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Wykaz stosowanych w pracy skrotéow
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1.Wstep

1.1. Rola tlenku azotu i cyklicznego GMP w przekazywaniu sygnatu w mézgu

Transdukcja sygnatu jest procesem lezgcym u podstaw istnienia organizmow
zywych. Na proces ten skiada sie odebranie i rozpoznanie sygnatéw przez
odpowiednie komorki a nastepnie wytworzenie prawidtowych odpowiedzi. Osrodkowy
uktad nerwowy jest miejscem koordynujgcym transdukcje sygnatow, swoistym
centrum odbierania i przekazywania informacji, dzieki ktéremu funkcjonuje caty
organizm. Tlenek azotu (NO) nalezy do nielicznej grupy gazowych neuromediatorow,
zaliczany jest rowniez do grupy przekaznikdow zwrotnych przekazujgcych informacije
z czesci post do presynaptycznych zakonczen nerwowych [Garthwaite i wsp., 1988].
Role receptora NO w mdzgu petni rozpuszczalna izoforma cyklazy guanylanowej
(sGC). W warunkach fizjologicznych NO jest uwalniany gtownie w wyniku
pobudzenia receptorow NMDA, dyfunduje do otaczajagcych komoérek, w ktérych
aktywuje procesy transdukcji sygnatu oraz przekazuje informacje do czesci
presynaptycznej, gdzie aktywuje sGC. Cyklaza guanylanowa syntetyzuje cGMP, co
stymuluje miedzy innymi kinaze biatkowg PKG zalezng od cGMP i prowadzi do

uwalniania neurotransmiteréw.

1.1.1. Synteza tlenku azotu

Enzymem syntetyzujagcym NO jest syntaza tlenku azotu (Nitric Oxide Synthase, NOS;
E.C. 1.14.13.39), homodimeryczne biatko cytoplazmatyczne, ktérego aktywnos$c¢ jest
zalezna od stezenia jonéw wapnia i kalmoduliny, niezbednym kofaktorem dla NOS
sg rowniez NADPH, FAD i FMN. W tkance nerwowej NOS syntetyzuje NO z L —
argininy w obecno$ci tlenu, zwigzkiem powstajagcym w tej reakcji w stosunku
stechiometrycznym z NO jest cytrulina [Knowles i wsp., 1989; Bredt i Snyder, 1990].

Reakcje katalizowang przez NOS przedstawiono na rycinie 1.
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Rycina 1. Reakcja katalizowana przez syntaze tlenku azotu w mozgu.

NOS w swojej budowie wykazuje znaczgcg homologie do cytochromu P450. Do
aktywnosci NOS konieczne sg domeny: C-koncowa redukujgca (wigze NADPH, FAD
i FMN), centralnie potozona domena wigzgca kalmoduline i N-koricowa utleniajgca
(wigze hem, tetrahydrobiopteryne i arginine). Maksymalna szybkos¢ syntezy NO jest
ograniczona przez tempo dostarczania elektronéw do hemu przez domene
redukujaca. Obecnos¢ kalmoduliny w centralnej domenie jest potrzebna do
wydajnego przenoszenia elektronéw z kofaktoréw, zwigzanych przez domene

redukujgca, na hem. Schemat budowy domenowej NOS przedstawiono na rycinie 2.

NH, COOH

domena utleniajgca (wiaze hem,

tetrahydrobiopteryne i argining)

domena centralnha (wiaze kalmoduling)

domena redukujaca (wigze NADPH, FAD i
FMN)

Rycina 2. Schemat budowy domenowej NOS.
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Dotychczas odkryto trzy podstawowe izoformy NOS: neuronalng (nNOS, czasami
oznaczang rowniez jako NOS 1), indukowang (iINOS lub NOS Il) oraz endotelialng
(eNOS lub NOS IIl) [Frostermann i wsp., 1998]. Indukowana iINOS trwale wigze
kalmoduline i nie reaguje na wahania stezenia jonédw wapnia; odgrywa ona role
gtébwnie w zjawiskach odpornosciowych. Konstytutywne izoformy: neuronalna i
srodbtonkowa (odpowiednio: NNOS i eNOS) sg zalezne od sygnalizacji wapniowe;j i
syntetyzujg stosunkowo mate ilosci NO odgrywajgcego role w zjawiskach
plastycznosci synaptycznej i w regulacji przeptywu krwi [Bredt i wsp., 1991;
Dinerman i wsp., 1994]. Wszystkie trzy izoformy wystepujg w mézgu. nNOS zostata
wykryta w neuronach i astrocytach [Togashi i wsp., 1997; Korzhevskii i wsp., 2007],
jest syntetyzowana konstytutywnie w catym modzgu, chociaz poziom ekspresji i
aktywnosci rézni sie w zaleznosci od czesci mdzgu, najwyzszy poziom ekspres;ji
(mRNA i biatka) nNOS obserwuje sie w moscie, mdézdzku, podwzgorzu i korze
mozgu, natomiast poziom biatka eNOS jest rownomiernie wysoki w catym médzgu
[Bredt i wsp., 1990; Campese i wsp., 2007].

Za posrednictwem biatek zageszczen postsynaptycznych nNOS jest zwigzana z
kompleksem receptora NMDA, dzieki czemu jest silnie aktywowana przez jony
wapnia naptywajgce po otwarciu receptorow NMDA. Izoforma eNOS jest obecna w
komorkach nabtonka wyscietajacego naczynia krwionosne, jak rowniez w neuronach
piramidowych hipokampa [Dinnerman i wsp., 1994]. Wyniki Burette i wsp. [2002]
wskazujg, ze neurony piramidowe hipokampa charakteryzuje aktywnos¢ nNOS, a nie
eNOS. Indukowana izoforma INOS nie ulega statej ekspresji w zdrowym modzgu,
istniejg przypuszczenia ze proces fizjologicznego starzenia moézgu moze indukowac
ekspresje iINOS. Badania Chalimoniuk i Strosznajder [1998] oraz Jesko i wsp. [2003]
nie wykazaty aktywnosci iNOS w mdzgu szczuréw dorostych i starych wolnych od
patogenow. Ponadto nie stwierdzono u tych zwierzat ekspresji genu kodujgcego
INOS na poziomie mRNA. Wyniki dotychczasowych badan wskazuja, ze iINOS
powstaje w mdzgu w odpowiedzi na uszkodzenia i procesy zapalne, pod wptywem
aktywaciji przez cytokiny oraz endotoksyny [Heneka i Feinstein, 2001; Czapski i wsp.,
2007]. NO w mozgu petni role zwrotnego przekaznika przekazujgcego informacje z
czesci post do presynaptycznej zakonczen nerwowych. Jest réwniez wtornym
przekaznikiem w czesci postsynaptycznej. NO jako ,nietypowy” neurotransmiter
gazowy, mata lipofilna czagsteczka o okresie poéttrwania rzedu kilku sekund, moze

dyfundowac¢ w tkankach na odlegtosci okoto 10 — 100 uym, do komérek w ktérych
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obecna jest rozpuszczalna (cytozolowa) cyklaza guanylanowa (sGC), ktéra petni
funkcje receptora NO w mdzgu. Szacuje sie, ze ,strefa wptywu” NO wynosi okoto
dwoch milionéw synaps [Garthwaite, 1995]. W osrodkowym uktadzie nerwowym NO
jest zaangazowany w wiele roznych procesow takich jak dtugotrwate wzmocnienie,
dtugotrwata depresja synaptyczna, powstawanie i dojrzewanie synaps, uzaleznienie i
tolerancja lekow, nadwrazliwos¢ bodlowa, ponadto wptywa na Sciezki sygnatowe
czuciowe i motoryczne, reguluje przeptyw krwi, wydzielanie neurohormondw,
pobieranie pokarmu i zachowania seksualne [Garthwaite , 1995]. W zaleznosci od
stezenia NO moze inicjowaé rozne $ciezki komérkowe, zaréwno te fizjologiczne, jak i
patologiczne (Rycina 3.). W niniejszej pracy skupiono sie na fizjologicznym dziataniu
NO.

Niskie stezenia NO Wysokie stezenia NO
(sytuacja fizjologiczna) (sytuacja patologiczna)
Czynniki Uszkodzenia DNA
transkrypcyjne (deaminacja)
(NFkappaB)
Enzymy Uszkodzenia biatek
zaW|eraJace hem nitracja (Tyr — NO,)
sGC
Uszkodzenia biatek
l “-._ nitrozylacja (Cys — NQ)
cGMP ~,
v/ \4 CNG

- PKG  pka  PDE

Rycina 3. Udziat tlenku azotu w fizjologii i patologii komorki (obszar zainteresowania

niniejszej pracy zaznaczono na czerwono). Na rycinie zastosowano nastepujgce skroty: CNG

- kanat jonowy bramkowany cyklicznymi nukleotydami; PDE — fosfodiesteraza(y); PKA - kinaza
biatkowa zalezna od cAMP; PKG - kinaza biatkowa zalezna od cGMP; sGC - rozpuszczalna

(cytozolowa) cyklaza guanylanowa
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1.1.2. Synteza cGMP

Gtownym celem NO w mozgu jest rozpuszczalna cyklaza guanylanowa (sGC),
enzym wystepujacy w cytoplazmie [Kimura i Murad, 1975]. NO aktywuje sGC
przytgczajac sie bezposrednio do prostetycznej grupy hemowej, co wywotuje zmiany
konformacyjne enzymu i stymuluje synteze cGMP z GTP [Stone i Marleta, 1995].

Reakcje powstawania cGMP przedstawiono na rycinie 4.

0O—FP I | 5 [ - H H
- - - sGC } H ‘' H
o = © k O—P O OH
OHOH O PDE
GTP cGMP

Rycina 4. Synteza cGMP przez rozpuszczalng izoforme cyklazy guanylanowej

(na czerwono zaznaczono miejsce dziatania fosfodiesteraz podczas hydrolizy cGMP).

Rozpuszczalna izoforma GC jest heterodimerem zbudowanym z podjednostek a i 3 o
masie okoto 70 — 80 kDa kazda [Garbers, 1979; Kamisaki i wsp., 1986; Koesling i
wsp., 1988; Humbert i wsp., 1990]. Ekspresja obydwu podjednostek jest niezbedna
do katalitycznej aktywnosci enzymu. Hem zwigzany z heterodimerem sGC ma, w
odroznieniu od wielu innych biatek, wieksze powinowactwo do NO niz do tlenu.
Zwigzanie tlenu powoduje inaktywacje enzymu, a obecno$¢ zwigzkdéw redukujgcych
zwieksza ja. Do hemu w sGC moze sie tez wigzac tlenek wegla, jednak powoduje to
zaledwie 4-krotng aktywacje enzymu w porownaniu ze 100-200-krotng stymulacjg
przez NO [Stone i Marletta, 1994]. Dimer posiada tylko jedno miejsce wigzace
substrat (katalityczne), wspoitworzone przez okreslone aminokwasy domen

katalitycznych podjednostek a i B [Liu i wsp., 1997; Lucas i wsp., 2000].
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Dotychczas sklonowano dwie podjednostki a (a1 i a2) i dwie podjednostki B (B1 i 32),
niemniej jednak enzym jest aktywny tylko jezeli koekspresji ulegajg jednoczesnie a1 i
B1, lub a2 i B1 [Nakane i wsp., 1988; Harteneck i wsp., 1990; Nakane i wsp., 1990;
Buechler i wsp., 1991]. W mdézgu najpowszechniej wystepujg podjednostki a1 i 1. U
ludzi zlokalizowano dotychczas loci trzech gendéw kodujacych sGC, podjednostka a2
jest kodowana przez gen lezacy na chromosomie 11, a3 na chromosomie 4, a 32 na
chromosomie 13. Dimer a1/B1 ma wyzszg aktywnos¢ katalityczng niz a1/32. Uwaza
sie, ze ekspresja B2 i wypieranie przez nig 1 z dimerédw moze stanowi¢ jeden z
mechanizméw regulacji aktywnosci sGC. Roéwniez obecnos¢ podjednostki a2 w
dimerze zmniejsza aktywnos¢ katalityczng enzymu. Odkryto takze podjednostki a3 i
B3 o stabiej poznanym znaczeniu. Dodatkowo w przypadku niektorych podjednostek
moze zachodzi¢ alternatywne sktadanie, czasami prowadzac do powstawania

podjednostek hamujgcych aktywnos$¢ enzymu [Behrends i wsp., 1995].

Kazda z podjednostek ma domene regulatorowg na N — koncu i domene katalityczng
na C — koncu, grupa hemowa jest zlokalizowana na N — kohcu kazdej podjednostki
[Lucas i wsp., 2000; Domek-Lopacinska i Strosznajder, 2005]. Budowe sGC

przedstawiono na rycinie 5.

domena
requlatorowa

domena
dimeryzacji

domena
katalityczna

Rycina 5. Schemat domenowej budowy rozpuszczalnej izoformy syntazy

guanylanowej (sGC). Zmodyfikowano na podstawie [Hobbs, 1997].
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Podobnie jak NOS, obecnos¢ sGC stwierdza sie w komérkach w catego moézgu i sg
one zlokalizowane w poblizu komoérek wykazujgcych aktywnos¢ NOS [Schmidt i
wsp., 1992; Furuyama i wsp., 1993; Southam i Garthwaite, 1993; Burgunder i
Cheung, 1994; Giuili i wsp., 1994; De Vente i wsp., 1998; Gibb i Garthwaite, 1998;
Burette i wsp., 2002]. Wyniki najnowszych badan ekspresji sGC w moézgu wykazaty,
ze podjednostkg wystepujacga w mdzgu najczesciej jest B1. Wysoki poziom mRNA
wszystkich podjednostek zlokalizowano w zwojach podstawy, hipokampie, korze
mozgu i mozdzku. Ponadto zaobserwowano bardzo niewielkie réznice w ekspresii
podjednostek sGC w mdzgu matp naczelnych i szczurbw, co sugeruje
konserwowang ewolucyjnie role $ciezki sygnatowej NO/cGMP w tak waznych
procesach zachodzgcych w mézgu jak uczenie sie i pamiec oraz zachowanie [Pifarre
i wsp., 2007]. Poziom biatka sGC jest najwyzszy w podwzgorzu, moscie, mozdzku i
rdzeniu [Campese i wsp., 2007]. Komérkowa lokalizacja podjednostek sGC w mézgu
matp wykazata, ze podjednostka 1 wystepuje gtdwnie w cytoplazmie, a a2 w bfonie
dendrytéw miedzy innymi komorek Purkinjego, zwlaszcza postsynaptycznie [Bidmon
i wsp., 2006]. Ponadto badania ekspresji sGC podczas wczesnego rozwoju mézgu
pokazaty, ze wraz z migracjg komoérek i dojrzewaniem kory moézgu zmienia sie
lokalizacja sGC, przy czym najwyzszy poziom tego enzymu wystepuje w dendrytach
[Ding i wsp., 2005].

Poza omowiong cytozolowg izoformag syntazy guanylanowej wystepuje rowniez
izoforma btonowa, (pGC), ktéra syntetyzuje cGMP w wyniku aktywaciji przez peptydy
natriuretyczne ANP, BNP i CNP [Lucas i wsp., 2000; Wedel i Garbers, 2001].
Dotychczas zidentyfikowano siedem réznych izoform pGC (GC-A do GC-G). W
mobzgu zlokalizowano trzy z nich GC-A, GC-B i GC-C [Herman i wsp., 1996a;
Herman i wsp., 1996b; Wedel i Garbers, 2001], a izoforma GC-D jest
charakterystyczna dla komoérek siatkdwki, gdzie bierze udziat w procesie
fototransdukcji [Lucas i wsp., 2000]. Jej obecnosc¢ stwierdza sie takze w komorkach
opuszki wechowej [Julifils i wsp., 1997]. pGC jest duzym biatkiem transbtonowym,
wszystkie izoformy majg budowe domenowa, z domeng receptorowg na zewnatrz
btony (na N - koncu biatka), pojedynczg domeng wewnatrzbtonowa, okotobtonowg
domeng cytoplazmatyczng, domeng regulatorowg, tzw. regionem zawiasowym i
domeng katalityczng na C - koncu biatka. Schemat budowy pGC przedstawiono na

rycinie 6.
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BLONA
KOMORKOWA

zewnatrzkomaorkowa domena
receptorowa (migjsce wiazania NP)
. domena wewnatrzbtonowa

okotobtonowa domena cytoplazmatyczna

domena regulatorowa

region zawiasowy

domena katalityczna

Rycina 6. Schemat budowy domenowej btonowej cyklazy guanylanowej (pGC).

Zmodyfikowano na podstawie [Lucas i wsp., 2000].

1.1.3. Przekazywanie sygnatu przez cGMP w komoérce

Wewnatrz komoérek gtownymi efektorami cGMP sa: kinaza biatkowa zalezna od
cGMP (PKG), kanaty jonowe bramkowane cyklicznymi nukleotydami (CNG) i
fosfodiesterazy (PDE). cGMP petni bardzo wazng role w przekazywaniu sygnatu
miedzy innymi w uktadzie nerwowym. Drugim przekaznikiem sygnatu, ktéry czesto
towarzyszy cGMP jest cAMP zaangazowany w rozw¢j uktadu nerwowego [Truman i
wsp., 1996; Gibbs i Truman, 1998; Schachatner i wsp., 1999; Van Wagenen i
Rehder, 1999; Polleux i wsp., 2000; Gibbs i wsp., 2001; Simpson i wsp., 2002] oraz
takie procesy jak fototransdukcja, powonienie [Broillet i Firestein, 1999], kurczenie i
relaksacja miesni gtadkich [Carvajal i wsp., 2000]. Schematyczne zestawienie
metabolizmu i sciezek sygnatowych cGMP i cAMP w komorce przedstawiono na
rycinie 5.
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NEUROTRANSMITERY PEPYTDY NATIURETYCZNE

FOSFORYLACJA

. BIALEK FOSFORYLACJA

BIALEK

Rycina 5. Schematyczne zestawienie sciezek metabolicznych i sygnatowych cAMP i

cGMP w komérce. Na rycinie zastosowano nastepujgce skroty: 5 AMP -

adenozynomonofosforan;, 5° GMP — guanozynomonofosforan; AC - cyklaza adenylanowa; ATP - 3,5-
adenozynotrifosforan; CNG - kanat jonowy bramkowany cyklicznymi nukleotydami; GTP —
guanozynotrifosforan; MRP - biatko odpornosci wielolekowej; NOS — syntaza tlenku azotu;, PDE —
fosfodiesteraza; pGC — bfonowa cyklaza guanylanowa, PKA - kinaza biatkowa zalezna od cAMP;

PKG - kinaza biatkowa zalezna od cGMP; sGC - rozpuszczalna (cytozolowa) cyklaza guanylanowa

1.1.3.1. Kinaza biatkowa zalezna od cGMP

Jednym z efektorow cGMP wewnatrz komorek jest kinaza zalezna od cGMP (PKG),
ktora nalezy do rodziny kinaz serynowo - treoninowych. [Lohmann i wsp., 1997;
Pfeifer i wsp., 1999]. U ssakdw wystepujg trzy izoformy PKG, ktdre powstajg z dwoch
gendw - prkg1 kodujgcego cytozolowg PKG | i prkg2 kodujgcego btonowg PKG II.
Kinaza PKG | ma 2 izoformy a i B powstajgce w wyniku alternatywnego skfadania
biatka rdéznigce sie budowg N — konca, przy czym izoforma a ma wyzsze
powinowactwo do cGMP [Sandberg i wsp., 1989; Wernet i wsp., 1989; Uhler, 1993;
Jarchau i wsp., 1994], biatko to ma ciezar czgsteczkowy 76 kDa i jest homodimerem
wystepujagcym w cytoplazmie komérek. PKG Il jest homodimerem zwigzanym z btong
komoérkowg i ma ciezar czgsteczkowy 86 kDa. Aktywacja PKG nastepuje w
stezeniach cGMP sub- i mikromolarnych [Hofmann, 2005]. PKG zawierajg N -
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koncowg domene A, domene regulatorowg i domene katalityczng na C - koncu biatka
[Hofmann, 2005]. Wszystkie PKG majg w N - koncowej domenie miejsce dimeryzaciji,
miejsce autoinhibicji (aktywowane w nieobecnosci cGMP), miejsce autofosforylacii
(autofosforylacja w obecnosci cGMP zwieksza aktywno$sé enzymu) i miejsce
regulujgce wewnatrzkomorkowg lokalizacje enzymu. Domena regulatorowa ma 2
miejsca wigzace cGMP z wysokim i z niskim powinowactwem. PKG la wykazuje
najwyzsze powinowactwo dla cGMP, najnizsze ma PKG Il. Zajecie obu miejsc
domeny regulatorowej przez cGMP uwalnia domene katalityczng od zwigzanej z nim
sekwencji autohamujacej (pseudosubstratowej) potozonej na N — koncu, umozliwia to
autofosforylacje i wzrost aktywnosci PKG [Hofmann, 2005]. N - kohcowa czes¢
kinazy zawiera rowniez sekwencje okreslajgcg lokalizacje wewnatrzkomorkowa
(miejsce acetylacji lub mirystylacji) oraz suwak leucynowy umozliwiajgcy
homodimeryzacje. Uproszczony schemat budowy PKG | i PKG Il przedstawiono na

rycinie 6.
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NH, W N COOH

COOH

b.
v, I

I miejsce acetylacji

domena regulatorowa, miejsca wiazania cGMP
(W — wysokie powinowacto, N — niskie powinowactwo)

_ domenaz katalityczna

BLONA
KCMORKOWA

NH, ID IR EREEE TN Vg 2+ ATP BIALKO [dleleR

I migjsce mirystylacji
(zakotwiczenia w blonie)

domena regulatorowa (D — miejsce dimeryzacii
podjednostek, | — miejsce autoinhibicji, P — migjsce
fosorylacji, cGMP — migjsce wigzania cGMP)

domena katalityczna, zawiera miejsce wigzania jondw
_ Mg 2*, miejsce wiazania ATP i miejsce wigzania
foforylowanego biatka

Rycina 6. Uproszczony schemat budowy domenowej PKG. (a — PKG | a, b — PKG |

B, ¢ — PKG Il). Stworzono na podstawie prac przegladowych [Lucas i wsp., 2000; Hofmann, 2005].
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PKG | petni role regulatora cytozolowego stezenia jonéw wapnia. Fosforyluje
receptor IP; oraz substrat G bedacy inhibitorem fosfataz. Innym prawdopodobnym
substratem jest zalezna od wapnia cytozolowa fosfolipaza A2 (PLA2) [Lucas i wsp.,
2000]. PKG I a'i B znajdujg sie gtdwnie w cytozolu. Ich sekwencje rdznig sie od siebie
na N - koncu, co umozliwia interakcje z odmiennymi grupami biatek. PKG Il jest
zakotwiczona do btony komorkowej dzieki mirystylacji N - korica. Poczatkowo odkryto
obecnos¢ PKG | w komorkach Purkinjego w mozdzku [Lohmann i wsp., 1981],
pozniej stwierdzono, ze PKG ulega ekspresji rowniez w innych regionach méozgu,
chociaz najwyzszy poziom biatka obserwuje sie w moézdzku i hipokampie [Kingston i
wsp., 1996; El-Husseini i wsp., 1999]. W przeciwienstwie do PKG I, PKG Il jest
produkowana niemal w catym mézgu [El-Husseini i wps., 1995; El-Husseini i wsp.,
1999; De Vente i wsp., 2001]. Pomimo rozpowszechnionej ekspresji PKG Il w
mozgu, uszkodzenie kodujacego jg genu nie powoduje dramatycznych skutkow
[Werner i wsp., 2004], w przeciwienstwie do skutkbw uszkodzenia genu dla PKG |
[Feil i wsp., 2003; Demyanenko i wsp., 2005]. PKG | 3 jest zaangazowana w LTP w
hipokampie [Arancio i wsp., 2001; Kleppisch i wsp., 2003], a PKG | a
prawdopodobnie uczestniczy w LTD w neuronach Purkinjego w mézdzku [Feil i wsp.,
2003; Hofmann, 2005].

