwencji do inhibicji 

kinazy ERK i śmierci komórki. 

Z wyników badań opublikowanych w ostatnich latach wynika, że kinaza FAK inicjuje 

jeszcze inny sygnał pro-życiowy, poprzez wiązanie z białkiem RIP zarówno in vitro jak i in 

vivo, co z kolei uniemożliwia interakcje RIP z receptorem śmierci (ang. death receptor 

complex) (Kurenova i wsp. 2004). Rola tego mechanizmu w niedokrwieniu mózgu nie została 

jeszcze zbadana. 

Obok opisanych wyżej procesów supresyjnych dla dróg sygnałowych promujących 

przeżycie, przyczyną neurodegeneracji mogłaby być również utrata zdolności asocjacji 

enzymu nie tylko z licznymi molekułami sygnałowymi leżącymi na szlaku integrynowego 

przekaźnictwa sygnałów, ale również z białkami cytoszkieletowymi, co uniemożliwia 

interakcję białek cytoszkieletu z błoną komórkową i prawidłowe zachowanie struktury 

komórki (Schlaepfer i wsp. 1999). 

Podsumowując - nasze wyniki wskazują, że modulacja dróg sygnałowych związanych 

z kinazą FAK po wewnętrznej stronie błony komórkowej jest pochodną nadmiernej aktywacji 

zewnątrzkomórkowych enzymów proteolitycznych. W wyniku tego procesu dochodzi do 

degradacji białek macierzy i osłabienia lub przerwania kontaktu komórki z jej środowiskiem 

zewnątrzkomórkowym oraz zaburzenia komunikacji auto- i parakrynnej między komórkami. 

Powstające w wyniku proteolizy fragmenty białek macierzy mogą wiązać się z innymi aniżeli 

w warunkach fizjologicznych receptorami integrynowymi. Konsekwencją może być inhibicja 

kinazy FAK i zahamowanie stymulowanych przez tę kinazę wewnątrzkomórkowych, pro-

życiowych szlaków przekaźnictwa i/lub aktywacja drogi sygnałowej prowadzącej do śmierci 

komórki. 

Jak już wspomniano wcześniej, obok opisywanych zewnątrzkomórkowych procesów 

proteolitycznych, w mechanizm regulacji przekazywania sygnałów z ECM w niedokrwieniu 

jest również włączona proteoliza wewnątrzkomórkowa i defosforylacja kinazy FAK. Oba 

procesy przebiegają w tym samym czasie i mogą być wzajemnie od siebie zależne. 

Można zaproponować następujący, z pewnością uproszczony schemat sekwencji 

zdarzeń w hipokampie mózgu myszoskoczka mongolskiego po 5 minutowym niedokrwieniu 

przodomózgowia (Ryc.28). Wpływ tych zdarzeń na komórkę nie jest ostatecznie 

zdeterminowany i zależy od interakcji z licznymi indukowanymi równolegle reakcjami. 

77 http://rcin.org.pl



Opisane odpowiedzi na niedokrwienie wydają się wyprzedzać śmierć neuronów 

obserwowaną po upływie 3-4 dni od wystąpienia epizodu niedokrwienia, czyli mogą być 

włączone w szlak przekaźnictwa sygnałów z macierzy prowadzących raczej do śmierci 

komórki aniżeli być jej konsekwencją. Modulacja przekaźnictwa sygnału z macierzy 

zewnątrzkomórkowej z pewnością nie jest jedynym czynnikiem, odpowiedzialnym za 

opóźnioną śmierć neuronów hipokampa po czasowym niedokrwieniu mózgu myszoskoczka 

mongolskiego. Natomiast topograficzna lokalizacja zmian w rejonie CA1 w czasie reperfuzji 

wskazuje na udział badanych procesów w ewolucji ischemicznego uszkodzenia neuronów, 

razem z innymi poprzednio opisanymi procesami, takimi jak napływ wapnia, wolne rodniki 

czy aktywacja kalpain i kaspaz. 
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Rycina 28. Hipotetyczny schemat sekwencji zdarzeń w hipokampie mózgu myszoskoczka 
mongolskiego kontrolnego (A) i po 5-cio minutowym niedokrwieniu przodomózgowia (B). 
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VI. PODSUMOWANIE WYNIKÓW 

Wyniki badań tej pracy wykazały, że: 

1. Krótkotrwałe niedokrwienie przodomózgowia myszoskoczka mongolskiego prowadzi 

do wzrostu aktywności metaloproteaz w hipokampie w czasie 72 godzin po 

przywróceniu krążenia. Wzrost aktywności MMP-2 występował w całej strukturze 

hipokampa, natomiast aktywacja MMP-9 była ograniczona do wrażliwego na 

niedokrwienie rejonu CA1. 

2. Aktywacji MMP-9 towarzyszy obniżenie poziomu białka macierzy 

zewnątrzkomórkowej - lamininy w sektorze CA1 hipokampa. 

3. W wyniku niedokrwienia przodomózgowia dochodzi do zahamowania 

aktywności/fosforylacji wewnątrzkomórkowej kinazy tyrozynowej - FAK już na 

etapie autofosforylacji po upływie 24 godzin po przywróceniu krążenia. 

Konsekwencją tego procesu jest równoległe obniżenie asocjacji kinazy FAK z kinazą 

Src, reakcji koniecznej dla maksymalnej aktywności kinazy FAK. 

4. Jednocześnie obserwuje się obniżenie ekspresji białek FAK i Src. Obserwacja ta 

wskazuje, że obok procesu fosforylacji proteoliza wydaje się odgrywać znacząca rolę 

w regulacji aktywności kinaz tyrozynowych po niedokrwieniu. 

5. Stres niedokrwienny nie wpływa na wiązanie kinazy FAK z białkiem adaptorowym 

pl30Cas. Brak zmian stopnia interakcji tych dwóch białek w badanym modelu 

doświadczalnym wskazuje na to, że kompleks FAK/pl30Cas nie odgrywa istotnej roli 

w ewolucji zmian poniedokrwiennych. 

6. Zmniejszeniu stopnia asocjacji kinazy Src z białkiem adaptorowym pl30Cas po 

niedokrwieniu towarzyszy czasowe obniżenie ekspresji białka Src, natomiast nie 

koreluje ono ze zmianą stopnia ufosforylowania kinazy. 
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VII. WNIOSKI 

Uzyskane wyniki pozwalają na wyciągniecie następujących wniosków: 

1. Niedokrwienie przodomózgowia myszoskoczka mongolskiego prowadzi do 

proteolitycznej przebudowy struktury macierzy zewnątrzkomórkowej w rejonie 

CA1 hipokampa w wyniku aktywacji metaloproteazy 9. 

2. Przemodelowaniu macierzy zewnątrzkomórkowej towarzyszy osłabienie kontaktu 

komórki z otaczajacym środowiskiem i modulacja wewnątrzkomórkowych 

szlaków przekaźnictwa sygnału z macierzy, wykładnikiem której jest 

zahamowanie aktywności kinazy FAK i jej asocjacji z kinaząSrc. 

3. Poischemiczna degradacja proteolityczna kinazy FAK i Src pogłębia dodatkowo 

stopień zahamowania tej ważnej ścieżki sygnałowej z macierzy 

zewnątrzkomórkowej. 

4. Wyłączenie kompleksu kinaz FAK/Src ze szlaku przekaźnictwa w hipokampie 

może prowadzić do osłabienia zdolności adaptacyjnych komórki i być jedną z 

przyczyn opóźnionej śmierci neuronów po przejściowym niedokrwieniu mózgu 

myszoskoczka mongolskiego. 
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