Wszystkie izoformy PKG sg uwazane za enzymy o wysokim powinowactwie do
cGMP, wartos¢ Km dla PKG | a wynosi 4 - 38nM, 54 - 750nM dla PKG | 3 oraz 40nM
dla PKG II [Smolenski i wsp., 1998; Kotera i wsp., 2003]. Ponadto autofosforylacja
enzymu zwieksza powinowactwo do cGMP. PKG moze réwniez chroni¢ cGMP przed
degradacjg poniewaz zwigzanie nukleotydu uniemozliwia jego hydrolize przez

fosfodiesterazy [Kotera i wsp., 2003].

1.1.3.2. Kanatly jonowe regulowane cyklicznymi nukleotydami

Kolejng grupg biatek aktywowanych przez cykliczne nukleotydy sg kanaty jonowe
bramkowane cyklicznymi nukleotydami (CNG). Po raz pierwszy opisano
wystepowanie CNG w komoérkach fotoreceptorowych [Fesenko i wsp., 1985; Haynes
i Yau, 1985] oraz w wechowych neuronach receptorowych [Nakamura i Gold, 1987],
gdzie kanaty te posredniczg w transdukcji bodzcéw czuciowych do aktywnosci

neuronalnej [Zufall i wsp., 1994; Wei i wsp., 1998]. CNG otwierajg sie w odpowiedzi
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na zwigzanie cGMP lub cAMP i regulujg naptyw jonéw sodu lub wapnia do wnetrza
komorki. Rozne podtypy CNG roznig sie powinowactwem do cGMP i cAMP. Kanat
wystepujacy w neuronach wechowych jest aktywowany przez obydwa nukleotydy i
jest kanatem wapniowym, a kanat obecny w fotoreceptorach jest kanatem sodowym
aktywowanym tylko przez cGMP [Zufall i wsp., 1994; Wei i wsp., 1998]. Przez wiele
lat obowigzywat poglad, ze gtdwnym, jezeli nie jedynym odbiorcg sygnatu cGMP w
neuronach jest PKG. Badania zapoczatkowane okoto 10 lat temu wykazaty jednak,
ze poza ekspresjg w neuronach fotoreceptorowych i wechowych, CNG sg obecne w
korze mozgu, hipokampie i moézdzku oraz innych czesciach osrodkowego uktadu
nerwowego [El-Husseini i wsp., 1995; Kingston i wsp., 1996; Bradley i wsp., 1997;
Kingston i wsp., 1999]. W porownaniu z PKG, kanalty CNG majg nizsze
powinowactwo do cGMP i do aktywacji potrzebujg od 10 do 100 razy wyzszego
poziomu cGMP niz PKG [Lincoln i Cornwell, 1993]. Z tego powodu, wydaje sie, ze do
otwarcia CNG potrzebny jest lokalny znaczny wzrost poziomu cGMP, a podstawowy
lub nieznacznie podniesiony poziom tego nukleotydu nie aktywuje kanatéw, za
wyjatkiem kanatow w fotoreceptorach siatkowki. Poniewaz kanaty CNG posredniczg
w przekazywaniu sygnatu przez cykliczne nukleotydy i wptywajg na poziom wapnia w
komorce, najprawdopodobniej odgrywajg wazng role w regulacji aktywnosci
neuronalnej i plastycznosci synaptycznej [Barnstable, 2004; Bradley i wsp., 1997;
Feil i Kleppisch, 2008; Kuzmiski i McVicar, 2001; Podda i wsp., 2008; Zufall i wsp.,
1997].

1.1.3.3. Transportery cyklicznych nukleotydow

cGMP i cAMP mogg by¢ eliminowane z komoérek na dwa sposoby: poprzez hydrolize
przez fosfodiesterazy lub transport na zewnatrz komérek [Davoren i Sutherland
1963; Brunton i Mayer, 1979; Wiemer i wsp., 1982]. W latach szescdziesigtych
Davoren i Sutherland [1963] poinformowali o mozliwosci transportu cAMP przez
btone komérkowg wbrew gradientowi stezen. Badania przeprowadzone w ostatnich
latach ostatecznie dowiodty istnienia biatek transportujacych cykliczne nukleotydy.
Transporterami sg biatka nalezgce do duzej rodziny posiadajgcych ,kasete” wigzacq
ATP (z ang. ATP-binding cassette; ABC) biatek odpornosci wielolekowej (z ang.
multidrug resistance proteins; MRP). Biatka ABC mogg transportowaé bardzo wiele

réznych czagsteczek przez btone komoérkowa, a do swojej aktywnosci wymagajq
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obecnosci ATP [Borst i Elferink, 2002]. Dwa biatka nalezgce do rodziny ABC, MRP4 i
MRPS mogg transportowac cykliczne nukleotydy oraz ich analogi [Kool i wsp., 1997;
Jedlitschky i wsp., 2000; Chen i wsp., 2001]. Obydwa z nich transportujg cGMP i
wykazujg wysokie powinowactwo (Km rzedu 10uM dla MRP4 i 2 uM dla MRP5) dla
tego nukleotydu, ich zdolnos¢ wigzania cAMP jest duzo nizsza, Km dla MRP4 wynosi
45 uM i 400 uM dla MRP5 [Jedlitschky i wsp., 2000; Chen i wsp., 2001]. Dotychczas
nie poznano doktadnie fizjologicznej roli transporterow cyklicznych nukleotydow,
wiadomo ze obydwa (MRP4 i 5) sg obecne w mézgu i w réznego rodzaju hodowlach
neuronéw i komorek glejowych [McAleer i wsp., 1999; Ballerini i wsp., 2002;
Hirrlinger i wsp., 2002]. Ponadto MRP4 i MRPS5 ulegajg ekspresji w komdrkach
endotelialnych tworzacych bariere krew - mézg [Zhang i wsp. 2000]. Co ciekawe
wykazano, ze eksport cyklicznych nukleotydow przez MRP5 mozna zahamowac przy
pomocy inhibitoréw fosfodiesteraz cGMP — miedzy innymi sildenafilu, zaprinastu i

dipyramidamolu [Jedlitschky i wsp., 2000; Sundkvist i wsp. 2002].
1.1.3.4. Fosfodiesterazy cyklicznych nukleotydow
Pomimo, ze cykliczne nukleotydy mogg by¢ usuwane z komorki przez transportery,

gtdbwnymi enzymami obnizajagcymi ich poziom sg fosfodiesterazy (PDE), ktére
hydrolizujg wigzanie fosfodiestrowe w cAMP i cGMP (Rycina 7.).

0
3 \ /". -
| n i 0 H H
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g - O OH OH OH
0
cGMP 5’-GMP

Rycina 7. Reakcja hydrolizy cGMP katalizowanej przez fosfodiesterazy (PDE).
Fosfodiesterazy petnig bardzo wazng role w komérkach, poprzez hydrolize cAMP

oraz cGMP determinujg ich poziom oraz czas trwania sygnatu przenoszonego przez

te kluczowe przekazniki drugorzedowe.
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Wedtug specyficznosci PDE mozna podzieli¢ na:

e hydrolizujgce tylko cAMP - PDE4, PDE7 i PDES [Bolger i wsp., 1997; Gardner
i wsp., 2000; Wang i wsp., 2001]

e hydrolizujgce tylko cGMP - PDE5, PDE6 (ktéra wystepuje wytgcznie w
komoérkach fotoreceptorowych) i PDE9 [Rosman i wsp., 1998; Florio i wsp.,
1996; Andreeva i wsp., 2001; Rentero i wsp., 2003]

e hydrolizujgce obydwa cykliczne nukleotydy - PDE1, PDE2, PDE3, PDE10 oraz
PDE11 [Yan i wsp., 1994; Martinez i wsp., 2002; Taira i wsp., 1993; Fujishige
i wsp., 1999a i b; Yuasa i wsp., 2001].

Dotychczas odkryto ponad 95 réznych izoform PDE zgrupowanych w 11 rodzin, oraz
23 geny kodujgce PDE, ktére bardzo czesto ulegajg alternatywnemu sktadaniu.
Nalezy jednak podkreslic, ze dane te dotycza wszystkich sklonowanych genow i
opisanych izoform biatek wyizolowanych z roznych tkanek licznych organizmow
(cztowieka i innych ssakow). Prawdopodobnie nie wszystkie warianty spotykane u
jednych gatunkow wystepujg u innych, tak jak to wykazano dla PDE11 [Yuasa i wsp.,
2000, Yuasa i wsp., 2001]. Rola fizjologiczna istnienia tak wielu form alternatywnego
sktadania genow dla PDE nie zostata jeszcze wyjasniona i szczegotowo zbadana.
Wiadomo, ze mogg one rézni¢ sie wtasciwosciami biochemicznymi w tym interakcji z
innymi biatkami w komodrkach, a takze wystepowaniem miejsc fosforylacji. Poniewaz
alternatywne sktadanie jest procesem specyficznym tkankowo, prawdopodobnie
poszczegolne izoformy z jednej rodziny wystepujg selektywnie w poszczegdlnych
komoérkach i tkankach [Yan i wsp., 1996; Kotera i wsp., 1999a; Miro i wsp., 2001;
Rentero i wsp., 2003].

PDEG6 jest obecna wytgcznie w komorkach siatkowki, natomiast wszystkie pozostate
10 rodzin zlokalizowano w innych komérkach osrodkowego ukfadu nerwowego
[Kincaid i wsp., 1987; Billingsley i wsp., 1990; Repaske i wsp., 1993; Furuyama i
wsp., 1994; Polli i Kincaid, 1994; Yan i wsp., 1994; Iwahashi i wsp., 1996; Reinhardt i
Bondy, 1996; Kotera i wsp., 1997; Cherry i Davis, 1999; Fujishige i wsp., 1999a;
Fawcett i wsp., 2000; Andreeva i wsp., 2001; Miro et al., 2001]. Badania lokalizacji
fosfodiesteraz wykazaty, ze komérki posiadajg zazwyczaj wiecej niz jeden rodzaj

PDE, w réznych ilosciach oraz w ré6znych kompartmentach komorkowych [Julifils i
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wsp., 1997; Beavo and Brunton, 2002]. Zestawienie 11 rodzin fosfodiesteraz wraz z

krotkg charakterystykg przedstawiono w tabeli 1.
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1.1.3.4.1. Budowa fosfodiesteraz

Wszystkie PDE majg w swojej strukturze dwie podstawowe domeny, na C-koncu
silnie konserwowang ewolucyjnie domene katalityczng zbudowang z okoto 270
aminokwasoéw, a na N-koncu domene regulatorowg. Enzymy te funkcjonujg jako
dimery (poza PDESG, ktéra jest tetramerem). W obrebie tej samej rodziny biatka te
wykazujg homologie okoto 65% lub nawet wieksza na poziomie budowy
aminokwasowej. Homologie pomiedzy PDE 2z roznych rodzin okresla sie
maksymalnie na 40% [Beavo, 1995]. Co ciekawe, homologia w obrebie tej samej
rodziny genow kodujgcych PDE u roznych gatunkéw jest bardzo wysoka i wynosi
ponad 90%.

Domeny regulatorowe monomerow PDE sg zlokalizowane na N - koncu biatek i
réznig sie budowqg oraz rozmiarem w zaleznosci od rodziny fosfodiesteraz. Domeny
te moga zawiera¢ miejsca wigzania wapnia i kalmoduliny (PDE1), allosteryczne
miejsca wigzania cGMP - tzw. domeny GAF (PDE2, PDE5, PDE6, PDE10 i PDE11),
miejsca zwigzania z btong komérkowg (PDE3), oraz miejsca fosforylacji dla réznych
kinaz biatkowych, miedzy innymi PKG i PKA. PDES8 jako jedyna posiada domene
PAS, ktéora prawdopodobnie reguluje oddziatywania miedzy biatkami i
wewnatrzkomorkowsg lokalizacje enzymu [Soderling i Beavo, 2000]. Przytaczenie
cGMP do tandemu domen GAF wywotuje rézne skutki w zaleznosci od rodzaju PDE,
na przyktad w PDE2 zwigzanie cGMP z GAF stymuluje hydrolize cAMP i cGMP
[Rosman i wsp., 1997], a przytaczenie cGMP do GAF w PDE5 zwieksza jej
fosforylacje i stymuluje aktywnos¢ PDES [Gopal i wsp., 2001; Rybalkin i wsp., 2002].
Poza PDES5 fosforylacji przez PKG lub PKA i inne kinazy ulegaja PDE1, PDES,
PDE4, PDE7, PDE10 i PDE11 [Beltman i wsp., 1993; Florio i wsp., 1994; Degerman i
wsp., 1997; Kotera i wsp., 1999b; Yuasa i wsp., 2000; Sasaki i wsp., 2002; Tabela
1.]. Analiza struktury rodzin PDE wykazata, ze enzymy te posiadajg wiele
potencjalnych miejsc fosforylacji, ktorych dokfadna funkcja nie zostata jeszcze
zbadana.

Schematyczng budowe domenowg fosfodiesteraz przedstawiono na rycinie 8.

30



NH2 DOMENY REGULATOROWE DOMENY KATALITYCZNE COOH
= PDEI
—-—| GAF I—r GAF l——t e g.’fg;iﬁéj— PDE2
— 0! s — PDE3
®
I

—®—{ GAF e GAF b~ PDES
— w7

- R PDET
i{f:?f” i — PDES
k- ¥, "; A " L 7

{7 g— PDE9

oo Ve I — o
&{ GAF H GAF }-—Ejﬂfﬁ;ﬁ’{;&;fﬁ_ﬁéﬁ’: ,,}:’fiﬁﬂ— PDE!

Rycina 8. Uproszczony zmodyfikowany schemat budowy domenowej fosfodiesteraz
na podstawie [Soderling i Beavo, 2000; Yuasa i wsp., 2000; Francis i wsp., 2001;

Sasaki i wsp., 2002], zmienione. Na schemacie zastosowano nastepujgce oznaczenia i skroty:
Ca**/CaM, domena wigzgca wapn i kalmoduline; GAF, domena GAF wigzaca cGMP; P, miejsce

fosforylacji; PAS, domena regulatorowa PAS; TM, domena transbfonowa;, UCR, konserwowany
ewolucyjnie region ,upstream”; 6, podjednostka delta; y, podjednostka gamma; A, grupy prenylowe; ¢,
domena PDZ

1.1.3.4.2. Inhibitory fosfodiesteraz
Fosfodiesterazy zostaty podzielone na 11 rodzin na podstawie opisanych wczesniej

cech, jak réwniez na podstawie ich powinowactwa do réznych inhibitorébw PDE
(Tabela 2).
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RODZINA INHIBITORY

PDE1 vipocentyna, kalmidazol, SCH 51866, zaprinast, 8-MMX, IBMX
PDE2 EHNA, IBMX, Bay 60-7550
PDE3 milrinon, cilostamid, amrinon, enoximon, SK&F 95654, IBMX

rolipram, RO 20-1724, cilomilast, roflumilast, BAY 19-8004,MEM1018,
MEM1091, IBMX

PDE4

sildenafil, vardenafil, tadafil, zaprinast, dipyridamol, SCH
PDES5 51866, SK&F 96231, WIN 65579, DMPPO, E4021, KF31327,
T-1032, T-0156, IBMX

PDEG6 sildenafil, vardenafil, tadafil, zaprinast, dipyridamol, DMPPO, E4021, IBMX
PDE7 dipyridamol, SCH51866, papaveryna, IBMX

PDES8 dipyridamol

PDE9 zaprinast w wysokich stezeniach, SCH51866

PDE10 dipyridamol, zaprinast, E4021, SCH51866, IBMX

PDE11 dipyramidol, zaprinast, E4021, SCH51866, IBMX

Tabela 2. Zestawienie inhibitorow PDE. W tabeli zastosowano nastepujgce skroty: 8-MMX —
8-metoksymetylo-3-izobutylo-1,1-metyloksantyna;, EHNA - erytro-9-(2-hydroksy-3-nonyl) adenina;
IBMX — 3-izobutylo-1-metyloksantyna.

Niektére z inhibitorébw PDE byly stosowane w medycynie na diugo zanim zostaty
poznane ich wtasciwosci hamowania fosfodiesteraz. Juz w starozytnym Egipcie kwiat
niebieskiej lilii wodnej o tacinskiej nazwie Nymphacea caerulea byt uzywany jako
srodek przeciwbolowy, poprawiajgcy pamieC i krgzenie krwi, zwiekszajacy poped
ptciowy oraz poprawiajacy nastrdj. Wspotczesne badania tej rosliny wykazaty, ze
poza fitosterolami i bioflawonoidami, kwiaty te zawierajg kilka substancji o
wiasciwosciach hamujacych aktywnos¢ fosfodiesteraz .

Na poczatku lat szescdziesigtych Butcher i Sutherland [1962] odkryli, ze
metyloksnatyny takie jak kofeina i teofilina hamujg rozktad cyklicznych nukleotyddw.
Dzieki olbrzymiej réznorodnosci sekwencji kodujgcych domeny katalityczne i
regulatorowe oraz specyficznosci tkankowej ekspresji PDE istniejg duze mozliwosci
opracowania selektywnych inhibitorow dla poszczegdlnych izoform [Beavo i

Reifsnyder, 1990]. Inhibitory PDE sg obecnie stosowane w leczeniu wielu chordéb
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takich jak astma, choroby uktadu sercowo-naczyniowego, depresja i zaburzenia
potencji [Essayan, 2001; Corbin i wsp., 2002; Sturton i Fitzgerald, 2002].
Metyloksantyny takie jak kofeina, teofilina czy IBMX oraz papaweryna nalezg do
grupy niespecyficznych inhibitorow PDE. Substancje te hamujg aktywnos¢ PDE
hydrolizujagcych cGMP i cAMP, charakteryzujg sie niskim powinowactwem (Ki rzedu
1mM), sg obecnie nazywane inhibitorami PDE pierwszej generacji. Wadg tych
inhibitorow jest czeste wywotywanie dziatan niepozadanych (efektéw ubocznych),
takich jak zaburzenia w metabolizmie adeniny [Dousa, 1999].

Inhibitor PDES, cytrynian sildenafilu opracowany przez firme Pfizer i sprzedawany
jako Viagra® byt poczatkowo badany pod katem stosowania w leczeniu dusznicy
bolesnej, a obecnie jest chyba najbardziej znanym inhibitorem PDE, z powodzeniem
stosowanym w zaburzeniach erekcji. Od czasu wypuszczenia na rynek sildenafilu
zainteresowanie selektywnymi inhibitorami PDE znaczaco wzrosto, opracowano
liczne inhibitory PDE drugiej generacji o bardzo wysokim powinowactwie (Ki od
niskich wartosci yM do nM) i specyficznosci dla poszczegdlnych rodzin PDE. | tak
powstaty kolejne inhibitory PDES vardenafil i tadafil, obydwa réwniez stosowane w
leczeniu zaburzen erekcji. Ponadto wyprodukowano selektywne inhibitory PDE4
takie jak cilomilast i roflumilast, ktére obiecujaco przechodzg kolejne etapy badan
klinicznych pod katem leczenia chorob uktadu oddechowego takich jak przewlekta
obturacyjna choroba ptuc i astma [Sturton i Fitzgerald, 2002]. Badany klinicznie jest
réwniez inhibitor PDE2 i PDES, exisulind [Liu i wsp., 2001] sprzedawany przez firme
Cell Pathways Inc. pod nazwa Aptosyn® . Jest to lek wywotujacy apoptoze w wielu
rodzajach komorek nowotworowych i hamujacy rozwdj guzéw w modelach
zwierzecych. Exisulind hamuje dziatanie PDE2 i PDE5 przez co zwigeksza poziom
cGMP i aktywacje PKG, dzieki fosforylacji dochodzi do aktywac;ji transkrypcji kaspaz i
apoptozy komoérek nowotworowych [Haanen, 2001]. Exisulind bada sie pod katem
leczenia raka sutka, ptuc, prostaty i jelita grubego. Wykazano rowniez, ze inhibitory
PDES5, zaprinast i T-1032 majg dziatanie neuroprotekcyjne i rozwaza sie ich
stosowanie w leczeniu stwardnienia zanikowego bocznego [Nakamizo i wsp., 2003].
Ponadto zaobserwowano, ze sildenafil korzystnie wptywa na procesy regeneraciji

mozgu po udarze [Zhang i wsp., 2002].
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1.2. Wplyw starzenia na sciezke sygnatlowg NO/cGMP w mézgu

Proces starzenia znaczaco wptywa na metabolizm NO i cGMP w mdzgu. Zmianom
ulegajg ekspresja i aktywno$¢ enzymoéw zaangazowanych w synteze i degradacje
tych przekaznikbw sygnatu. Prawdopodobnie zmiany te majg zwigzek z
uposledzeniem mozliwosci poznawczych u osob starszych. W 1998 roku McCann i
wsp. zaproponowali hipoteze zaleznego od NO starzenia mézgu. Wedtug tej teorii,
powtarzajgce sie infekcje i procesy zapalne w obrebie OUN i organéw obwodowych
mogg prowadzi¢ do aktywacji indukowanej izoformy NOS i w ten sposob zwiekszaé
poziom NO w mézgu. Patologicznie podwyzszony poziom NO wraz z zaburzeniami w
sygnalizacji glutaminianergicznej mogg prowadzi¢ do uszkodzen neurondw i gleju, a
gtbwnymi skutkami tych procesow sg zaburzenia w wydzielaniu hormondw,
mediatorow zapalnych oraz uposledzenie plastycznosci neuronalnej i mozliwosci

poznawczych starczego moézgu [McCann i wsp., 1998].

1.2.1. Wplyw starzenia na ekspresje i aktywnosé¢ NOS

Wyniki badan dotyczacych zmian ekspresji i aktywnosci NOS w roéznych czesciach
mozgu sg dos¢ niespojne. Wedtug niektorych grup badawczych ekspresja i
aktywnos¢ tego enzymu spada w procesie starzenia, wedtug innych rosnie, a sg tez

dane sugerujgce brak statystycznie znamiennych zmian.

W badaniach przeprowadzonych na starych szczurach obserwowano 30 - 60%
spadek liczby neuronéw syntetyzujgcych nNOS w prazkowiu i jgdrach okolicy
podwzgoérza [Cha i wsp. 1998, 2000]. Podobne wyniki przy uzyciu reakciji
immunohistochemicznej dla NADPH-diaforazy (biochemicznego markera obecnosci
NOS) uzyskali Yamada i wsp. [1996]. Obnizenie poziomu mRNA i biatka NOS w
mozdzku starczym wykazata réwniez grupa Yu i wsp. [2000]. Na spadek aktywnosci
tego enzymu w mozgu w procesie starzenia wskazujg rowniez wyniki innych badan
[Mollace i wsp., 1995; Vallebuona i Raiteri, 1995, Paul i wsp., 2005]. Zaobserwowano
tez, ze podczas starzenia maleje zalezna od pobudzenia receptora NMDA synteza
NO i cGMP [Vallebuona i Raiteri, 1995; Chalimoniuk i Strosznajder, 1998]. Niemnigj
jednak opublikowano réwniez prace informujace o wzroscie ekspresji i aktywnosci

NOS w niektérych regionach mézgu. W 1999 La Porta i Comolli zaobserwowali
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wzrost ekspresji mMRNA dla nNOS w hipokampie starych szczuréw oraz indukcje
INOS [La Porta i Comolli, 1999; Vernet i wsp., 1998]. Wzrost aktywnosci
podstawowej NOS w mdzgu starczym byt rowniez stwierdzony przez Chalimoniuk i
Strosznajder [1998] oraz Jesko i wsp. [2003]. Ponadto wykazano, ze u starych
szczuréw dochodzi do zwiekszenia aktywnosci NOS w hipokampie, korze mozgu i
mozdzku w poréwnaniu do zwierzat dorostych [La Porta i Comolli, 1999; Jesko i
wsp., 2003]. Natomiast badania przeprowadzone na starczym moézgu ludzkim nie
wykazaty dotychczas statystycznie znamiennych réznic w ekspresji i aktywnosci NOS
[Blum-Degen i wsp., 1999]. Wiekszos¢ autorow prac dotyczacych ekspresji i
aktywnosci NOS w mézgach starczych zgadza sie co do faktu, ze parametry te sg
wysoce zmienne w zaleznosci od badanych czesci mozgu, od rasy zwierzat, stanu

ich zdrowia, warunkéw hodowli oraz warunkdéw przechowywania materiatu.

1.2.2. Ekspresja i aktywnos¢ sGC i PDE oraz poziom cGMP podczas starzenia

sie mézgu

Bioragc pod uwage fakt, ze w OUN gtéwnym ,receptorem” tlenku azotu, aktywowanym
nawet przy bardzo niskich nanomolarnych stezeniach NO, jest sGC [Garthwaite,
1991]; zmiany w syntezie NO zachodzgace w procesie starzenia wpltywajg

bezposrednio na synteze i poziom cGMP w mozgu.

W badaniach elektrofizjologicznych wykazano, ze juz u szczuréw 7 miesiecznych
dochodzi do znacznego obnizenia funkcji przekaznikowej w ukfadzie
NMDA/NO/cGMP w porownaniu do szczurow 3 miesiecznych, co zdaniem autorow
pracy ttumaczy gorsze wyniki tych zwierzat w tescie labiryntu i lezy u podstaw
upos$ledzenia pamieci przestrzennej w procesie starzenia [Piedrafita i wsp., 2007].
Podstawowy poziom cGMP w hipokampie i moézdzku starych (28 miesiecznych)
zwierzat jest znaczaco obnizony w porownaniu do szczurow dorostych, natomiast w
korze mdbzgu nie zaobserwowano spadku poziomu cGMP. Przy uzyciu
niespecyficznego inhibitora PDE, IBMX wykazano ze za obnizenie poziomu cGMP
odpowiedzialna jest podwyzszona aktywnos¢ PDE w mézgu starczym [Chalimoniuk i
Strosznajder, 1998]. Jednoczesnie w tej samej pracy zaobserwowano wzrost

aktywnosci sGC w hipokampie i mézdzku starych szczuréw, co wskazuje ze
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robwnowaga przemian metabolicznych zostaje przesunieta na korzys¢ degradacji
cGMP. Z drugiej strony wyniki Ibarra i wsp. [2001] sugeruja, ze w korze i prazkowiu
starczego ludzkiego mozgu ekspresja sGC jest obnizona w poréwnaniu z moézgiem
dorostym. Autorzy pracy podejrzewajg, ze do obnizenia ekspresji sGC i poziomu
biatka a1 i B1 cyklazy guanylanowej moze dochodzi¢ w wyniku obumierania komoérek
produkujacych sGC w starczym modzgu. Analiza ekspresji mRNA fosfodiesteraz
hydrolizujagcych cGMP w mozgach osob starych wykazata, ze PDE2 i PDE9 sg
obecne w korze mozgu, prgzkowiu i hipokampie. W mobzgu starczym nie

zlokalizowano natomiast PDES [Reyes-Irisarri i wsp., 2007].

1.3. Uklad cholinergiczny, glutaminianergiczny, pamie¢ i cGMP

Uktadami neurotransmiterowymi zaangazowanymi w plastyczno$¢ synaptyczng i
zdolnosci poznawcze sg uktad glutaminianergiczny i ukfad cholinergiczny. Ten
pierwszy bierze udziat w procesach LTP i LTD, ktére sg uwazane za komodrkowe
mechanizmy uczenia i pamieci [Watkins i Jane, 2006]. Do wywotania obydwu tych
proceséw niezbedna jest aktywacja receptoréw glutaminianergicznych. Receptory
NMDA sg zaangazowane w powstawanie plastycznosci w synapsach warstw CA1 i
CA3 w hipokampie [Silva, 2003]. Podczas dtugotrwatego wzmocnienia naptyw jonow
wapnia przez kanaty receptorow NMDA wywotuje zwiekszenie liczby wbudowanych
w btone postsynaptyczng receptorow AMPA i to wtadnie one sg odpowiedzialne za
przekazywanie potencjatéw. Stopien aktywacji receptorow NMDA zalezy od
zewnatrzkomérkowego stezenia jonow magnezu blokujacych receptory. Podczas
silnej stymulacji przy wysokim potencjale btony komérkowej dochodzi do aktywacji
receptorow AMPA i zalezna od napiecia blokada magnezowa zostaje zwolniona, a
przytgczenie glutaminianu powoduje naptyw jondw wapnia do postsynaptycznych
zakonczen nerwowych, tam aktywuje kinaze zalezng od wapnia i kalmoduliny
CaMKIl, NOS i uwalnianie NO. Jest to bardzo ztozony proces, w ktory
zaangazowane sg liczne biatka zageszczen postsynaptycznych w tym PDZ 95.
Zagadnienie to omowiono na tamach wielu prac pogladowych [Bear i Malenka, 1994;
Contractor i Heinemann 2002; Lynch, 2004; Stanton, 1996] NO jako przekaznik

zwrotny dyfunduje do zakonczen presynaptycznych, gdzie aktywuje sGC, a wysoki
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poziom syntezy cGMP dodatkowo stymuluje uwalnianie glutaminianu [Dawson i
Snyder., 1994; McDonald i wsp., 2006]. Zablokowanie receptorow NMDA uposledza
niektére rodzaje pamieci u szczurow [Luft i wsp., 2008; Manahan-Vaughan i wsp.,
2008; May-Simera i Levin, 2003, Ohno i Watanabe, 1996]. Metabotropowe receptory
glutaminianergiczne typu | i Il zlokalizowane w korze okotowechowej uczestniczg w
powstawaniu (nabywaniu) pamieci rozpoznawczej [Barker i wsp., 2006]. Ponadto
wykazano przy uzyciu transgenicznych myszy, ze nadekspresja genu NR2B
kodujgcego podjednostke receptora NMDA powoduje znaczng poprawe pamieci
zwierzat, a wytgczenie gendw receptora NMDA w warstwie CA1 hipokampa
znaczgco uposledza pamiec [Silva, 2003; Nakajima i Tang, 2005]. Agonisci receptora
NMDA oraz zwigzki wptywajgce na jego aktywnosc takie jak glicyna i D-seryna, jak
réwniez agonisci receptora AMPA i receptora kainowego powodujg wzrost stezenia
cGMP w mdzdzku i hipokampie poprzez aktywacje nNOS lub eNOS [Danysz i wsp.,
1989; Gairthwaite 1991; Mayer i wsp., 1992; Wood i Rao, 1991; Wood i wsp., 1992]
W wyniku stymulacji receptorow metabotropowych nastepuje uwalnianie jonow
wapnia z magazyndéw wewnagtrzkomorkowych przy udziale inozytolo(1,4,5)
trifosforanu (IP3), wzrasta aktywno$¢é NOS i stezenie cGMP. PKG fosforyluje PKC
hamujac jej aktywnosc¢, co prowadzi do obnizenia aktywnosci fosfolipazy C (PLC) i
zmniejszenia syntezy IP3; PKG moze tez fosforylowaC podjednostki kanatéw
wapniowych typu L i N i w ten sposéb modulowaé¢ posrednio uwalnianie
neuroprzekaznikéw [Hell i wsp., 1994; Meriney i wsp., 1994]. Ponadto jony wapnia
mogg aktywowac fosfolipaze A,  co powoduje uwolnienie kwasu arachidonowego i
eikozanoidow [Phillis i O’Regan, 2004] Te zwigzki moga dziataC jako przekazniki
zwrotne i dyfundujgc do czesci presynaptycznej regulowac¢ uwalnianie glutaminianu
[Danysz i wsp., 1995]. Podczas starzenia mézgu dochodzi do uposledzenia dziatania
uktadu glutaminianergicznego. Wychwyt zwrotny oraz uwalnianie glutaminianu w
mozgu starczym sg znaczaco obnizone [McEntee i Crook, 1993]. Ponadto w
procesie starzenia spada ilos¢ miejsc wigzania ligandow do receptora NMDA
[Tamaru i wsp., 1991]. W modzgu starczym obserwuje sie rowniez obnizenie ilosci
postsynaptycznych receptorow NMDA oraz zmniejszenie ich wrazliwosci na agoniste
i niektore modulatory. W procesie starzenia nie zmieniajg sie natomiast receptory
AMPA i kwasu kainowego [Tamaru i wsp., 1991]. Ukfady glutaminianergiczny i
cholinergiczny oddziatujg pomiedzy sobg za posrednictwem receptoréw

nikotynowych [May-Simera i Levin, 2001], muskarynowych [Dudkin i wsp., 1995],
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AMPA i NMDA. Neurony cholinergiczne mogg posiadac¢ receptory NMDA, a nawet
uwalnia¢ glutaminian. Ponadto neurony glutaminianergiczne pobudzajg neurony
cholinergiczne za posrednictwem neurondw histaminergicznych [Philippu i Prast,
2001a)]. W korze okotowechowej mdzgu podczas zapamietywania zapachow i
smakow neurotransmisja cholinergiczna odbywa sie niezaleznie od pobudzenia
receptorow AMPA i NMDA [Gutierrez i wsp., 2004]. Z kolei w hipokampie pobudzenie
receptorow muskarynowych M2 neuronéw w warstwach CA1 i CA3 hamuje
aktywnos¢ receptoréw glutaminianergicznych [Fernandez de Sevilla i wsp., 2002;
Buno i wsp., 2006]. W formacji Broca i okolicach przegrody $rodkowej, czesci
przodomozgowia unerwiajgcej hipokamp i zaangazowanej w procesy poznawcze,
neurony cholinergiczne wspotwystepuja z neuronami glutaminianergicznymi i
GABAergicznymi. Badania Manseau i wsp. [2005] wykazaty, ze neurony
glutaminianergiczne mogg pobudzaé sgsiadujgce z nimi neurony GABAergiczne i
cholinergiczne, a zablokowanie receptorow glutaminianergicznych w tej czesci
mozgu zaburza procesy uczenia sie i pamieci [lzquierdo, 1994].

Jak wykazano w wielu badaniach in vitro i in vivo, NO moze wptywa¢ na uwalnianie
acetylocholiny a takze glutaminianu [Philippu i Prast, 2001b]. Prawdopodobnie te
dwa ukfady uzupetniajg sie i wspotuczestniczg w powstawaniu pamieci, a NO i cGMP
funkcjonujg jako przekazniki sygnatu w obydwu z nich.

Acetylocholina jest zaangazowana w prawidtowy rozwoj kory mézgu i jej aktywnosc¢
funkcjonalng. Bierze udziat w kontroli ukrwienia moézgu, regulacji cyklu snu i
czuwania oraz w procesach poznawczych. Wyniki najnowszych prac zwracajg uwage
na role acetylocholiny w aktywnosci neuronédw w procesach powstawania

pobudzenia i skupienia uwagi w mechanizmach niezbednych dla nabywania pamieci.

Unerwienie cholinergiczne moézgu skiada sie z neuronéw okolicy podstawnej
przodomozgowia znajdujgcych sie w polu przysrodkowym przegrody mézgu, jadrze
pasma przekatnego formacji Broca i wielkokomorkowym jadrze podstawnym
Meynerta. Do tego uktadu zaliczamy réwniez neurony cholinergiczne jadra
konarowo-mostowego i jadra grzbietowo-bocznego nakrywki. Ponadto interneurony
cholinergiczne wystepuja w prazkowiu i korze moézgu oraz jgdrach nerwow

czaszkowych [Semba i Fibiger, 1989; Wainer i wsp., 1993; Aznavour i wsp., 2003].

W mechanizmach uczenia sie i pamieci kluczowg role odgrywajg neurony

cholinergiczne okolicy podstawnej przodomédzgowia, ktére unerwiajg kore mdézgowg
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oraz hipokamp. Neurony cholinergiczne tej czesci mézgowia sg odpowiedzialne za
efekty amnestyczne lekéw antycholinergicznych zaréwno u zwierzat, jak i u ludzi
[Drachaman i Leavitt, 1974]. W bardzo wielu pracach dowiedziono, Zze blokowanie
muskarynowych receptoréw cholinergicznych lub uszkodzenie drég projekciji
cholinergicznej uposledza pamie¢ badang réoznymi rodzajami testow behawioralnych
[miedzy innymi: Roussinov i Yonkov, 1976; Diaz del Guante i wsp., 1991; Fontana i
wsp., 1994; Nilsson i Gage, 1993; De-Mello i Carobrez, 2002; Bertaina-Anglade i
wsp., 2006], a stymulacja uwalniania acetylocholiny w hipokampie poprawia pamiec
[miedzy innymi: Fontana i wsp., 1994; Bejar i wsp., 1999], podobnie jak hamowanie

acetylocholinoesterazy [Prickaerts i wsp., 2005].

W procesie fizjologicznego starzenia zmniejsza sie iloS¢ i wielkoS¢ neurondw
cholinergicznych, zmienia sie ich morfologia, obniza sie ilos¢ receptoréw
muskarynowych i nikotynowych, zmniejsza sie synteza i uwalnianie acetylocholiny
oraz wychwyt choliny. Stwierdzono ponadto obnizenie aktywnosci acetylotransferazy
cholinowej oraz przyspieszenie okresu zanikania LTP w hipokampie. Zmiany te w
réznym stopniu przyczyniajg sie do zaburzeh zdolnosci poznawczych
charakterystycznych dla starzenia [Strosznajder i Mossakowski, 2001; Burke i
Barnes, 2006].

Rola acetylocholiny i uktadu cholinergicznego w procesach poznawczych jest dzisiaj
niekwestionowana, podobnie jak udziat w tych procesach NO i cGMP. Zwigzek
acetylocholiny z cGMP po raz pierwszy opisat Ferendelli i wsp. [1970]. Po
podskérnym podaniu agonisty receptorow muskarynowych M1, oksotremoryny
myszom zaobserwowano wzrost poziomu cGMP w korze mozgu i moézdzku.
Podobny efekt uzyskano po podaniu antagonisty receptoréw muskarynowych,
atropiny. Podanie agonisty tgcznie z antagonistg nie powodowato zwiekszenia
poziomu cGMP [Ferrendelli i wsp., 1970; De Vente, 2004].

Mimo iz od 1970 roku uptyneto juz prawie 40 lat, do dzisiaj nie jest catkowicie
poznana rola stymulowanej przez acetylocholine syntezy cGMP w mozgu. Wydaje
sie, z2 NO i cGMP umozliwiajg interakcje pomiedzy réznymi uktadami
neuroprzekaznikowymi w moézgu. W jadrze podtlezacym NO i cGMP aktywujg
uwalnianie acetylocholiny poprzez wzmocnienie uwalniania glutaminianu [Prast i
wsp., 1998]. Interneurony cholinergiczne prazkowia uwalniajg acetylocholine po

pobudzeniu przez zakohczenia glutaminianergiczne przy udziale receptorow
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glutaminianergicznych metabotropowych [Berg i wsp., 2007] i jonotropowych [Arruda
Paes i wsp., 2004]. Z kolei w korze wzrokowej to unerwienie cholinergiczne i
receptory muskarynowe M1 umozliwiajg aktywacje neuronalng i tak zwane mLTD za
posrednictwem receptorow NMDA. Ten rodzaj plastycznosci synaptycznej stanowi
mechanizm cholinergicznej modyfikacji przekaznictwa glutaminianergicznego i
umozliwia przekazywanie informacji wzrokowej niezbednej dla powstawania pamieci
[McCoy i McMahon, 2007]. Mechanizm mLTD podczas ktérego dochodzi do
diugotrwatej depresji synaps CA3 - CA1 za posrednictwem receptoréw
muskarynowych M1, zachodzi w hipokampie. Ten rodzaj plastycznosci jest zalezny
od pobudzenia i aktywacji receptorébw NMDA i sktadajg sie na niego dtugotrwate
pobudzenie (LTP) wywotane przez stymulacje o wysokiej czestotliwosci i LTD
indukowane przez stymulacje o niskiej czestotliwosci. Chociaz podczas mLTD w tej
czesci hipokampa agonista receptorbw muskarynowych indukuje LTD za
posrednictwem mechanizméw innych niz aktywacja receptoréw NMDA [McCutchen i
wsp., 2006].

W badaniach immunohistochemicznych oraz badaniach ekspresji genéw wykazano,
ze neurony cholinergiczne podstawy przodomézgowia syntetyzujg NOS [Vincent i
Kimura, 1992; Sugaya i McKinney, 1994], a takze ze poziom ekspresji NOS w
komorkach cholinergicznych jest regulowany przez NGF [Holtzman i wsp., 1994].
Natomiast interneurony cholinergiczne kory mézgu nie wykazujg obecnosci NOS
[Vincent i Kimura, 1992]. Aktywacja NOS w komoérkach cholinergicznych moze
zachodzi¢ za posrednictwem receptorow NMDA [Garthwaite, 1991; Garthwaite i
Boulton, 1995]. Mozna bytoby oczekiwaé, ze aktywacja receptorow muskarynowych
prowadzi do aktywacji NOS, syntezy NO i produkcji cGMP, ale mechanizm taki
zaobserwowano jak narazie tylko w hodowlach komérkowych [Castoldi i wsp., 1993;
De Vente, 2004].

Badano rowniez wptyw aktywnosci transferazy acetylocholinowej na poziom cGMP i
wykazano ze zwiekszenie aktywnosci transferazy powoduje podniesienie poziomu
cGMP [Wiemer i wsp, 1989]. W doswiadczeniach na skrawkach mozgu dowiedziono,
ze agonisci receptorow muskarynowych zwiekszajg poziom cGMP [Black i wsp.,
1979; Nordstom i wsp., 1983], zwtaszcza w regionie CA3 hipokampa [Kinnier i wsp.,
1980]. W licznych doswiadczeniach wykazano, ze agonisci i antagonisci receptoréw

muskarynowych mogg stymulowaé synteze cGMP w réznych regionach moézgu wielu
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gatunkéw zwierzat [De Vente, 2004]. Taka obserwacja sugeruje, ze za podniesienie
poziomu cGMP w tych dwoch przeciwstawnych sytuacjach, zaangazowane sa rézne
mechanizmy, a konkretnie rozne rodzaje receptoréw muskarynowych. Mozliwe, ze
atropina zwieksza poziom cGMP w cze$ci presynaptycznej zakohczeh neurondw
cholinergicznych przez blokowanie autoreceptorow M2. Z drugiej strony agonisci
receptorow cholinergicznych mogg stymulowaé synteze cGMP w czesci
postsynaptycznej za posrednictwem receptora M3 [Tonnaer i wsp., 1991]. Wykazano
rowniez, ze NO/cGMP/PKG wptywajg na zwieksza uwalniania acetylocholiny
[Trabace i Kendrick, 2000], miedzy innymi w rejonie mdzgu odpowiedzialnym za

powstawanie pobudzenia [Lydic i wsp., 2006].

W 2000 roku wykazano po raz pierwszy w badaniach poziomu immunoreaktywnosci
cGMP, ze NO zwieksza poziom cGMP w interneuronach cholinergicznych kory i
prazkowia oraz we witdknach projekcji cholinergicznych neuronéw przodomozgowia

dorostych szczurow [De Vente i wsp., 2000 i 2001].

1.3.1. Modyfikacja sciezki sygnatowej NO/cGMP w badaniach procesow

uczenia sie i pamieci.

Zdolnos¢ do zapamietywania nowych informacji jest niezwykle istotna dla
prawidtowego funkcjonowania organizmu. Zaburzenia mechanizmoéw uczenia sie i
pamieci przejawiajg sie w postaci roznych schorzen, od fagodnych ubytkéw pamieci
charakterystycznych dla fizjologicznego starzenia, az do powaznych demenciji takich
jak choroba Alzheimera. Zrozumienie mechanizméw komunikacji komorkowej, ktére
lezg u podstaw powstawania pamieci jest bardzo istotne z klinicznego punktu
widzenia. W 1957 roku Scoville i Milner wykazali, ze hipokamp odgrywa wazng role
w powstawaniu pamieci. Usuniecie tej struktury mézgu powoduje utrate mozliwosci
zapamietywania nowych wiadomosci. Pomimo kontrowersji na temat mechanizméw
powstawania pamieci, generalnie przyjmuje sie, ze przechowywanie informacji w
mozgu jest zalezne od sity potgczen synaptycznych pomiedzy neuronami. Procesem
lezacym u podstaw uczenia sie i pamieci na poziomie komorkowym jest dtugotrwate
wzmochienie synaptyczne (LTP) [Bliss i Lomo, 1973]. LTP polega na wzmocnieniu
przekazywania sygnatu z neuronu do neuronu. Dzieki modyfikacji funkcjonalnych

pofgczen pomiedzy komorkami wzrasta efektywno$é przekazywania sygnatu
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pomiedzy nimi. Informacja docierajgca z komoérki presynaptycznej wywotuje
odpowiedz w czesci postsynaptycznej, rowniez komorka presynaptyczna dzieki
przekaznikom zwrotnym odbiera informacje od neuronu postsynaptycznego i w ten
SposOb rozpoczyna sie proces wzmocnienia synaptycznego. Dzieje sie tak w wyniku
czestego pobudzania synapsy - potgczenia czesciej uzywane stajg sie silniejsze.
Przekaznikiem zwrotnym umozliwiajgcym efektywne przekazywanie informacji z
czesci postsynaptycznej do presynaptycznej w wyniku pobudzenia receptorow
glutaminianergicznych NMDA jest NO. Zahamowanie syntezy NO przez inhibitory
NOS Ilub zastosowanie wigzacej NO hemoglobiny, hamuje LTP w skrawkach
hipokampa [Bohme i wsp., 1991; Schuman i Madison, 1991; Bon i wsp., 1992].
Ponadto wykazano, ze zahamowanie aktywnosci sGC oraz PKG rowniez zaburza
LTP [Zhuo i wsp., 1994; Monfort i wsp., 2002; Bon i Gartwaite, 2003]. Zastosowanie
donoréw NO lub analogéw cGMP stymuluje LTP [Zhuo i wsp., 1994; Arancio i wsp.,
1995]. Monfort i wsp. [2002] wykazali, ze do wywotania LTP niezbedna jest
aktywacja sGC, synteza cGMP i aktywacja PKG, a nastepnie hydrolizujgcych cGMP
fosfodiesteraz. Mimo iz z przedstawionych prac wynika jasno, ze NO/cGMP/PKG sg
niezbedne dla funkcjonowania LTP; nalezy wspomnie¢ ze rola NO w tym procesie
jest caty czas dyskutowana. Istnieje kilka prac, ktére nie potwierdzajg udziatu NO w
LTP [miedzy innymi Kleppisch i wsp., 1999] . Autorzy badan podejrzewaja, ze
sprzecznos¢ wynikow jest spowodowana uzywaniem réznych szczepow zwierzat
oraz procedur doswiadczalnych [Son i wsp., 1998; Holscher, 2002].

Silne argumenty za udziatem NO i cGMP w procesach poznawczych pochodzg z
badan behawioralnych, podczas ktorych analizuje sie dziatanie rozmaitych substancji
wptywajgcych na procesy zalezne od NO/cGMP. Pierwszy dowdd na udziat NO w
powstawaniu pamieci pochodzi z 1992 roku. Podczas testu biernego unikania
przeprowadzonego na mitodych kurczetach Holscher i Rose [1992] wykazali, ze
zahamowanie aktywnosci NOS przez N-nitro-L-arginine (NNLA) hamuje
powstawanie pamieci dtugotrwatej, a jednoczesne podanie substratu NOS, L-argininy
przywraca zwierzetom mozliwo$¢ zapamietywania. Badania na bezkregowcach
wykazaty, ze zahamowanie NOS uposledza uczenie warunkowane u $limakow
[Teyke, 1996; Katzoff i wsp., 2002], zapamietywanie wzrokowe i dotykowe u
osmiornic [Robertson i wsp., 1994], pamie¢ wechowg u pszczét [Muller, 1996; Hosler
i wsp., 2000] oraz pamieC przestrzenng u Swierszczy [Jaffe i Blanco, 1994]. U

dorostych ssakow zahamowanie syntezy NO powoduje uposledzenie pamieci
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Zwigzanej z powonieniem u owiec [Kendrick i wsp., 1997] i pamieci rozpoznawczej u
szczurow [Prickaerts i wsp., 1997; Blokland i wsp., 1998; Pitsikas i wsp., 2002],
procesdw uczenia sie u nowourodzonych szczurow [Myslivecek i wsp., 1996;
Samama i Boehm 1999], pamieci przestrzennej u dorostych szczuréw [Bohme i wsp.,
1993; Choopani i wsp., 2008; Yamada i wsp., 1995; Zou i wsp., 1998], pamieci
socjalnej [Bohme i wsp., 1993], pamieci badanej w tescie pasywnego unikania u
szczuréw [Bernabeu i wsp., 1995; Fin i wsp., 1995; Huang i Lee, 1995] i myszy
[Baratti i Kopf, 1996] oraz znaczaco zaburza zdolnosci poznawcze u mailp
[Prendergast i wsp., 1997; Prast i Philippu, 2001]. Wszystkie te odkrycia jasno
potwierdzajg kluczowg role jakg odgrywa NO w procesach uczenia sie i pamieci, a
ponadto dowodzg, ze jego rola jest ewolucyjnie zachowana u wielu gatunkow
zwierzat. W badaniach procesow poznawczych u szczuréw najczesciej stosuje sie
dwa testy behawioralne — test pamieci rozpoznawczej i test biernego unikania. W
tescie pamieci rozpoznawczej bada sie czy zwierze pamieta obiekt, ktdry zostat mu
zaprezentowany podczas 1 sesji poznawczej po uptywie okreslonego okresu czasu.
Test biernego unikania polega na badaniu czy szczur zapamietat negatywny bodziec
w postaci impulsu elektrycznego. W obydwu rodzajach testéw pamieci wykazano, ze
decydujgce znaczenie ma czas podania inhibitora NOS. Do zaburzenia pamieci
dochodzi tylko jezeli inhibitor NOS zostanie podany bezposrednio przed sesjg
poznawczg lub bezposrednio po niej, zastosowanie inhibitorow na innych etapach
doswiadczenia nie ma wptywu na pamie¢ zwierzat [Bernabeu i wsp., 1995; Fin i
wsp., 1995; Blokland i wsp., 1998], podobnie zastosowanie inhibitoréw sGC
uposledza pamie¢ tylko jezeli nastepuje bezposrednio po sesji poznawczej
[Bernabeu i wsp., 1997]. W badaniach biochemicznych wykazano, ze aktywno$é
NOS, sGC oraz poziom cGMP i aktywnosé PKG ulega podwyzszeniu w hipokampie
bezposrednio po 2 sesji testu biernego unikania, w ktorej bada sie pamiec¢ szczuréw
[Bernabeu i wsp., 1995; Bernabeu i wsp., 1996; Bernabeu i wsp., 1997. Na
podstawie przytoczonych prac mozna stwierdzi¢, ze NO oraz sGC i cGMP sg
zaangazowane w powstawanie pamieci.

Pierwsze doswiadczenia, ktore wykazaty role PDE w procesach poznawczych
przeprowadzono na muszce owocowej Drosophila melanogaster. W 1976 roku
zidentyfikowano gen o nazwie dunce zwigzany z uposledzeniem pamieci u muszek
[Dudai i wsp., 1976], pdzniej okazato sie, ze jest to gen ktéry koduje PDE4

hydrolizujacg cAMP [Byers i wsp., 1981]. Dzisiaj wiadomo, ze gen ten ma swoj
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homolog u ludzi [Swinnen i wsp., 1989; Monaco i wsp., 1994]. Inna mutacja
zaburzajgca zdolnosci poznawcze u Drosophila melanogaster wystepuje w genie
rutabaga i prowadzi do zmian w aktywnos$ci cyklazy adenylanowej [Feany, 1990],
podobnie mutacja o nazwie amnesiac uposledza synteze cAMP [Feany i Quinn,
1995].

Badania roli fosfodiesteraz w procesach poznawczych u dorostych ssakow
rozpoczeto od badan na szczurach. Roussinov i Yonkov [1976] wykazali, ze
niespecyficzny inhibitor PDE, kofeina poprawia pamieé przestrzenng analizowang
przy uzyciu testu labiryntu, a ponadto dowiedli przy uzyciu skopolaminy, ze w
powstawanie pamieci przestrzennej zaangazowany jest uktad cholinergiczny. U
myszy zastosowanie niespecyficznego inhibitora PDE, IBMX [Villiger i Dunn, 1981]
lub papaveryny [Chutae, 1981] oraz selektywnego inhibitora PDE4, RO-20-1724
[Villiger i Dunn, 1981] prowadzi do poprawy pamieci ocenianej przez test biernego
unikania. Badania Prickaertsa i wsp. [1997] wykazaty, ze zaprinast, inhibitor PDES
hydrolizujagcej cGMP, poprawia pamie¢ rozpoznawczg u dorostych szczurow oraz
jest w stanie przywréci¢ zdolnos¢ do zapamietywania obiektu uposledzong przez
podanie zwierzetom inhibitora NOS. Zaobserwowano réwniez, ze podanie analogu
cGMP (ale nie cAMP) bezposrednio do hipokampa po sesji poznawczej poprawia
wyniki dorostych szczuréw w tescie pamieci rozpoznawczej [Prickaerts i wsp., 2002a]
oraz tescie biernego unikania [Bernaubeu i wsp., 1996]. Na podstawie wynikow
uzyskanych dla inhibitoréw PDES mozna stwierdzi¢, ze cGMP jest zaangazowany
gtbwnie we wczesne etapy konsolidacji pamieci w hipokampie zwierzat dorostych.
Stwierdzono, ze inhibitory PDE5 podnoszg poziom cGMP w hipokampie, a takze ze
ich wptyw na pamiec jest silnie zalezny od czasu podania [Prickaerts i wsp., 2002b;
Prickaerts i wsp., 2004; Prickaerts i wsp., 2005]. W badaniach na dorostych
szczurach i myszach dowiedziono réwniez, ze selektywne zahamowanie
hydrolizujgcej cGMP PDE2 poprawia pamie¢ socjalng, rozpoznawczg i przestrzenng

zwierzat [Boess i wsp., 2004].
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2. Zatozenia i cele pracy

Tlenek azotu i cykliczny GMP sg waznymi przekaznikami informacji
miedzykomorkowej i wewnatrzkomaorkowej. Zwigzki te biorg udziat w wielu procesach
fizjologicznych oraz patologicznych zachodzacych w moézgu. Od dawna badane jest
ich znaczenie w procesach poznawczych. Z dotychczasowych badan wiadomo, ze
NO i cGMP biorg udziat w dtugotrwatej depresji synaptycznej i diugotrwatym
wzmochnieniu synaptycznym. Wykazano réwniez, ze analogi cGMP oraz inhibitory
hydrolizujagcych go fosfodiesteraz poprawiaja zdolnosci poznawcze dorostych
zwierzat, a inhibitory syntazy tlenku azotu oraz leki antycholinergiczne uposledzajg
pamiec.

Uktad glutaminianergiczny i cholinergiczny mézgu sg kluczowymi dla prawidtowego
funkcjonowania mechanizméw pamieci i uczenia sie. Zwigzek pomiedzy cGMP a
funkcjg ukfadu cholinergicznego nie jest do kohca poznany. Faktem jest, ze w
dorostym mézgu cGMP jest obecny niemal wytgcznie w neuronach i widknach uktadu
cholinergicznego oraz w mniejszym stopniu w neuronach glutaminianergicznych oraz
GABAergicznych kory mozgu. Wzmacnianie sciezki sygnatowej NO/cGMP pozwala
przywrdci¢  zdolnosci  poznawcze uposledzone przez hamowanie uktadu
cholinergicznego.

Podczas procesu starzenia sie organizmu w mozgu zachodzi wiele zmian,
skutkujgcych miedzy innymi obnizeniem mozliwosci poznawczych i spadkiem
plastycznosci neuronalnej. W badaniach proceséw molekularnych zwigzanych ze
starzeniem sie moézgu wykazano, ze aktywnos$¢ syntazy NO (NOS) oraz poziom NO
wzrasta u starych zwierzat, niemniej jednak poziom cGMP jest w mdzgu starczym
obnizony, a zdolnosci poznawcze starych zwierzat sg mniejsze niz mozliwosci
osobnikow dorostych.

Enzymami odpowiedzialnymi za obnizanie poziomu cGMP sg fosfodiesterazy (PDE).
W modzgu poziom cGMP kontrolujg gtéwnie trzy izoformy PDE2, PDES5 i PDE9 oraz
posrednio NOS poprzez uwalnianie NO niezbednego do syntezy cGMP przez
rozpuszczalng izoforme cyklazy guanylanowej (sGC).

Dotychczasowy poziom wiedzy na temat znaczenia NO i cGMP podczas starzenia
mozgu jest niewystarczajgcy dla zrozumienia procesdw prowadzacych do

uposledzenia mozliwosci poznawczych, co skionito nas do podjecia proby
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wyjasnienia procesow wptywajgcych na poziom cGMP w mozgu starczym oraz
zbadania mozliwosci podniesienia jego stezenia u starych zwierzat. Ponadto
zdecydowanie lepiej zbadane jest znaczenie NO i cGMP w ukfadzie
glutaminianergicznym, niz cholinergicznym.

Celem prowadzonych badan bylo sprawdzenie zdolnosci ukiadu
cholinergicznego mézgu szczura do syntezy cGMP na szlaku zaleznym od NO
na réznych etapach rozwoju zwierzat oraz podczas starzenia. Ponadto
poznanie mechanizméw prowadzacych do obnizenia poziomu cGMP w mézgu
starczym. Cel badan obejmowat takze analize wpltywu selektywnego
zahamowania fosfodiesteraz 2 i 5 na poziom immunoreaktywnosci cGMP oraz
na pamieé¢ rozpoznawczg szczurdw i aktywnosé NOS w réznych czesciach
mozgu w procesie starzenia.

Wyznaczono nastepujace cele szczegdétowe:

1. Zbadanie poziomu immunoreaktywnosci cGMP w uktadzie cholinergicznym z
uwzglednieniem formacji Broca, przegrody srodkowej, prgzkowia i hipokampa
w skrawkach mézgu szczuréw 1, 4, 10, 21 dniowych, 3 i 24 miesiecznych
(odpowiednio dorostych i starych) i przeprowadzenie analizy poréwnawczej
zdolnosci tego uktadu do syntezy cGMP na roznych etapach rozwoju i

starzenia mézgu.

2. Analiza ekspresiji in situ mRNA fosfodiesteraz 2, 5 i 9 w skrawkach mézgu

zwierzat dorostych i starych.

3. Okreslenie wptywu selektywnych inhibitorbw PDE 2 i 5 na poziom
immunoreaktywnosci cGMP w badanych regionach moézgu zwierzat dorostych

i starych.

4. Zbadanie wptywu selektywnych inhibitorow PDE2 i PDE5 na pamiec
rozpoznawczg szczurow 3, 12 i 24 miesiecznych oraz aktywnos¢ podstawowg
NOS w hipokampie, prazkowiu i korze moézgu. Ponadto okreslenie wptywu
selektywnego inhibitora neuronalnej izoformy NOS na pamiec rozpoznawczg i
aktywnosé NOS u szczuréw 24 miesiecznych poddanych dziataniu inhibitora
PDE2.
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3. Materiaty i metody

3.1. Material doswiadczalny

Badania przeprowadzono na samcach szczurow szczepdw Wistar, Lewis i Fisher.
W badaniach przeprowadzonych na poczatku niniejszej pracy wykazano, ze uzyte

szczepy szczurow nie roznig sie pod wzgledem badanych procesow.

Do doswiadczen uzywano zwierzeta z nastepujacych grup wiekowych:

e P1—(postnatal 1), szczury jednodniowe,

e P4 — szczury czterodniowe,

e P10 — szczury dziesieciodniowe,

o P21 - szczury dwudziestojednodniowe,

e miode — doroste; szczury 3 miesieczne o masie ciata okoto 300g,stare —
doroste; szczury 12 miesieczne o masie ciata okoto 500g,stare; szczury 24
miesieczne o sredniej masie ciata okoto 600g.

Kazdy wariant eksperymentu przeprowadzono przy uzyciu od 3 do 10 zwierzat z
kazdej grupy wiekowej.Zwierzeta pochodzity z hodowli prowadzonej w IMDiK PAN, w
Warszawie, lub z hodowli prowadzonej na Uniwersytecie w Maastricht w Holandii.

Zwierzeta hodowano w warunkach stabilnej temperatury, wilgotnosci oraz wolnego
dostepu do wody i pozywienia. DoSswiadczenia z udziatem zwierzat byly wykonywane
zgodnie z zasadami prawa etycznego, zgodnego z Konwencjg Europejskg na
podstawie zezwolenia wydanego przez | Lokalng Komisje Etyczng do Spraw
Doswiadczen na Zwierzetach, z siedzibg w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. M.

Nenckiego PAN w Warszawie.
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3.2. Charakterystyka inhibitoréw fosfodiesteraz oraz nNOS

Inhibitory PDE:

a) IMBX (Janssen Chimica) - 3-izobutylo-1,1-metylenoksantyna, nieselektywny
inhibitor PDE, oprocz PDES8 i PDE9 (ICs = 2-50 yM) ; stosowany in vitro w stezeniu
1 mM [Beavo i wsp., 1970],

b) sildenafil (Bayer AG) - 1-[4-etoksy-3-(6,7-dihydro-1-metylo-7-okso-3-propylo-
1H-pirazolo[4,3-d]pirymidyn-5-ylo)fenylosulfonylo]-4-metylopiperazyna, inhibitor
PDES5 o wartosci ICsp = 33 uM; stosowany in vitro w stezeniach 1 uM lub 10 pM,

c) zaprinast (Merck) - 1,4-Dihydro-5-(2-propoksyfenylo)-7H-1,2,3-triazolo[4,5-
d]pyrimidyn-7-on, inhibitor PDES5 o wartosci ICsp dla PDES = 0.8 uM, w wyzszych
stezeniach hamuje rowniez PDE9 (ICsy = 35 uM); podawany podskérnie w dawce
0,3mg na kilogram masy ciata, rozpuszczony w DMSO . [Gillespie i Beavo, 1989;
Burns i wsp., 1992; Lugnier i wsp., 1992; Dundore i wsp., 1993; Pagani i wsp.,1993;
Fisher i wsp.,1998],

d) Bay 60-7550 (Alexis Biochemicals), [2-(3,4-Dimetoksybenzylo)-7-[(1R)-1-
[(1R)-1-hydroksyetylo]-4-fenylbutyl]-5-metylimidazo[5,1-f][1,2,4]triazin-4(3H)-on]

selektywny inhibitor PDE2 (ICso = 5nM); podawany podskérnie w dawce 0,3mg na
kilogram masy ciata, rozpuszczony w DMSO, w badaniach in vitro stosowany w

stezeniu 0,1 uM [Boess i wsp. 2004].
Inhibitor nNOS:
a) NAAN (nNOS Inhibitor | Calbiochem) (4S)-N-(4-Amino
5[aminoetyllaminopentyl)-N’-nitroguanidina, (Ki =120 nM), selektywny

inhibitor neuronalnej izoformy NOS; podawany podskornie w dawce 1mg

na kilogram masy ciata, rozpuszczony w DMSO [Hah i wsp., 2001].
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Rycina 9. Wzory chemiczne inhibitorow PDE i nNOS uzytych podczas badan in vitro i

in vivo.
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3.3. Badania in vitro
3.3.1. Metody radiochemiczne
3.3.1.1. Pomiar aktywnosci NOS

Wyjsciowym materiatem do badan aktywnosci podstawowej NOS byt hipokamp,
prazkowie oraz kora mézgu 3, 12 i 24 miesiecznych szczurow szczepu Wistar.
Analizowano wptyw zahamowania PDE2 oraz PDES5 in vivo na aktywnos¢ NOS w
wybranych czesciach moézgu. Po przeprowadzeniu testdw behawioralnych (z
uzyciem inhibitorow PDE) zwierzeta dekapitowano, btyskawicznie schtadzano gtowe
i, w temperaturze 4 C, wydobywano mdzg, usuwano naczynia krwionosne i
substancje biata, izolowano hipokamp, prazkowie i kore mdbzgu. Tkanke
homogenizowano w buforze 50mM Tris—HCI, pH 7.4 z 0,32M sacharozg i z
dodatkiem mieszaniny inhibitorow proteaz ,Complete TM” (Roche Diagnostics
GmbH). Homogenat odwirowywano z predkoscig 10000 g przez 15 minut. Nadsgcz
czyli zgrubng frakcje cytozolowg uzywano do doswiadczen. Zawartos¢ biatka w
preparacie oznaczano metodg Lowry’ego przy uzyciu fenolowego odczynnika Folina
[Lowry i wsp., 1951].

Mieszanina reakcyjna o konncowej objetosci 300ul zawierata 50mM Tris-HCI pH 7.4,
[U-"C] L-arginine (2,8x10° dpm), 100uM, 2mM CaCl,, 1uM kalmoduline, 15uM FAD,
10uM tetrahydrobiopteryne, 1mM NADPH, 1mM EDTA, 1mM ditiotreitol i 200ug
biatka. Inkubacje prowadzono w tazni wodnej z wytrzasaniem przez 20 minut, w
37°C. Reakcje przerywano 1ml 100mM Tris pH 5.5 z 10mM EDTA i nastepnie
mieszaning wirowano. Produkt reakgcji, ['*C] cytrulina byta eluowana dwukrotnie 1ml
H>0 na kolumnach Dowex™ 50WX-8. Radioaktywnos¢ 0,5ml préby byta mierzona w

8ml ptynu scyntylacyjnego Braya w liczniku scyntylacyjnym LKB Wallac 1407.
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3.3.2. Metody immunohistochemiczne

3.3.2. 1. Badanie poziomu cGMP w skrawkach mézgu
3.3.2.1.1. Przygotowanie skrawkéw i znakowanie przeciwciatami

Wyjsciowym materiatem do badan immunoreaktywnosci cGMP byty mézgi szczurdw.
Zwierzeta dekapitowano, btyskawicznie schtadzano gtowe i, w temperaturze 4°C,
izolowano modzg, a nastepnie zanurzano w lodowatym buforze Krebsa-Ringera (ph
7,4) stale nasycanym karbogenem i w statej temperaturze 4°C cieto na 400um
skrawki (od Bregmy 2.20 do Bregmy -0.26) przy pomocy urzadzenia Campden

Integraslice 7550 PSDS wyposazonego w néz ceramiczny.

Zgodnie z metodg opisang przez De Vente i wsp. [2000] oraz K.Domek - Lopacihska
i wsp. [2005], uzyskane skrawki mozgu zbierano i umieszczano w stale nasycanym
karbogenem buforze Krebsa-Ringera pH 7,4 w temperaturze pokojowej na 15 minut.
Nastepnie przenoszono je do wypetnionych buforem Krebsa 6 dotkowych szalek (do
hodowli komérek) i powoli podnoszono temperature do 36°C. Skrawki inkubowano
przez 40 minut z 1mM IBMX, przez ostatnie 10 minut réwniez w obecnosci donora
NO, 100uM DEANONO.

W celu zbadania znaczenia PDE2 i PDES u zwierzat dorostych i starych skrawki
mozgu szczurow 3 i 24 miesiecznych inkubowano odpowiednio z 0,1 uM Bay 60-
7550 i/lub z 10 upM sildenafilem. Dla oceny wplywu agonisty receptorow
cholinergicznych, karbacholu na poziom IR-cGMP skrawki mézgu zwierzat dorostych
i starych inkubowano przez 40 minut w buforze Krebsa-Ringera, przez ostatnie 10
minut w obecnosci 10 uM karbacholu, bez donora NO, DEANONO.

Po zakonczeniu inkubacji utrwalano skrawki za pomoca swiezo depolimeryzowanego
4 % paraformaldehydu (PFA) z 3% kwasem pikrynowym w 0,1 M buforze
fosforanowym o pH 7.4. Utrwalanie prowadzono przez 30 minut w 4°C. Na nastepne
1,5 godziny skrawki umieszczano w utrwalaczu z dodatkiem 10% sacharozy. Po
uptywie 2 godzin skrawki dalej inkubowano w temperaturze 4°C przez noc, w

roztworze 10% sacharozy w 0,1 M buforze fosforanowym dla odptukania
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paraformaldehydu. Nastepnego dnia skrawki umieszczano na szkietkach i
zamrazano w CO; a nastepnie cieto na skrawki 10uym przy uzyciu kriostatu w
temperaturze -20°C. Do dalszych badan uzyskiwano skrawki kriostatowe z
wewnetrznych 300 um pierwotnego skrawka moézgu. Skrawki 10 ym umieszczano na
szkietkach i suszono przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie szkietka
ptukano 3 razy po 5 minut w buforze TBS (50mM Tris - Hcl pH 7.5, 0.5M NaCl) i
inkubowano przez noc w komorze wilgotnej, w 4°C z owczym przeciwciatem
przeciwko cGMP (utrwalonemu PFA) [Tanaka i wsp., 1997] ( w rozcienczeniach
1:8000 lub 1:4000 w TBS z 0.3% Triton-X-100) oraz z kroliczym przeciwciatem
przeciwko pecherzykowemu transporterowi acetylocholiny (vVAChT) w stezeniu
1:2000 (Chemicon). Nastepnego dnia prowadzono reakcje z przeciwciatami
drugorzedowymi, stosujac osle IgG antyowcze skoniugowane z fluoresceing Alexa
488 (Molecular Probes). Do detekcji przeciwciata kréliczego uzyto oslego 1gG
antykroliczego skoniugowanego z fluoresceing CY-3 (Jackson). Po zakonczeniu
znakowania przeciwciatami szkietka osuszano i zamykano w roztworze 80% glicerolu
w PBS. W celu potwierdzenia specyficznosci uzyskanych obrazéw dla wszystkich

grup doswiadczalnych wykonano preparaty kontrolne, bez pierwszych przeciwciat.

3.3.2.1.2. Analiza w mikroskopie i liczenie komoérek

Skrawki mobézgu wyznakowane przeciwciatami  analizowano w  badaniu
mikroskopowym przy uzyciu aparatu firmy Olympus AX70. Do analizy oraz liczenia
komorek wybierano 10 z serii 30 skrawkéw mozgu kazdego badanego zwierzecia.
Formacje Broca i okolice przegrody fotografowano z 10 krotnym powiekszeniem,
prazkowie fotografowano obiektywem powiekszajagcym 20 krotnie. Zdjecia
wykonywano przy uzyciu programu AnalySIS®. Uzyskane w ten sposdb czarnobiate
fotografie immunoreaktywnosci cGMP i vVAChT (16 bitowe zawierajgce 4095 tonéw
szarosci) naktadano na siebie i konwertowano do obrazéw kolorowych (zielony dla
cGMP, czerwony dla vAChT). Dzieki temu komérki, w ktérych zaobserwowano
kolokalizacie cGMP i vAChT byly tatwo widoczne (jako zotte). Podczas liczenia

komorek w razie watpliwosci odnoszono sie do oryginalnych obrazéw czarnobiatych.
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Zdjecia hipokampéw uzyskano w mikroskopie konfokalnym Zeiss LSM 510, przy
uzyciu laseréw argonowego 488 dla detekcji Alexa 488 (cGMP) i helowo-neonowego
543 dla uwidocznienia CY-3 (VAChT) w programie Zeiss LSM 510.

Jako komorki cholinergiczne oceniano te, w ktorych wykryto obecnos¢ znacznika
vAChT. Do okreslenia liczby komoérek cholinergicznych wykazujgacych pozytywng
reakcje immunohistochemiczng dla cGMP na roznych etapach rozwoju mdzgu
wyznakowano co 3 skrawek kriostatowy (serie 10 skrawkow dla kazdego badanego
mobzgu), tak aby nie liczy¢ tej samej komérki dwukrotnie. Celem nie byto okreslenie
liczby wszystkich komorek cholinergicznych w formacji Broca, okolicach przegrody i
w prgzkowiu, poniewaz zastosowana metoda nie umozliwia takiej doktadnosci.

Podczas otrzymywania skrawkow moézgu dochodzi do niewielkiej utraty tkanki.

Policzono catkowitg liczbe komorek wyznakowanych przeciwciatem przeciwko
vAChT w badanych regionach mobzgu, a liczbe komdrek cholinergicznych
wykazujgcych immunoreaktywnos¢ dla cGMP wyrazono jako procent wszystkich
komorek w ktorych wykazano obecnos¢ znacznika VAChT (cholinergicznych)
[Domek-topacinska i wsp., 2005].

3.3.3. Metody analizy ekspresji genéw

3.3.3.1. Badanie poziomu mRNA dla fosfodiesteraz cGMP (PDE2, PDES5 i PDE9)
metoda hybrydyzaciji in situ

Ekspresje fosfodiesteraz badano w mézgach 3 miesiecznych samcow szczurow rasy
Lewis i 24 miesiecznych samcow szczuréw rasy Fisher. Wszystkie etapy
doswiadczenia przeprowadzono w warunkach wolnych od RNAz.

Zwierzeta dekapitowano, mozgi izolowano na lodzie, btyskawicznie zamrazano w
CO, i przechowywano w temperaturze -70°C, do czasu wykonania skrawkow
kriostatowych. Zamrozone moézgi cieto w kriostacie na 14 ym skrawki i umieszczano
na specjalnych szkietkach SuperFrost Plus (Menzel-Glaser, Germany). Hybrydyzacje
in situ przeprowadzono na co trzecim skrawku 14 um prazkowia i kory czotowej

mozgu, oznaczono mMRNA za pomocg sond sensownych i antysensownych dla
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PDE2, PDE5 i PDE9 wedlug metody opracowanej przez van Staveren i wsp. [2003]
oraz van Staveren i Markerink van Ittersum [2005] .

Dla PDE2 uzywano sond RNA komplementarnych do sekwencji PDE2A (nukleotydy
od 1964-2314, numer w GenBank NM_031079):

ctaccacaactggatgcacgccttctctgtctctcacttttgctacttgctctacaagaatctggagcetctccaactacctceg
aggacatcgagatctttgcgttgtttatttcctgcatgtgtcacgacctggaccacagaggcacaaacaactccttccag
gtggcctcgaaatctgtgcetggcetgcactctacagctcagagggcetctgtcatggagaggcaccactttgctcaggceca
ttgctatcctcaacacccatggctgtaatatctttgaccacttctctcggaaggactatcagcgaatgctggacctgatga

gggacatcatcttggccacggacctggcacaccac

Dla PDES uzywano sond RNA komplementarnych do sekwencji PDESA (nukleotydy
od 2206 do 2580, numer w GenBank D89093):
cctttaacacggcacagtgcatgtttgctgctctgaaagcaggcaagattcagaacaagttgacggatctggagacgce
ttgcattgctgattgccgctttaagccatgatttggaccatcgtggtgtgaacaactcatacatacagcggagcgagcac
cccctggceccagcetgtactgccactccaccatggagcaccatcacttcgaccagtgcettgatggttctaaacagcecca
ggcaaccagatcctcagtggcctctccattgaagaatataagaccacattgaaaataatcaagcaagcaattttagec

actgacctagcactgtacattaagagacgaggagaattttttgaacttataagaaaaaatgaattc

Dla PDE9 uzywano sond RNA komplementarnych do sekwencji PDE9A1 (nukleotydy
od 10 do 828, numer w GenBank AF031147):
atgggggccggctcctcaagctaccggcccaaggcecatctacctagacatcgatggacgcatccagaaggtggtttt
cagcaagtactgcaactccagtgacatcatggacctgttctgtatcgccaccggcctgcctcggaacaccaccatctc
ccttttaaccacagacgacgccatggtctccatcgatcccaccatgcctgcgaattcagagcgcactccctacaaggt
gagacctgtggctgtgaagcaagtgtctgaacgagaagaacttatccagggcgtgctggcccaggtggcggaacaa
ttttccagagcgtttaagatcaacgagctgaaagccgaagttgcaaatcacctggcecgtgctggagaaacgggtgga
attggaaggacttaaagtggtggagatcgaaaaatgcaagagtgacattaaaaagatgcgggaggagttggcagct
aggaacagcaggaccaactgtccatgtaaatacagttttttggataacaagaagttgacacctcgacgtgatgtcccc
acttaccccaagtacctgctctccccagagaccatcgaagccctacggaagcccacctttgatgtctggcetttgggaac
ccaacgagatgctgagctgtttagaacatatgtaccacgaccttggtctggtcagggacttcagcatcaacccaatcac
gctccgcaggtggcetgctctgtgtgcatgacaactacaggaacaaccccttccacaacttccggcactgcttetgtgtga

cacagatgatgtacagtatggtctggctctgtggcctcca
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Preparaty rozmrazano przez 10 minut w 50 °C a nastepnie utrwalano przez 20 minut
4% PFA w 0,1 M PBS w temperaturze pokojowej, po zakonczeniu utrwalania
odptukiwano PFA przez trzykrotne ptukanie PBS. Nastepnie preparaty inkubowano
przez 10 minut w temperaturze pokojowej w 0,1 M trietanoloaminie z 0,25%
bezwodnikiem kwasu octowego. Po inkubaciji preparaty ptukano dwukrotnie buforem
2x SSC (0,3M NaCl, 0,03M cytrynian sodu, pH 7,0) przez 5 minut, a nastepnie
ptukano w 37 °C buforem 2x SSC z 50% formamidem.

Hybrydyzacje prowadzono w komorze wilgotnej w temperaturze 55 °C przez noc, pod
szkietkami nakrywkowymi. Uzyto 100 ul mieszaniny hybrydyzacyjnej, ktéra sktadata
sie z: 50% dejonizowanego formamidu, DNA (ze spermy tososia) w stezeniu 250
pg/ml, 1mg/ml tRNA, 10% siarczan dekstranu, bufor 2x SSC, 1x roztwér Denhardt’a,
300 ng/ml sondy RNA znakowanej dioksygening. Po hybrydyzacji preparaty ptukano
w buforze 2x SSC, 1x SSC i 0,1x SSC z dodatkiem 50% formamidu w temperaturze
55 °C przez 20 minut. Nastepnie, w celu usuniecia niezhybrydyzowane;
jednoniciowej sondy, preparaty poddano dziataniu RNAzy T1 (2U/ml, Roche) w
buforze 2x SSC z 1mM EDTA przez 15 minut w temperaturze 37 °C. RNAze
odptukano przez 20 minut w buforze 2x SSC w 55 °C. Nastepnie preparaty ptukano
przez 10 minut buforem 2x SSC w temperaturze pokojowej i inkubowano przez 5
minut w buforze zawierajagcym 150 mM NaCl i 100 mM kwas maleonowy (pH 7.5).
Nastepnie blokowano przez 3 godziny w temperaturze pokojowej w takim samym
buforze z dodatkiem 1% odczynnika blokujacego (Roche) i 5% surowicy owczej. Po
blokowaniu preparaty inkubowano przez noc w 4 °C z przeciwciatem przeciwko
dioksygeninie sprzezonym z alkaliczng fosfatazg (1:2000) w buforze zawierajgcym
150 mM NaCl i 100 mM kwas maleonowy (pH 7.5), 1% odczynnik blokujgcy (Roche)
i 1% surowice owczg. Kolejnego dnia preparaty ptukano trzykrotnie buforem
zawierajgcym 150 mM NaCl i 100 mM kwas maleonowy (pH 7.5) i 10 minut buforem
TBS z 0,025% Tween 20 i trzykrotnie przez 5 minut czystym buforem TBS.
Nastepnie preparaty ptukano dwukrotnie w buforze zawierajgcym HCI (pH 9.5), 0,1 M
NaCl i 0,05 M MgCl,, a potem barwiono btekitem tetrazolowym i 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-fosforanem w buforze o pH 9.5, ktéry zawierat 50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl,
50 mM MgCl, i 1 mM levamizol, przez 36 godzin w temperaturze pokojowej, w
ciemnosci. Po 12 godzinach bufor zmieniono na swiezy. Reakcje barwienia
przerywano 10 mM buforem Tris-HCI z 1 mM EDTA (pH 8.0). Na koncu preparaty

ptukano w TBS i zamykano w buforze TBS z glicerolem.
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Skrawki mézgu wyznakowane przeciwciatem analizowano przy uzyciu mikroskopu
Olympus 1X71, a zdjecia uzyskano przy uzyciu programu AnalySIS®. Prazkowie i

kore moézgu fotografowano pod 10 lub 20 krotnym powiekszeniem.

3.4. Badania in vivo

3.4.1. Farmakologiczna modyfikacja zdolnosci poznawczych szczuréw

3.4.1.1. Podskérne podawanie inhibitoréw PDE2 i PDES5S

W celu zbadania wptywu inhibitorow fosfodiesteraz hydrolizujacych cGMP na pamiec
szczurow, zwierzetom 3, 12 i 24 miesiecznym podawano selektywny inhibitor PDE2,
Bay 60 — 7550 (Alexis Biochemicals) oraz inhibitor PDES5, zaprinast (Merck). W
zaleznosci od doswiadczenia szczury otrzymywaty podskornie jeden z inhibitorow w
dawce 0,3mg/ kg m.c., rozpuszczone w DMSO (Sigma), zwierzeta kontrolne
otrzymywaty iniekcje z samego DSMO (0,1ml/100g m.c.). Badano wptyw inhibitoréw
na nabywanie oraz konsolidacje pamieci, w zaleznoéci od doswiadczenia inhibitory
podawano 1 godzine przed rozpoczeciem testu pamieci rozpoznawczej lub
bezposrednio po zakonczeniu prezentacji pierwszego obiektu. Po zabiegu szczury

odktadano do klatek i pozostawiano tam do czasu rozpoczecia kolejnego etapu testu.

3.4.1.2. Podskérne podawanie inhibitora nNOS

Do zbadania wptywu zahamowania neuronalnej izoformy NO na pamie¢ szczurdw,
grupie zwierzat 24 miesiecznych oprécz selektywnego inhibitora PDE2, podawano
podskornie selektywny inhibitor nNOS, NAAN (Calbiochem) w dawce 1mg/kg m.c.,
rozpuszczony w DMSO. Tej grupie zwierzat wykonywano dwie iniekcje (z Bay 60-

7550 i z NAAN) bezposrednio po zakonczeniu prezentacji pierwszego obiektu.
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3.4.2. Metody behawioralne

3.4.2.1. Test pamieci rozpoznawczej

Test wykonywano zgodnie z metodg opracowang przez Ennaceur i Delacour [1988],
zmodyfikowang przez Kosiorek i wsp. [2003]. Test oparty jest na naturalnej
sktonnosci gryzoni do zainteresowania nowymi, nieznanymi obiektami.

Zwierzeta badano w pleksiglasowym pudetku o wymiarach 65 x 45 x 45
umieszczonym w izolowanym akustycznie pomieszczeniu i w warunkach statego
oswietlenia 40 luxéw. Podczas trwania eksperymentu pudetko nie byto czyszczone,
tak zeby szczury mogty pozostawi¢ i potem rozpozna¢ swoj zapach. Dobe przed
rozpoczeciem testu przeprowadzono sesje habituacyjng, podczas ktorej zwierzeta po
kolei poznawaty pudetko przez 5 minut. Nastepnego dnia przeprowadzano wiasciwe
doswiadczenie, sktadajgce sie z dwdch sesji poznawczych. Podczas pierwszej sesji
(oznaczonej jako T1) w pudetku umieszczano jeden obiekt (oznaczony jako A) i
zwierzeta miaty 5 minut na poznanie obiektu, a potem wracaty do swoich klatek. Po
dwoch godzinach przeprowadzano drugg sesje (T2), w pudetku umieszczano jeden
identyczny obiekt (A’) i jeden nowy obiekt (B), a szczury mialy 3 minuty na
zapoznanie sie z dwoma przedmiotami. Przedmiotami uzywanymi przez nas podczas
doswiadczen byty miski i kubki, obiekty nie majgce dla zwierzat Zadnego,
naturalnego znaczenia ani pozytywnego, ani negatywnego. Obiekt uzywany podczas
T2 byt identyczny z tym, uzywanym podczas T1, ale nie dostarczat szczurom
zadnych bodzcéw zapachowych. Podczas trwania obydwu prob T1 i T2 mierzono
czas, przez ktory zwierzeta wykazywaly zainteresowanie obiektami. Jako
zainteresowanie obiektem zdefiniowano zblizanie nosa na odlegto$¢ 2 cm i mniejsza,
lub dotykanie obiektu nosem. Na podstawie obserwacji zwierzat uzyskano
nastepujace dane: tA = czas zainteresowania obiektem A podczas T1, tB+tA’ = czas
zainteresowania obiektami A’ (duplikatem A) i nowym (B) podczas T2. Na podstawie
uzyskanych danych dla kazdego z badanych zwierzat obliczono tak zwany indeks
dyskryminacji (ID), ktéry wskazuje ile czasu zwierze spedzito na badaniu nowego
obiektu w porownaniu do starego obiektu w trakcie drugiej sesji testowej.
ID=tBx100/tB+tA’
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Wartos¢ ID rowna lub mniejsza od 50 oznacza, ze szczur nie rozpoznat duplikatu A’,
jezeli ID jest wieksza niz 50 oznacza to, ze szczur pamieta obiekt A poznany

podczas pierwszego zadania.

Skréty uzywane w opisie testu pamieci rozpoznawczej:

e T1 — pierwsza sesja poznawcza, podczas ktérej szczur poznaje jeden obiekt

e T2 — druga sesja poznawcza, podczas ktérej szczur ma mozliwosc
eksplorowania dwéch obiektow

e A — pierwszy przedmiot, pokazywany zwierzetom (tA czas zainteresowania
tym przedmiotem)

e A’ —duplikat A (tA’ czas zainteresowania duplikatem)

e B - drugi, nowy obiekt prezentowany szczurom podczas T2 (tB czas
zainteresowania nowym przedmiotem).

e |ID - indeks dyskryminacji

3.4.2.2. Test otwartego pola

Do badania zdolnosci lokomotorycznych i zachowan eksploracyjnych zastosowano
test otwartego pola . W tym celu poszczegolne zwierzeta umieszczano pojedynczo w
szarej, otwartej od gory skrzynce o wymiarach 100 x 100 cm i wysokosci 47 cm z
naniesionymi na podtodze liniami dzielacymi powierzchnie na 25 rownych
kwadratow. Skrzynka byta ustawiona bezposrednio na podtodze, w skgpym
oswietleniu, w izolowanym akustycznie otoczeniu. Po zakohczeniu testu z
okreslonym zwierzeciem caty aparat przemywano detergentem z alkoholem w celu
usuniecia sladow zapachowych. Obserwacje prowadzono przez 5 min. Mierzono
nastepujace parametry: catkowita liczba przejs¢ przez kwadraty (za przejscie przez
pojedynczy kwadrat przyjmowano sytuacje, w ktérej wszystkie cztery tapy zwierzecia
znajdowaty sie w danym kwadracie); liczba przejs¢ przez kwadraty zewnetrzne;
liczba przejs¢ przez kwadraty centralne; iliczba wspie¢ przy scianach; liczba stéjek

(wspiecia bez opierania sie o scianki) oraz liczba my¢ szczurdw.

58



3.5. Opracowanie statystyczne wynikéw

Kazde oznaczenie wykonywano w co najmniej trzech powtorzeniach. Badania
behawioralne wykonywane na grupach co najmniej 10 zwierzat. Za ostateczny wynik
przyjmowano warto$¢ Srednig + btad standardowy sSredniej (SEM) obliczone z
indywidualnych pomiaréw ($rednich z powtérzen). W celu ustalenia znamiennosci
statystycznej roznic zaobserwowanych w badaniach poréwnawczych, wartosci z
poszczegolnych eksperymentéw weryfikowano testem t — Studenta Ilub
wieloczynnikowg analizg wariancji (ANOVA) z uzyciem testu post-hoc Dunetta lub
Bonferroniego. Wyniki uznawano za znamienne statystycznie przy poziomie

istotnosci p ponizej 0,05.
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4. Wyniki

4.1. Zmiany poziomu cGMP w mézgach szczuréw podczas dojrzewania i

starzenia

Prowadzone badania miaty na celu okreslenie jak zmienia sie immunoreaktywno$¢é
cGMP (IR-cGMP) w moézgach szczuréw 1, 4, 10 i 21 dniowych oraz 3 i 24
miesiecznych. Badano rowniez zdolnos¢ uktadu cholinergicznego moézgu do syntezy
cGMP w odpowiedzi na donor NO, DEANONO. Doswiadczenia przeprowadzono na
skrawkach mézgu znakowanych przeciwciatami przeciwko cGMP i pecherzykowemu
transporterowi acetylocholiny (VAChT), preparaty analizowano i fotografowano przy
uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego. Uzyskano kolorowe obrazy, w ktérych cGMP
uwidoczniono jako zielony, a VAChT (czyli ciata i wypustki neuronow
cholinergicznych) jako czerwony. Dzieki temu komorki, w ktérych zaobserwowano
kolokalizacje cGMP i vAChT byty tatwo widoczne jako zoite. Dla okreslenia zdolnosci
uktadu cholinergicznego do syntezy cGMP na réznych etapach zycia szczuréw
policzono catkowitg liczbe komdérek wyznakowanych przeciwciatem przeciwko vVAChT
i cGMP w formacji Broca i prazkowiu moézgu (Rycina 10). llo§¢ komodrek
cholinergicznych wykazujgcych IR-cGMP wyrazono jako procent wszystkich komorek

posiadajgcych vVAChT (cholinergicznych) w badanych regionach mézgu (Rycina 12).
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b)

Rycina 10. Badane regiony mozgu. Zdjecie a - formacja Broca (jadro pasma przekatnego) i

Jadro przysrodkowe przegrody, zdjecie b — prgzkowie. Zdjecia uzyskano ze strony www.mbl.org.
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Podczas analizy mikroskopowej preparatow zaobserwowano, ze poziom cGMP
(okreslony jako intensywnos¢ sygnatu) w moézgu jest bardzo wysoki u miodych

zwierzat i maleje w procesie dojrzewania i starzenia (Rycina 11).

P

P4

P10

cGMP

P21

3m

24m

Rycina 11. Zmiany poziomu IR- w mozgu podczas dojrzewania i starzenia.
Przyktadowe zdjecia lokalizacji i VAChT (czerwony) w prazkowiu zwierzat od P1 do
24 miesiecy. Komorki i witbkna, w ktorych wystepuje kolokalizacja cGMP i vAChT widoczne sg jako
Z0fte. Preparaty wykonano metodq immunohistochemiczng na skrawkach mézgu inkubowanych w
obecno$ci niespecyficznego inhibitora PDE, IBMX oraz donora NO, DEANONO. Poziom IR-cGMP w
mozgu zwierzgt 3 miesiecznych przyjmowano jako kontrolny. Zdjecia mézgéw zwierzat od P1 do P21
wykonano w powiekszeniu x10. Fotografie moézgéw szczuréw 3 i 24 miesiecznych wykonano w

powiekszeniu x20.
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U szczuréw P1 do P21 cGMP obecny jest prawie we wszystkich regionach mézgu, w
wiekszosci komorek i wiokien nerwowych (Rycina 11). W skrawkach mézgu zwierzat
3 miesiecznych po inkubacji z donorem NO i IBMX, cGMP obecny jest gtéwnie w
uktadzie cholinergicznym mozgu. U szczurow 24 miesiecznych poziom cGMP jest
bardzo niski. (Ryciny 11, 12 i 13). Wykazano, ze zdolnos¢ do syntezy cGMP
posiadajg neurony cholinergiczne znajdujgce sie w okolicach przegrody, w formaciji
Broca i interneurony cholinergiczne prazkowia (Ryciny 12 i 13), natomiast neurony
cholinergiczne jadra nakrywkowo konarowo mostowego nie syntetyzuja cGMP w
odpowiedzi na donor NO, DEANONO (Rycina 14).
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P10 vAChT

-~

Rycina 12. Lokalizacja cGMP (zielony) i VAChT (czerwony) w serii skrawkow moézgu
metodg immunohistochemiczng (kolokalizacja widoczna w komérkach i witdknach

jako kolor zotty). Przyktadowe fotografie formacji Broca wykonane przy uzyciu mikroskopu

fluorescencyjnego, w powiekszeniu x10. Na czarnobiatych zdjeciach cyframi zaznaczono komorki, w
ktérych zlokalizowano cGMP oraz vAChT. Skrawki inkubowano w obecnosci niespecyficznego
inhibitora PDE, IBMX oraz donora NO, DEANONO.
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Rycina 13. Kolokalizacja cGMP (zielony) i VvAChT (czerwony) metodg
immunohistochemiczng w serii skrawkdw mozgu metodg immunohistochemiczng

(kolokalizacja widoczna w komdrkach i widknach jako kolor zotty). Przyktadowe fotografie

prazkowia uzyskane przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego w powiekszeniu x20 (odcinek
odpowiada 50um). Skrawki inkubowano w obecno$ci niespecyficznego inhibitora PDE, IBMX oraz
donora NO, DEANONO.
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Rycina 14. Lokalizacjia cGMP i vVAChT metodg immunohistochemiczng w jadrze
nakrywkowo konarowo mostowym — przyktadowe fotografie wykonane w

powiekszeniu x10 (a do f) i x20 (g oraz h). Neurony cholinergiczne w tej czesci tytomézgowia
nie syntetyzujg cGMP w odpowiedzi na donor NO (czerwona strzatka, zdjecia g oraz h — powiekszenie
x 20).
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W tabeli 3 zestawiono Srednig catkowitg liczbe policzonych podczas doswiadczen
komorek cholinergicznych wyznakowanych przeciwciatem przeciwko VAChT w

formacji Broca i prgzkowiu mdzgu na réznych etapach zycia szczurow.

Region Formacja Broca, .
Prazkowie
moézgu okolice przegrody
wiek
P1 P4 P10 P21 (3m |24m ([JP1 P4 P10 |P21 [{3m |24m
zwierzat
liczba

policzonych

. 460 |1626 (1629 |2787 |772 |914 [1107 |1738 |1790 | 769 |439 | 389
neuronow

cholinergicznych

standardowy btad
, . 35,47 118,08 | 138,80 | 63,52 | 30,35 | 32,33(}23,52 | 49,80 | 81,84 | 10,39 | 6,03 | 19,35
Sredniej (SEM)

Tabela 3. Zestawienie liczby komoérek cholinergicznych policzonych w skrawkach

mozgu wyznakowanych immunohistochemicznie przeciwciatem przeciwko VAChHT.

Dane stanowig Srednie z catkowitej liczby policzonych komérek cholinergicznych dla kazdego szczura.
Liczba zwierzat uzytych do doswiadczen (n) wynosita: n = 4 dla P1; n =3 dla P4; n=5dla P10, n=3

dla P21; n = 3 dla 3 miesiecznych szczuréw dorostych; n = 3 dla 24 miesiecznych zwierzat starych.

Analiza wynikéw liczenia komorek cholinergicznych w formacji Broca i w prazkowiu
wykazata, ze liczba komorek cholinergicznych w tych regionach mézgu maleje wraz
z wiekiem zwierzat (Rycina 15). W okolicach przegrody i formacji Broca najwyzszg
liczbe komodrek cholinergicznych obserwowano u zwierzat P21 (Rycina 15a i Tabela
3). W prazkowiu liczba interneuronéw cholinergicznych osiggata maksimum 10 dnia

zycia szczurdéw (P10), a potem sukcesywnie malata (Rycina 15b i Tabela 3).
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a) Formacja Broca.
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1000
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Rycina 15. Zmiany liczby komdrek cholinergicznych w formacji Broca i prazkowiu

szczurow P1 — 24 miesiecznych. Komorki liczono na preparatach wykonanych metodg
immunohistochemiczng w skrawkach moézgu, jako znacznik neurondow cholinergicznych uzywano
VAChT. Dane przedstawione na wykresach stanowig $rednie z catkowitej liczby policzonych komérek
cholinergicznych dla kazdego szczura. Liczba zwierzat uzytych do dos$wiadczen (n) wynosita: n = 4 dla

P1;n=3dlaP4;, n=5dla P10; n = 3 dla P21; n = 3 dla 3 miesiecznych szczuréw dorostych; n = 3 dla
24 miesiecznych zwierzagt starych.
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W badaniach immunohistochemicznych wykazano rowniez, ze liczba neuronéw
cholinergicznych wykazujgcych IR-cGMP w formaciji Broca i prazkowiu maleje wraz z
wiekiem zwierzat (Rycina 16). llos¢ komorek cholinergicznych syntetyzujacych cGMP
wyrazono jako procent komoérek wyznakowanych przeciwciatem przeciwko vVAChT
(cholinergicznych) dla poszczegdlnych regiondw mozgu. W formacji Broca u bardzo
miodych szczuréw (P1), az 75 procent neuronow cholinergicznych wykazuje
immunoreaktywnosé dla cGMP po inkubacji z donorem NO, w mézgu zwierzat 3
miesiecznych jest to 6 procent neurondéw cholinergicznych, a w moézgu szczurow 24
miesiecznych juz tylko okoto 2 procent z nich zachowuje tg zdolnos¢ (Rycina 16a.).
W prazkowiu szczurow P1 az 81 procent komédrek cholinergicznych syntetyzuje
cGMP w odpowiedzi na donor NO, w prazkowiu zwierzat dorostych 21 procent tych
neurondw, natomiast u starych zwierzat takg zdolno$¢ zachowuje okoto 11 procent

interneuronow cholinergicznych.
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a) Formacja Broca.
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Rycina 16. Zmiany IR-cGMP w neuronach cholinergicznych na réznych etapach

zycia szczurdéw. Komorki liczono w preparatach wykonanych metodg immunohistochemiczng w

skrawkach moézgu, znakowanych przeciwciatami przeciwko cGMP i vAChT. Dane przedstawione na
wykresach stanowig Srednie otrzymane przy uzyciu 3 — 5 szczuréw (n = 4 dla P1; n =3 dlaP4;n =5
dla P10; n = 3 dla P21; n = 3 dla 3 miesiecznych szczuréw dorostych; n = 3 dla 24 miesiecznych
zwierzat starych). Opracowanie statystyczne wynikbw przeprowadzono przy uzyciu metody
wieloczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) oraz testu post-hoc Bonferroniego, gdzie ****p < 0.001;

*k%

5 < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05

Neurony cholinergiczne przegrody srodkowej i formacji Broca docierajg swoimi
widknami az do hipokampa, dlatego dodatkowo badano immunoreaktywnos¢ cGMP
we widknach cholinergicznych hipokampa. Analiza obrazéw uzyskanych przy uzyciu
mikroskopu  konfokalnego wykazata, Zze w hipokampie liczba witdkien
cholinergicznych syntetyzujacych cGMP w odpowiedzi na donor NO maleje wraz z
dojrzewaniem szlaku cholinergicznego, taczacego okolice jader podstawy z
hipokampem. Zaobserwowano, ze unerwienie cholinergiczne hipokampa jest bardzo
ubogie, punktowe u jednodniowych zwierzat (P1). Pojedyncze wtdkna cholinergiczne

pojawiajg sie okoto 4 dnia po urodzeniu (P4) a pomiedzy dniem 10 i 21 dochodzi do
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petnego unerwienia tej struktury mézgu. Najwyzszy poziom IR- cGMP obserwowano
we widknach cholinergicznych hipokampa u zwierzat P1 i P4, u szczuréw P10 i P21
poziom IR-cGMP ulegat obnizeniu, a u szczurow dorostych i starych kolokalizacja

cGMP i vVAChT wystepowata bardzo rzadko (Rycina 17.).

P1 cGMP e g oy} pqVACKhT

b

P4 vAChT

]

P10 vAChT

Rycina 17. Lokalizacja cGMP (zielony) we widknach cholinergicznych hipokampa

metodg immunohistochemiczng — przyktadowe fotografie. Obrazy uzyskano w mikroskopie
konfokalnym, jedynie zdjecia j oraz k powstaty przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego. Preparaty
wykonano metodq immunohistochemiczng na skrawkach mézgu inkubowanych w obecno$ci IBMX
oraz DEANONO, znakowanych przeciwciatami przeciwko cGMP i vAChT. Zdjecia a-c oraz jk
wykonano w powiekszeniu x10, d-i w powiekszeniu x20, a fotografie | uzyskano w powiekszeniu x40.
Kolokalizacja cGMP (zielony) i vVAChT (czerwony) widoczna jest w wibknach jako kolor zofty.
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4.2. Wptyw stymulacji receptorow cholinergicznych na  poziom

immunoreaktywnosci cGMP w uktadzie cholinergicznym moézgu

Przeprowadzone do$wiadczenie miato na celu zbadanie wptywu agonisty receptorow
cholinergicznych muskarynowych i nikotynowych, karbacholu na poziom IR-cGMP w
mézgu 3 miesiecznych szczurow. Otrzymane wyniki wykazaty, ze inkubacja
skrawkow mozgu z karbacholem w stezeniu 10 yM powoduje podwyzszenie poziomu
IR-cGMP w czesci neurondw cholinergicznych, w wiekszosci witdkien
cholinergicznych oraz dookota nich w korze czotowej. W przodomézgowiu najwyzszy
poziom IR-cGMP po stymulacji receptoréw cholinergicznych karbacholem obserwuje
sie w wyspach Calleja w wiekszosci witokien i niektérych komérkach. W prazkowiu
karbachol powoduje znaczace podniesienie IR-cGMP gtéwnie w interneuronach

cholinergicznych oraz w mniejszym stopniu w wtdknach i dookota nich.

KONTROLA (BUFOR KREBSA) KARBACHOL

CGMPAACHT CGMRAACHT - .

o

Rycina 18. Wptyw pobudzenia receptoréw cholinergicznych na poziom IR-cGMP w

skrawkach mozgu. Przyktadowe zdjecia kory czotowej mézgu zwierzat 3 miesiecznych uzyskane
w  mikroskopie fluorescencyjnym w powiekszeniu x10. Preparaty wykonano metodg
immunohistochemiczng na skrawkach moézgu inkubowanych z 10 uM karbacholem, znakowano
przeciwciatami przeciwko vAChT (czerwony) i . Kolokalizacja widoczna jest jako kolor

Zofty.
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4.3. Wptyw selektywnych inhibitorow fosfodiesteraz 2 i 5 na poziom

immunoreaktywnosci cGMP w mézgach szczuréw dorostych i starych

Prowadzone badania miaty na celu okres$lenie jak zmienia sie IR-cGMP w moézgach
szczurow 3 i 24 miesiecznych po zahamowaniu PDE2, PDES5 lub obydwu enzymow
jednoczesnie. Aktywnos¢é PDES hamowano w skrawkach mdzgu poprzez inkubacje z
sildenafilem w stezeniu 10 uM i/lub z Bay60-7550 w stezeniu 0,1 uM dla
zahamowania PDE2. W reakcji immunohistochemicznej wykazano, ze inkubacja
skrawkéw mozgu zwierzat 3 miesiecznych oraz 24 miesiecznych z inhibitorem PDE2,
Bay 60-7550 znaczagco podwyzsza intensywnos¢ sygnatu dla cGMP w maézgu,
natomiast zahamowanie PDE5 przy pomocy sildenafilu podnosi poziom
immunoreaktywnosci dla tego nukleotydu tylko u zwierzat 3 miesiecznych.

W mozgach dorostych, 3 miesiecznych szczuréw zahamowanie PDES5 powoduje
podniesienie poziomu IR-cGMP w komdérkach nerwowych (niecholinergicznych),
widknach (miedzy innymi cholinergicznych) i wokét nich. Zastosowanie inhibitora
PDE2 powoduje jeszcze wyrazniejsze podniesienie poziomu IR-cGMP gtownie we
widknach cholinergicznych. Inkubacja skrawkéw mézgu 3 miesiecznych zwierzat w
obecnosci obydwu inhibitoréw wywotuje bardzo silne podniesienie poziomu IR-cGMP

w komorkach, wtdknach nerwowych i wokét nich (Rycina 19).
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KORA MOZGU FORMACJA BROCA PRAZKOWIE

sildenafil

Rycina 19. Zmiany immunoreaktywnosci cGMP w mdzgu zwierzat 3 miesiecznych po
inkubacji skrawkéw w obecnosci inhibitorow PDE2 i PDES. Zestawienie przyktadowych

fotografii kory mézgu, formacji Broca oraz wysp Calleja i prgzkowia. Skrawki inkubowano w obecnosci
donora NO, DEANONO oraz wymienionych inhibitorow PDE. Preparaty wykonano metodg
immunohistochemiczng na skrawkach mézgu, znakowanych przeciwciatami przeciwko

i VAChT (czerwony). Kolokalizacja jest widoczna we wtéknach jako kolor Zofty.
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W mozgach starych, 24 miesiecznych szczuréw zahamowanie PDES nie wptywa na
intensywnos¢ reakcji immunohistochemicznej dla cGMP w mézgu, sygnat dla cGMP
jest staby tak jak w skrawkach kontrolnych. Inkubacja skrawkéw moézgu 24
miesiecznych zwierzat z inhibitorem PDE2, Bay 60-7550 powoduje znaczgce
podniesienie immunoreaktywnosci cGMP we widknach nerwowych i ciatach komorek
(Rycina 20). Wynik reakcji immunohistochemicznej inkubacji skrawkéw z obydwoma
inhibitorami nie zmienia sie w poréwnaniu do reakcji z zastosowaniem Bay 60-7550

(wyniki nie prezentowane).

FORMACJA BROCA PRAZKOWIE

Bay607550 - N Bays0-7550

Rycina 20. Zmiany IR-cGMP w mozgu zwierzat 24 miesiecznych po inkubaciji

skrawkow w obecnos$ci selektywnego inhibitora PDE2. Przyktadowe fotografie formacji

Broca i prazkowia. Preparaty wykonano metodq immunohistochemiczng na skrawkach moézgu,

znakowanych przeciwciatami przeciwko cGMP.
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Podsumowanie zmian zachodzgcych w moézgu pod wptywem zahamowania PDE2 i

PDES5 in vitro zestawiono w tabeli 4.

Poziom immunoreaktywnosci cGMP oznaczono w tabeli przy uzyciu nastepujacych

znakéw graficznych:

4 - prawie niewidoczny sygnat ™ - intensywny sygnat

J - staby sygnat ™7- bardzo intensywny sygnat

T - widoczny sygnat “poziom podstawowy” ~ TT1T - bardzo silnie intensywny
sygnat
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cGMP/VAChT

kora czotowa

formacja Broca i
okolice przegrody

prazkowie

czesciowo kolokalizacja z
VAChT

IBMX 1 cGMP we wiéknach 1 cGMP obecny gtéwnie w | T cGMP w wiekszosci widkien
(KONTROLA) (gtéwnie cholinergicznych) | wyspach Calleja, cholinergicznych i + 20 %
kolokalizacja z vAChT w neuronow
czesci wtokien i 6 %
komorek
sildenafil T cGMP we widknach | 11 cGMP obecny gtéwnie | 11 cGMP, we widknach i
cholinergicznych i w wyspach Calleja, okazjonalnie w komaérkach w
rozproszone wokot, oraz | kolokalizacja z vAChT w cholinergicznych 3
w niektorych komorkach | czesci widkien o
niecholinergicznych, 23
Bayer 60-7550 | 77T cGMP we widknach |11 cGMP, kolokalizacjaz | 111 cGMP, kolokalizacja z ®
cholinergicznych i VAChT w czesci widkien, vAChT we widknach i g
rozproszone wokét nich | ™1 cGMP w wyspach okazjonalnie w komérkach o
Calleja cholinergicznych
sildenafil/Bay | TTTTcGMP we wioknach |11 cGMP, kolokalizacjaz | 111 cGMP, kolokalizacja z
60-7550 cholinergicznych i VAChT we wiéknach vAChT we widknach i
rozproszone wokét nich | M1 cGMP w wyspach okazjonalnie w komérkach
Calleja cholinergicznych
IBMX T cGMP we wioknach i { cGMP we witoknach 1 cGMP we witéknach i w
okazjonalnie ciatach cholinergicznych, gtéwnie w | £ 10% komorek cholinergicznych
komorek cholinergicznych | wyspach Calleja i £ 2%
komorek wyznakowanych
VAChT
sildenafil L cGMP L cGmP W cGMP
N
A
3,
o
Bayer 60-7550 | 7T cGMP w komérkach | 11 ¢cGMP, kolokalizacjaz | 111 cGMP, kolokalizacja z }’D
oraz widknach i VAChT w czes$ci wtdkien i VAChT w widknach o
rozproszone dookota nich, | okazjonalnie w neuronach =
o

sildenafil/Bay
60-7550

™ cGMP we widknach i
rozproszone dookota nich,
czesciowo kolokalizacja z
VAChT

™ cGMP, kolokalizacja z
VAChT w czesci witdkien i
okazjonalnie w neuronach

™M1 cGMP, kolokalizacja z
VvAChT we widknach

Tabela 4. Zestawienie wynikéw badan wptywu selektywnych inhibitorow PDE2 i PDE5 na

poziom cGMP w médzgach zwierzat dorostych i starych. Poziom c¢cGMP okreslono jako jego

immunoreaktywnos$¢ w skrawkach mézgu zwierzat 3 i 24 miesiecznych metodg immunohistochemiczng.
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4.4. Zmiany ekspresji PDE2, 5i 9 w mézgach szczuréw dorostych i starych.

W celu zlokalizowania mRNA fosfodiesteraz 2, 5 i 9 w mozgu szczurow 3 i 24
miesiecznych wykonano hybrydyzacje in situ na skrawkach moézgu, przy uzyciu sond
RNA znakowanych dioksygeninag.

Zaobserwowano, ze ekspresja fosfodiesteraz odpowiedzialnych w mobzgu za
hydrolize cGMP zmienia sie podczas starzenia zwierzat (Rycina 21). Ekspresje
badanych fosfodiesteraz obserwowano w ciatach komérek w roznych strukturach
mozgu, na zdjeciach przedstawiono lokalizacje PDE2, 5 i 9 w prazkowiu i korze
czotowej mozgu.

W mobzgach zwierzat 3 i 24 miesiecznych zlokalizowano mRNA dla PDE2,
stwierdzono Ze poziom ekspresji jest podobny w obydwu grupach wiekowych,
nieznacznie wyzszy u starszych zwierzat. Ekspresje PDE5 obserwowano jedynie u
zwierzat 3 miesiecznych, u starych 24 miesiecznych szczuréw nie zlokalizowano
mRNA PDE5. Ekspresje PDE9 najbardziej selektywnej fosfodiesterazy cGMP,
obserwowano w mozgach zwierzat 3 i 24 miesiecznych, u starych szczuréw

stwierdzono zdecydowanie wyzszy poziom mRNA PDE9.
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Rycina 21. Lokalizacia mRNA PDE2, 5 i 9 w skrawkach z wybranych regionow

mozgu szczurdw 3 i 24 miesiecznych. Preparaty otrzymano metodg hybrydyzacji in situ przy
uzyciu sondy RNA znakowanej DIG na skrawkach moézgu szczuréw 3 i 24 miesiecznych. Zdjecia

wykonano przy uzyciu mikroskopu, w Swietle przechodzgcym i w powiekszeniu x20.
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4.5. Wplyw zahamowania PDE2 oraz PDES5 na pamie¢ rozpoznawcza zwierzat

podczas starzenia.

W celu zbadania wptywu inhibitoréw fosfodiesteraz hydrolizujgcych cGMP na
zdolnosci poznawcze zwierzat podczas starzenia, zwierzetom podawano podskdérnie
jeden z selektywnych inhibitorow PDE 2 (Bay 60-7550) lub PDES5 (zaprinast) i
analizowano ich wplyw na nabywanie oraz konsolidacje pamieci podczas testu
pamieci rozpoznawczej. Dla okreslenia czy stosowane inhibitory nie zaburzajg
aktywnosci eksploracyjnej i lokomotorycznej szczurédw przeprowadzono test
otwartego pola. Zwierzetom kontrolnym podawano DMSO. W badaniach wstepnych
wykazano, ze DMSO nie wptywa na pamie¢, aktywnos¢ lokomotoryczng ani
eksploracyjng szczurdw.

Test pamieci rozpoznawczej poprzedzany byt sesjg habituacji — dzien przed
eksperymentem zwierzeta umieszczano na 5 minut w pustej klatce testowej. Dzien
pozniej rozpoczynano witasciwe doswiadczenie. Na poczatku przeprowadzano 5
minutowg sesje poznawczg prezentacji obiektu, a po 2 godzinach badano czy
szczury pamietajg prezentowany wczesniej obiekt.

Zaobserwowano, ze szczury 3, 12 i 24 miesieczne, ktorym nie podano inhibitorow
(tylko DMSO) po 2 godzinach nie pamietajg prezentowanego wczesniej przedmiotu,
indeks dyskryminaciji (ID) dla wszystkich grup wiekowych wynosi mniej niz 50 (Rycina
22).

81



50+

40

30+

20

10

ID -indeks dyskryminaciji

3 12 24
wiek zwierzat (w miesigcach)

Rycina 22. Wyniki testu pamieci rozpoznawczej u szczurow 3, 12 i 24 miesiecznych.
Test przeprowadzono po 2 godzinach od prezentacji obiektu. Szczurom podawano podskérnie DMSO
w dawce 100ml/kg m.c. Dane przedstawione na wykresie stanowig Srednig arytmetyczng z dziesieciu
niezaleznych dos$wiadczen dla kazdej grupy wiekowej + SEM. Do oceny statystycznej wynikow
zastosowano wieloczynnikowq analize wariancji (ANOVA) oraz test post-hoc Bonferroniego. Nie
wykazano statystycznie znamiennych roznic w pamieci rozpoznawczej pomiedzy badanymi grupami

wiekowymi.

Bezposrednio po tescie pamieci rozpoznawczej przeprowadzano test otwartego pola,
poniewaz nie zaobserwowano zadnego wptywu starzenia ani zastosowanych
inhibitorow na aktywno$¢ lokomotoryczng ani eksploracyjng badanych zwierzat,

wynikéw tego testu nie przedstawiono w niniejszej pracy.

4.51. Wplyw selektywnych inhibitorow PDE2, Bay 60-7550 oraz PDES5

zaprinastu, na pamieé rozpoznawczga szczuréw 3 miesiecznych (dorostych).

Inhibitory PDE2 i PDES podawano szczurom w dawce 0,3mg na kilogram masy ciata,
po rozpuszczeniu w DMSO. Badano ich wptyw na nabywanie i konsolidacje pamieci,
w tym celu jeden z inhibitoréow podawano podskornie godzine przed sesjg prezentaciji
obiektu (/T1) lub bezposrednio po sesji prezentacji (T1). Zaobserwowano, ze u

zwierzat 3 miesiecznych zarbwno zahamowanie PDEZ2 jak réwniez PDES poprawia
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pamieC rozpoznawczg. Podanie zaprinastu przed testem znaczgco poprawia
nabywanie pamieci, wskaznik ID jest o 40,8% wiekszy niz u zwierzat kontrolnych, a
podanie inhibitora PDES po sesji prezentacji obiektu poprawia konsolidacje pamieci,
ID jest wiekszy o 37,2% w stosunku do grupy kontrolnej. Stwierdzono réwniez, ze
podanie zwierzetom dorostym Bay 60-7550 przed testem poprawia proces
nabywania pamieci, wskaznik ID zwieksza sie o 39%, a podanie inhibitora po ses;ji
prezentacji obiektu poprawia konsolidacje pamieci, ID jest wieksze o 40,5% w
poréwnaniu do grupy kontrolnej, zwierzat ktore otrzymaty DMSO. Podsumowujac,
wykazano ze zahamowanie PDES lub PDE2 u zwierzat 3 miesiecznych poprawia

pamiec rozpoznawczg. Zestawienie wynikow przedstawiono na rycinie 23.
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Rycina 23. Wptyw inhibitorow PDE2 Ilub PDE5 na wyniki testu pamieci

rozpoznawczej u szczurdw 3 miesiecznych. Test przeprowadzono po 2 godzinach od
prezentacji obiektu. Szczurom podawano podskérnie DMSO w dawce 100ml/kg m.c. lub jeden z
inhibitoréw w dawce 0,3mg/kg m.c. Dane przedstawione na wykresie stanowig $rednig arytmetyczng z
dziesieciu niezaleznych doswiadczenn dla kazdej grupy eksperymentalnej + SEM. Do oceny
statystycznej wynikow zastosowano wieloczynnikowgq analize wariancji (ANOVA) oraz test post-hoc

Dunett’a. Kazdg grupe poréwnywano do grupy kontrolnej, *** - p< 0,001.
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4.5.2. Wplyw selektywnych inhibitorow PDE2, Bay 60-7550 oraz PDES5

zaprinastu, na pamie¢ rozpoznawcza szczuréw 12 miesiecznych.

Wptyw inhibitorow PDE2 oraz PDE5 na pamie¢ rozpoznawczg szczurow 12
miesiecznych badano identycznie jak dziatanie tych substancji na zdolnosci
poznawcze zwierzat 3 miesiecznych. Zaobserwowano, ze u zwierzat 12
miesiecznych zahamowanie PDES5 nie poprawia pamieci rozpoznawczej, a nawet
nieznacznie obniza ID. Podanie inhibitora PDE2, Bay 60-7550 podobnie jak u
zwierzat 3 miesiecznych poprawia nabywanie i konsolidacje pamieci. Wartosci ID
zwiekszajg sie odpowiednio o 34,6% i 46,57% w stosunku do 12 miesiecznych

szczurow kontrolnych.
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Rycina 24. Wptyw inhibitorow PDE2 Ilub PDE5 na wyniki testu pamieci

rozpoznawczej u szczurow 12 miesiecznych. Test przeprowadzono po 2 godzinach od
prezentacji obiektu. Szczurom podawano podskérnie DMSO w dawce 100mi/kg m.c. lub jeden z
inhibitoréw w dawce 0,3mg/kg m.c. Dane przedstawione na wykresie stanowig $rednig arytmetyczng z
dziesieciu niezaleznych doswiadczern dla kazdej grupy eksperymentalnej + SEM. Do oceny
statystycznej wynikow zastosowano wieloczynnikowg analize wariancji (ANOVA) oraz test post-hoc

Dunett’a. Kazdg grupe poréwnywano do grupy kontrolnej, *** - p< 0,001.
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4.5.3. Wptyw selektywnych inhibitoréow PDE2, Bay 60-7550 ; PDES5, zaprinastu,
oraz inhibitora nNOS, NAAN na pamieé¢ rozpoznawcza szczuréw 24

miesiecznych (starych).

W celu zbadania wptywu inhibitorow PDE2 oraz PDE5 na pamie¢ rozpoznawczg
szczuréw 24 miesiecznych postepowano tak jak ze zwierzetami 3 i 12 miesiecznymi.
Zaobserwowano, ze u 24 miesiecznych szczuréw, podobnie jak u szczurow 12
miesiecznych, zahamowanie PDE5 nie wplywa na poprawe pamieci rozpoznawcze;.
Podanie inhibitora PDE2, Bay 60-7550 poprawia konsolidacje pamieci
rozpoznawczej 24 miesiecznych zwierzat, srednia wartos¢ wspotczynnika ID jest u
szczuréw traktowanych inhibitorem o 45,2% wyzsza od Sredniej zwierzat z grupy
kontrolne;.

U tej grupy wiekowej dodatkowo zbadano wptyw inhibitora neuronalnej izoformy NOS
(nNOS) na poprawe pamieci wywotang przez zahamowanie PDE2. Doswiadczenie to
miato na celu zbadanie czy mechanizm dziatania inhibitorow fosfodiesteraz jest
zalezny od NOS. Wykazano, ze podskorne podanie selektywnego inhibitora nNOS,
NAAN w dawce 0,1mg/kg m.c. zwierzetom, ktérym podano réwniez inhibitor PDE2,
Bay 60-7550 znosi jego korzystne dziatanie. Na podstawie otrzymanych wynikéw

stwierdzono, ze inhibitor PDE 2 poprawia pamie¢ na sciezce zaleznej od nNOS.

85



100+

)
]
.E *kk
= 75+
e
X
2
9 50 -
o
°
£
1 254
a

0

DMSO zaprinast/ T zaprinastT1  Bay60 -7550/T1 Bay60-7550T1 Bay +NAAN

Rycina 25. Wptyw inhibitoréw PDE2, PDE5 oraz nNOS na wyniki testu pamieci

rozpoznawczej u szczurow 24 miesiecznych. Test przeprowadzono po 2 godzinach od
prezentacji obiektu. Szczurom podawano podskérnie DMSO w dawce 100mi/kg m.c., jeden z
inhibitorow PDE w dawce 0,3mg/kg m.c. lub Bay 60-7550 oraz NAAN w dawce 0,17mg/kg m.c. Dane
przedstawione na wykresie stanowig Srednig arytmetyczng z dziesieciu niezaleznych doswiadczen dla
kazdej grupy eksperymentalnej + SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano
wieloczynnikowgq analize wariancji (ANOVA) oraz test post-hoc Dunett’a (kazdg grupe poréwnywano
do grupy kontrolnej, *** - p< 0,001), efekt dziatania inhibitora nNOS okreslono przy pomocy testu t-
Student’a (poréwnano grupe Bay vs. Bay+NAAN, ## - p<0,01).

4.5.4. Ocena wplywu selektywnych inhibitorow PDE2 oraz PDE5 na zdolnosci

poznawcze szczurow 3, 12 i 24 miesiecznych.
W celu poréwnania efektywnosci dziatania podawanych podskérnie inhibitorow PDE2

lub PDE5 na poprawe pamieci rozpoznawczej szczurow podczas starzenia, wyniki

otrzymane dla poszczegodlnych grup wiekowych zestawiono w tabeli 5.
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DMSO Zaprinast Bay 60-7550
Grupa wiekowa (kontrola) (inhibitor PDE5) (inhibitor PDE2)

[ID + SD] IT1 T1 IT1 T1
szczury 3 miesieczne | 41,6 £ 13,3 70+9,8 66,1+£10,7 68,5+11,3 | 69,9+15,8
szczury 12 miesieczne | 44,7 + 9,1 30,32 +12,7| 30,3+ 10,8 68,3 £5,1 83,6 + 11
szczury 24 miesieczne | 38,9 + 13,2 45+ 4,1 453+12,6 | 53,5+8,5 71+£16,7

Tabela 5. Zestawienie wptywu inhibitorow PDEZ2 lub PDE5 na nabywanie oraz

konsolidacje pamieci rozpoznawczej u szczurow 3, 12 i 24 miesiecznych. Test pamieci
rozpoznawczej (sesje T2) przeprowadzono po 2 godzinach od prezentacji obiektu. Szczurom
podawano podskdérnie DMSO w dawce 100mi/kg m.c. lub jeden z inhibitorow w dawce 0,3mg/kg m.c.
Dane przedstawione w tabeli stanowiq Srednig arytmetyczng z dziesieciu niezaleznych doswiadczen

dla kazdej grupy eksperymentalnej + SD.

4.6. Wptyw zahamowania PDE2 oraz PDES5 in vivo na aktywnos¢ podstawowag

NOS w mézgu podczas starzenia.

Aktywnosc¢ podstawowg NOS badano metodg radiochemiczng we frakcji cytozolowej
otrzymanej z homogenatow z hipokampa, prazkowia lub kory mézgu szczurow 3, 12
oraz 24 miesiecznych po podskérnym podaniu inhibitoréw PDE2 lub PDES5. U
zwierzat 24 miesiecznych badano dodatkowo wptyw podanego podskornie
selektywnego inhibitora nNOS na aktywnos¢ podstawowg NOS w wybranych
czesciach mozgu. Zwierzeta dekapitowano bezposrednio po zakonczeniu testow
behawioralnych, czas od podania inhibitora do wykonania pomiaru aktywnosci NOS
wahat sie od 2,5 do 3,5 godziny.

Zaobserwowano, ze zahamowanie PDE2 przez podskérne podanie Bay 60-7550
zwieksza aktywnos¢ podstawowg NOS w hipokampie u wszystkich grup wiekowych
(Rycina 26), co koreluje z poprawg pamieci rozpoznawczej u badanych zwierzat
(Tabela 5). Na przyktadzie zwierzat 24 miesiecznych wykazano, ze jednoczesne
podanie inhibitora PDEZ2 i inhibitora nNOS powoduje znaczace obnizenie aktywnosci
podstawowej NOS w hipokampie, co najprawdopodobniej swiadczy o znaczacym

udziale tej izoformy w procesach zwigzanych z uczeniem i pamiecig. Dodatkowo
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zaobserwowano, ze zastosowanie inhibitora PKG, KT5823 (in vitro) nie wptywa na
aktywnos¢ podstawowg NOS po podaniu inhibitoréw PDE2 oraz nNOS.

Inhibitor PDES, zaprinast zwieksza aktywnosc¢ podstawowg NOS w hipokampie tylko
u zwierzat 3 miesiecznych, podobnie tylko w tej grupie wiekowej zaprinast poprawia

mozliwosci poznawcze. Zestawienie wynikdw przedstawiono na rycinie 26.
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Rycina 26. Wplyw inhibitorow PDE2, PDES na aktywnos¢ podstawowg NOS w
hipokampie szczuréw 3, 12 i 24 miesiecznych oraz inhibitora PDE2 podanego
tacznie z inhibitorem NNOS na aktywnos¢ podstawowg NOS w hipokampie zwierzat

24 miesiecznych. Szczurom podawano podskérnie DMSO w dawce 100mi/kg m.c., jeden z
inhibitorow PDE w dawce 0,3mg/kg m.c. lub Bay 60 -7550 oraz NAAN w dawce 0,1mg/kg m.c.
Aktywno$c¢ podstawowg NOS mierzono radiochemicznie w cytozolu. Dane przedstawione na wykresie
stanowig $rednig arytmetyczng z trzech niezaleznych doswiadczen dla kazdej grupy eksperymentalnej
+ SEM. Do oceny statystycznej wynikow zastosowano wieloczynnikowq analize wariancji (ANOVA)
oraz test post-hoc Dunetta (kazdg grupe poréwnywano do grupy kontrolnej, *** - p< 0,007;
odpowiednio ** - p<0,01), efekt dziatania inhibitora nNOS okreslono przy pomocy testu t- Student’a

(poréwnano grupe Bay vs. Bay+NAAN, ### - p<0,001).
Inhibitory PDE wptywajg na aktywnos¢ NOS w prazkowiu podobnie, jak na

aktywnos¢ tego enzymu w hipokampie. Zaobserwowano, ze zahamowanie PDE2
przez podskorne podanie Bay 60 - 7550 zwieksza aktywnos¢ podstawowg NOS w
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prazkowiu u wszystkich grup wiekowych (Rycina 27), co koreluje z poprawg pamieci
rozpoznawczej u badanych zwierzat (Tabela 5). U zwierzat 24 miesiecznych
wykazano, ze jednoczesne podanie inhibitora PDE2 i inhibitora nNOS powoduje
zniesienie efektu dziatania Bay 60-7550 i obnizenie aktywnos$ci NOS w prazkowiu w
poréwnaniu do aktywnosci NOS po zahamowaniu PDE2. Inhibitor PDE5, zaprinast
zwieksza aktywno$¢ podstawowg NOS w prazkowiu tylko u zwierzat 3 miesiecznych,
podobnie tylko w tej grupie wiekowej zaprinast poprawia mozliwosci poznawcze.

Zestawienie wynikow przedstawiono na rycinie 27.
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Rycina 27. Wptyw inhibitorow PDE2, PDE5 na aktywnos¢ podstawowg NOS w
prazkowiu szczurow 3, 12 i 24 miesiecznych oraz inhibitora PDE2 podanego tgcznie
z inhibitorem nNOS na aktywnos$¢ podstawowg NOS w prgzkowiu zwierzat 24

miesiecznych. Szczurom podawano podskérnie DMSO w dawce 100mi/kg m.c., jeden z inhibitoréw
PDE w dawce 0,3mg/kg m.c. lub Bay 60 -7550 oraz NAAN w dawce 0,1mg/kg m.c. Aktywno$c
podstawowg NOS mierzono radiochemicznie w cytozolu. Dane przedstawione na wykresie stanowig
Srednig arytmetyczng z trzech niezaleznych doswiadczen dla kazdej grupy eksperymentalnej + SEM.
Do oceny statystycznej wynikéw zastosowano wieloczynnikowg analize wariancji (ANOVA) oraz test
post-hoc Dunett’a (kazdg grupe poréwnywano do grupy kontrolnej, *** - p< 0,001;0dpowiednio ** -
p<0,01), efekt dziatania inhibitora nNOS okreslono przy pomocy testu t- Student’a (poréwnano grupe
Bay vs. Bay+NAAN, ## - p<0,01).
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Podczas badania dziatania inhibitorow PDE2 i PDE5 na aktywno$¢ podstawowqg
NOS w korze mozgu zaobserwowano, ze zahamowanie PDE2 przez podskorne
podanie Bay 60 - 7550 zwieksza aktywnos¢ podstawowg NOS w korze tylko u
zwierzat 12 miesiecznych (Rycina 28). U zwierzat 24 miesiecznych wykazano, ze
podanie inhibitora NnNOS powoduje obnizenie aktywnosci podstawowej NOS w korze
mozgu. Zaobserwowano rowniez, ze inhibitor PDES, zaprinast zwieksza aktywnosé
podstawowg NOS w korze mozgu tylko u zwierzat 3 miesiecznych, podobnie tylko w
tej grupie wiekowej zaprinast poprawia mozliwosci poznawcze. Zestawienie wynikow

przedstawiono na rycinie 28.
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Rycina 27. Wptyw inhibitoréw PDE2, PDES na aktywnos¢ podstawowg NOS w korze
mozgu szczurow 3, 12 i 24 miesiecznych oraz inhibitora PDE2 podanego tgcznie z
inhibitorem nNOS na aktywnos¢ podstawowg NOS w korze mézgu zwierzat 24

miesiecznych. Szczurom podawano podskérnie DMSO w dawce 100mi/kg m.c., jeden z inhibitorow
PDE w dawce 0,3mg/kg m.c. lub Bay 60 -7550 oraz NAAN w dawce 0,1mg/kg m.c. Aktywnos$¢
podstawowg NOS mierzono radiochemicznie w cytozolu. Dane przedstawione na wykresie stanowig
Srednig arytmetyczng z trzech niezaleznych doswiadczen dla kazdej grupy eksperymentalnej + SEM.
Do oceny statystycznej wynikéw zastosowano wieloczynnikowg analize wariancji (ANOVA) oraz test
post-hoc Dunett’a (kazdg grupe poréownywano do grupy kontrolnej, *** - p< 0,001;0dpowiednio ** -
p<0,01), efekt dziatania inhibitora nNOS okreslono przy pomocy testu t- Student’a (poréwnano grupe
Bay vs. Bay+NAAN, # - p<0,05).
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Podsumowujgc nalezy podkresli¢, ze w badaniach wptywu inhibitorow PDE2 oraz
PDE5 na aktywnos¢ NOS oraz zdolnosci poznawcze szczurow 3, 12 i 24
miesiecznych zaobserwowano korelacje pozytywnego wptywu inhibitoréw na pamieé
zwierzat ze zwiekszaniem aktywnosci NOS w hipokampie i prgzkowiu. Jednoczesnie
na przyktadzie zwierzat 24 miesiecznych wykazano, ze zahamowanie nNOS znosi
korzystne dziatanie inhibitora PDE2 na pamieC oraz obniza aktywnos¢ NOS, co
sugeruje, ze poprawienie pamieci przez zahamowanie PDE2 wigze sie ze wzrostem
aktywnosci NOS, oraz ze izoformg majacq znaczny udziat w tym mechanizmie jest
nNOS.
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5. Dyskusja

Od prawie 40 lat badany jest zwigzek cGMP i uktadu cholinergicznego. Pomimo
wielu lat badan i intensywnych doswiadczen majacych zgtebi¢ te skomplikowang
zalezno$¢, do dzi§ nie udato sie jednoznacznie okreslic znaczenia cGMP w
funkcjonowaniu tego waznego uktadu neuroprzekaznikowego. Coraz wiecej wiadomo
na temat udzialu NO i cGMP w mechanizmach uczenia sie i pamieci. Wraz z
wynikami nowych badan pojawiajg sie nowe mozliwosci modyfikowania i poprawiania
zdolnosci poznawczych. W niniejszej pracy badano jak zmienia sie zdolnos¢ ukfadu
cholinergicznego do syntezy cGMP na szlaku zaleznym od NO, podczas rozwoju i
starzenia mézgu. Analizowano réwniez ekspresje enzymow kontrolujgcych poziom
cGMP, fosfodiesteraz w mdzgu starczym oraz to, czy hamujac ich aktywnos¢ mozna
poprawi¢ pamiec u zwierzat starych.

W prowadzonych przez nas badaniach immunohistochemicznych wykazano, ze
poziom cGMP w mdzgu oraz zdolnos¢ neurondéw cholinergicznych okolicy przegrody
srodkowej i formacji Broca do syntezy cGMP w odpowiedzi na NO maleje podczas
rozwoju i starzenia moézgu szczuréw. Podobnie w prazkowiu interneurony
cholinergiczne tracg wraz z wiekiem zdolnos¢ do zaleznej od NO syntezy cGMP.
Badania wykazaty rowniez, ze neurony cholinergiczne jgdra nakrywkowo konarowo
mostowego nie reagujg podniesieniem poziomu cGMP na podanie donora NO, na
zadnym etapie rozwoju po urodzeniu zwierzat, co sugeruje brak aktywnosci sGC w
tych komdrkach. Prawdopodobnie jej aktywnosc jest wyciszana jeszcze w rozwoju
zarodkowym.  Dodatkowo  zaobserwowano, ze neurony cholinergiczne
przodomozgowia tracg zdolno$¢ do syntezy cGMP pod wptywem NO stopniowo i
réwnolegle z dojrzewaniem drogi cholinergicznej unerwiajgcej hipokamp, co obrazuje
malejgca wraz z wiekiem zwierzat ilos¢ wtdkien wykazujacych immunoreaktywnosé
dla cGMP i pecherzykowego transportera acetylocholiny (VAChT) w hipokampie.
Komorki cholinergiczne unerwiajgce kore nowg mozgu zachowujg natomiast
zdolnos¢ do syntezy cGMP pod wptywem NO przez cate zycie i witdkna
cholinergiczne kory wykazujg immunoreaktywno$¢ dla cGMP na wszystkich etapach
rozwojowych, co zaobserwowat rowniez De Vente i wsp. [2001]. Liczba neurondw
cholinergicznych w jednej potkuli mézgu szczura jest szacowana na okoto 20,000
[Smith i Booze, 1995; Geula i wsp., 1993]. W naszej pracy ze wzgledu na
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zastosowang metodyke nie okreslilismy catkowitej liczby neuronéw w mdzgach
badanych zwierzat, chodzito bowiem przede wszystkim o zbadanie procentowego
udziatu neuronéw cholinergicznych syntetyzujagcych cGMP wsrdéd  wszystkich
neuronéw cholinergicznych. ZaobserwowalisSmy jednak, ze liczba policzonych przez
nas neurondw cholinergicznych jest zdecydowanie nizsza u starych (24
miesiecznych), niz u mtodych zwierzat. W formacji Broca i okolicy przegrody
srodkowej Srednia liczba neuronow cholinergicznych rosta z 460 u zwierzat P1 do
2787 u szczuréw P21, a nastepnie malata do 914 u zwierzat 24 miesiecznych.
Natomiast w prazkowiu najwyzszg liczbe $rednio 1790 neuronéw obserwowalismy u
szczurow P10, u szczurdw 3 miesiecznych liczba interneuronéw cholinergicznych
spadata do 439, a u zwierzat 24 miesiecznych do 389 neuronow. Spadek liczby
neurondéw cholinergicznych zaobserwowali w swoich badaniach réwniez Smith i
wspotpracownicy [Smith i wsp., 1993; Smith i Booze, 1995].

Wyniki naszych badan kolokalizacji cGMP i vVAChT w prazkowiu wykazaty, ze
immunoreaktywnos¢ cGMP i vAChT nie jest rownomierna w catej strukturze.
Unerwienie cholinergiczne prazkowia rozwija sie najpierw w bocznej czesci jadra
ogoniastego i skorupy, nastepnie komorki migrujg do wewnatrz tej struktury i rosna.
Petne unerwienie prgzkowia obserwuje sie u szczurow okoto 16 dnia po urodzeniu
(P16) [Aznavour i wsp., 2003]. W niniejszej pracy na podobnym etapie wiekowym, u
zwierzat 21 dniowych (P21) zaobserwowali§my przejsciowy wzrost liczby komérek
cholinergicznych syntetyzujagcych cGMP, co najprawdopodobniej ma zwigzek z
udziatem $ciezki sygnatowej NO/cGMP z dojrzewaniem unerwienia cholinergicznego
prazkowia.

Spadek poziomu i immunoreaktywnosci cGMP w réznych rejonach mdézgu podczas
starzenia wykazano w wielu pracach [Chalimoniuk i Strosznajder, 1998; De Vente i
wsp., 1998a; Markerink i wsp., 1997; Puri i Volicer, 1981; Schmidt i Thornberry,
1978; Vallebuona i Raiteri, 1995; Wei, 1993]. W niniejszej pracy rowniez
zaobserwowano spadek poziomu immunoreaktywnosci cGMP w trakcie rozwoju i
starzenia moézgu szczuréw. Prawdopodobng przyczyng spadku poziomu cGMP w
mozgu starczym jest podwyzszona aktywnosé PDE [Chalimoniuk i Strosznajder,
1998], co potwierdzono rowniez w tej pracy wykazujac, ze inkubacja skrawkéw
starczego mézgu z inhibitorem PDE2 powoduje znaczace podniesienie
immunoreaktywnosci cGMP. Ponadto stwierdzono, ze zmienia sie ekspresja PDE 2,

519 w moézgu starczym. Dochodzi do nieznacznego zwiekszenia poziomu mRNA dla
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PDEZ2 oraz istotnego podwyzszenia poziomu mRNA PDE9, najbardziej selektywne;j
ze wszystkich PDE hydrolizujgcych cGMP. W mézgach zwierzat 24 miesiecznych nie
obserwowano mRNA PDES5, co sugeruje ze ekspresja tej PDE jest podczas starzenia
wyciszana.

Wysoki poziom cGMP po urodzeniu podczas rozwoju mézgu zwierzgt mtodych jest
prawdopodobnie niezbedny dla wytworzenia prawidlowego, dojrzatego unerwienia
mozgu. Polleux i Morrow [2000] wykazali, ze w korze mozgu szczura w trakcie
rozwoju, cGMP okresla kierunek wzrostu aksondéw i dendrytow. Rowniez w
badaniach na bezkregowcach dowiedziono, ze NO i cGMP odgrywajg kluczowg role
podczas rozwoju i dojrzewania potgczen nerwowych [Scholz i wsp., 1998].
Zaobserwowana w naszych badaniach utrata mozliwosci syntezy cGMP pod
wptywem NO w widknach cholinergicznych hipokampa podczas rozwoju zbiega sie w
czasie z dojrzewaniem unerwienia cholinergicznego tej struktury i wyksztatceniem
receptorow muskarynowych M2 [Goldbach i wsp., 1998; Ludkiewicz i wsp., 2002]. Na
podstawie otrzymanych wynikbw mozna wnioskowac, ze cGMP jest zaangazowany
w rozw@j drogi cholinergicznej i unerwienie hipokampa. Pomimo, ze nasze wyniki
wskazujg na udziat sygnalizacji NO/cGMP w powstawanie i dojrzewanie unerwienia
cholinergicznego hipokampa i prgzkowia, te dwa procesy znaczaco sie roznig. Ciata
neurondéw cholinergicznych oraz ich wypustki unerwiajgce hipokamp nie wykazujg
znaczgcej immunoreaktywnosci dla cGMP na skutek podania NO u zwierzat powyzej
21 dnia zycia. We widknach cholinergicznych prazkowia po podaniu NO i
zahamowaniu PDE przy pomocy 1mM IBMX obserwuje sie¢ immunoreaktywnos¢
cGMP nawet u szczurow dorostych i starych. Trudno jest okresli¢ dlaczego w ciatach
neurondw cholinergicznych prgzkowia u dorostych i starych zwierzat nie dochodzi do
syntezy cGMP pod wptywem NO. Podobne rezultaty otrzymat De Vente i wsp. [1998]
dla komorek piramidowych hipokampa i komoérek Purkinjego w mozdzku, pomimo
stwierdzonej przez wielu badaczy obecnosci podjednostek sGC w tych neuronach
[Burette i wsp., 2002; Ding i wsp., 2004]. Nawet w obecnosci niezaleznych od NO
aktywatorow sGC takich jak YC-1 i Bay 41-2272, ktére zwykle znaczgco stymulujg
synteze cGMP [Becker i wsp., 2001], nigdy nie notowano immunoreaktywnosci
cGMP w neuronach piramidowych hipokampa i komorkach Purkinjego w mo6zdzku
[Van Staveren, 2004; De Vente i Steinbusch, 2000b]. Prawdopodobnie sGC jest w
tych komdérkach hamowana przez jakis czynnik wewnetrzny, albo nie ma w nich

ktéregos z kofaktorow niezbednych dla aktywnosci enzymu [Mo i wsp, Schmidt i
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wsp., 2001]. Nie wiadomo takze, czy u dorostych zwierzat ciata komorek
cholinergicznych unerwiajgcych kore mozgu syntetyzujg cGMP na drodze zaleznej
od NO, czy nie. We wczesniejszych badaniach De Vente i wsp. [1998] wykazali, ze
komorki i widkna cholinergiczne, ktore wykazujg immunoreaktywnosc¢ dla NOS nie
syntetyzujg cGMP pod wptywem NO [Sugaya i McKinney, 1994]. Podobne wyniki in
vivo otrzymali Southam i Garthwaite [1993]. W okolicy podstawy przodomézgowia
szczura nNOS eksprymuje 30 do 50 procent neuronodw cholinergicznych [Sugaya i
McKinney, 1994], nie wiadomo ile z tych komérek unerwia kore mdzgu. Funkcja
cGMP we widknach cholinergicznych kory roéwniez nie jest znana. Hartlage-
Ribsamen i Schliebs [2001] zasugerowali, ze unerwienie cholinergiczne pochodzgce
z neurondw znajdujgcych sie w jadrach podstawy reguluje aktywnos¢ nNOS.
Mozliwe, ze NO dziata tutaj jako przekaznik zwrotny i powoduje podwyzszenie
poziomu cGMP w zakonczeniach widkien cholinergicznych przez co kontroluje
uwalnianie acetylocholiny, przy czym nie jest jasne czy ma dziatanie stymulujgce czy
hamujgce. Podsumowujac te czesS¢ przeprowadzonych przez nas badan, mozna
stwierdzi¢, ze warunkowana przez NO synteza cGMP w neuronach cholinergicznych
podstawy przodomdzgowia i pragzkowia zaczyna sie obniza¢ w drugim tygodniu po
urodzeniu zwierzat. Poziom cGMP w mdzgu spada sukcesywnie przez cate zycie
szczurdw, a pozytywna korelacja tego spadku ze zmniejszeniem kolokalizacji cGMP i
vVAChT we wtdknach hipokampa pozwala przypuszczac, ze NO i cGMP odgrywajg
istotng role w dojrzewaniu unerwienia cholinergicznego tej waznej struktury moézgu.
PrzeprowadziliSmy réowniez doswiadczenie badajgce wptyw pobudzenia receptoréw
cholinergicznych na poziom IR-cGMP w mozgu dojrzatym. Otrzymane wyniki
wykazaty, ze inkubacja skrawkow moézgu 3 miesiecznych szczuréw z agonistg
receptoréw cholinergicznych (karbacholem) powoduje podwyzszenie poziomu cGMP
w neuronach oraz witdknach cholinergicznych gtéwnie w korze czotowej, wyspach
Celleja oraz w prazkowiu. Castoldi i wsp. [1993] zaobserwowali, ze karbachol
powoduje podwyzszenie stezenia cGMP w hodowlach pierwotnych neuronéw kory
mozgu, a zahamowanie aktywnosci NOS znosi efekt dziatania agonisty. Zwiekszenie
stezenia cGMP w korze moézgu i mézdzku po podaniu agonisty receptoréw
muskarynowych, oksotremoryny obserwowali réwniez Ferrendelli i wsp. [1970].
Wyniki otrzymanej w tej pracy jak réwniez zaprezentowane dane literaturowe
sugerujg, ze pobudzenie receptoréw muskarynowych prowadzi do zwiekszenia

syntezy cGMP, prawdopodobnie na szlaku zaleznym od NO.
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W niniejszej pracy badalismy réwniez wptyw selektywnych inhibitorow PDE2 i PDE5
na poziom IR-cGMP w skrawkach mozgu szczurow dorostych i starych. Nasze wyniki
wykazaty, ze inkubacja skrawkéw mozgu dorostych i starych szczurow z
selektywnym inhibitorem PDE2 o nazwie Bay 60-7550 powoduje znaczace
podniesienie cGMP-IR w mézgu zwitaszcza w komorkach i widknach w korze
czotowej, wtoknach w prazkowiu i wyspach Calleja w przodomdzgowiu, a takze w
hipokampie. Bardzo podobne wyniki uzyskaliSmy po inkubacji skrawkéw moézgu z
obydwoma inhibitorami: Bay 60-7550 oraz sildenafilem hamujgcym aktywnos¢ PDES5.
Podniesienie IR-cGMP w hipokampie po inkubacji skrawkéw z Bay 60-7550
obserwowali rowniez Boess i wsp. [2004] u dorostych szczuréw. Na podstawie tych
wynikow mozna stwierdzi¢ jednoznacznie, ze zahamowanie aktywnosci PDE2 w
mozgu prowadzi do znaczacego wzrostu poziomu cGMP, a zatem jest to jedna z
fosfodiesteraz obnizajgca jego poziom w modzgach zwierzat dorostych i starych.
BadaliSmy takze wptyw inhibitora PDES5, sildenafilu na IR-cGMP w skrawkach
mozgow dorostych i starych szczurow. WykazaliSmy, ze u zwierzat dorostych
zahamowanie PDES5 prowadzi do zwiekszenia IR-cGMP w korze mdzgu, pragzkowiu i
w wyspach Calleja oraz do niewielkiego wzrostu IR-cGMP w hipokampie. We
wszystkich badanych strukturach moézgu zwiekszenie poziomu IR-cGMP pod
wptywem sildenafilu bylo mniej widoczne, niz po zahamowaniu PDE2 przez
Bay 60-7550. Zwiekszenie IR-cGMP w skrawkach hipokampa dorostych szczurow
pod wptywem selektywnych inhibitoréow PDES obserwowali rowniez Prickaerts i wsp.,
[2002. Badania wykazaty, ze vardenafil jest zdecydowanie bardziej skuteczny niz
sildenafil, co potwierdzili Rutten i wsp. [2005] w skrawkach hipokampa dorostych
myszy. W niniejszej pracy wykazalismy, ze inkubacja skrawkéw mozgu zwierzat
starych (24 miesiecznych) z sildenafilem nie powoduje wzrostu IR-cGMP; sygnat dla
cGMP po zahamowaniu PDES5 jest taki sam, jak w mézgach kontrolnych, ktérych nie
inkubowano z inhibitorem. W kolejnych badaniach, gdzie przy uzyciu hybrydyzacji
in situ analizowalismy poziom mRNA PDE w mézgach dojrzatych i starczych
wykazalismy, ze u zwierzat 24 miesiecznych PDES nie ulega ekspresji w mdzgu,
stad zastosowanie selektywnego inhibitora tego enzymu nie powoduje zwiekszenia
poziomu jego substratu, cGMP w skrawkach mozgu. Po zastosowaniu selektywnych
inhibitorow PDEZ2 i 5 obserwowano IR-cGMP w korze mézgu nie tylko w komorkach i
widknach, ale réwniez rozproszone dookota nich, co moze by¢ efektem transportu

cGMP na zewnatrz komérek przy osiagnieciu  wysokiego stezenia
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wewnagtrzkomorkowego tego nukleotydu. Znaczny wzrost IR-cGMP we widknach po
zahamowaniu PDE, sugeruje ze enzymy te sg aktywne gtébwnie w wypustkach
neuronow.

Kolejnym etapem niniejszej pracy byto zbadanie ekspresji PDE 2, 5 i 9 w mdzgach
szczurow 12 i 24 miesiecznych, dorostych i starych. Analiza poziomu mRNA tych
PDE wykazata, ze ekspresja genow enzymow hydrolizujgcych cGMP zmienia sie
podczas starzenia mozgu. Poziom mRNA PDE2 jest w mozgu starczym nieznacznie
podwyzszony w poréwnaniu do mozgu dojrzatego. Ekspresja PDE9 jest znacznie
silniejsza w mozgu u starych zwierzat, a mRNA PDE5 jest obecne tylko w mézgach
dorostych szczurow, u zwierzat 24 miesiecznych nie stwierdzono ekspresji genu
kodujgcego tg PDE. Na podstawie wynikow tej pracy oraz badan Van Staveren i wsp.
[2003] mozna przypuszczaé, ze mRNA PDE 5 jest obecne w mdzgach podczas
rozwoju ptodowego oraz u zwierzat mtodych i dorostych, natomiast podczas
starzenia ekspresja genu kodujgcego PDES5 jest wyciszana w mozgu. Badania
ekspresji PDE 2, 5 i 9 w mdzgu starczym przeprowadzita oprocz nas dotychczas
tylko jedna grupa naukowcow z tymze byly to mozgi ludzkie [Reyes-Irisarri i wsp.
2007]. Podobnie jak my w tej pracy obserwowano w mdzgu starczym jedynie mRNA
PDE2 i PDE9, a mRNA PDES5 nie zlokalizowano. Co ciekawe Reyes-Irisarri i wsp.
[2007] wykazali takze, ze ekspresja PDE2 i 9 nie zmienia sie znaczaco w mdzgach
osbéb cierpigcych na chorobe Alzheimera. Analiza poziomu mRNA PDE9 zostata
przeprowadzona w mdzgu dorostych szczuréw przez Van Staveren i Markerink van
Ittersum [2005], ich wyniki wykazaty ekspresje tej PDE w catym mdzgu, gtdwnie w
ciatach komorek nerwowych. Najwyzszy poziom mRNA PDE9 w obserwowano w
komorkach Purkinjego w mézdzku. Ta sama grupa badata réwniez ekspresje PDE 2,
5 i 9 podczas rozwoju moézgu szczura, zaobserwowano ze najbardziej
rozpowszechniong PDE hydrolizujgcg cGMP w moézgu jest PDE9, ktéra ulega
ekspresji w catym modzgu, a najwyzszy poziom mRNA tej PDE wystepuje w
komorkach Purkinjego w mézdzku. Poziom mRNA PDE2 i PDES zmieniat sie w
réznych czesciach mézgu podczas rozwoju, a ekspresje tych PDE podobnie jak
PDE9 zlokalizowano gtéwnie w ciatach neuronéw [Van Staveren i wsp., 2003]. W
badaniach przeprowadzonych na pierwotnych hodowlach neuronéw izolowanych z
hipokampa i kory moézgu wykazano, ze za degradacje cAMP i cGMP powstatych w
wyniku pobudzenia receptoréw NMDA odpowiedzialne sg odpowiednio PDE4 i PDE2
[Suvarna i O’Donnell, 2002]. PDE 2, 5 i 9 ulegajg ekspresji takze w neuronach
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rdzenia kregowego szczura [De Vente i wsp., 2006]. Na podstawie wynikéw
niniejszej pracy oraz danych literaturowych mozna stwierdzi¢, ze w dojrzatym madzgu
za hydrolize cGMP odpowiedzialne sg PDE2, PDES oraz PDE9, wskazujg na to
wyniki hybrydyzacji in situ oraz badan immunohistochemicznych z uzyciem
inhibitorow PDE. W zaleznosci od struktury moézgu i rodzaju komoérek poziom cGMP
moze regulowac jedna lub wiecej izoform PDE. W mdzgu starczym nie obserwuje sie
ekspresji PDES, ale zwieksza sie poziom mRNA PDE2 i PDE9, najbardziej
selektywnej z PDE degradujacych cGMP. Prawdopodobnie wyzszy poziom ekspresiji
PDE2 i PDE9 jest odpowiedzialny za obnizenie stezenia cGMP podczas starzenia.
Zahamowanie PDE2 znaczaco zwieksza IR-cGMP w skrawkach moézgu, podobnie
IBMX niespecyficzny inhibitor PDE, pomimo Ze nie hamuje aktywnosci PDE9
[Soderling i wsp., 1998b] powoduje wzrost poziomu cGMP w moézgu starczym.
Mozliwe réwniez, ze w mozgu starczym dochodzi jednoczesnie do zwiekszenia
aktywnosci PDE2 i PDE9.

Dysponujac wiedzg na temat zmian ekspresji PDE hydrolizujgcych cGMP podczas
starzenia mézgu oraz mozliwo$ci podniesienia poziomu cGMP w mdzgu za pomocg
inhibitorow PDE2 i PDES5 in vitro, przeprowadzilismy serie badan wptywu tych
inhibitorow na zdolnosci poznawcze szczuréw 3, 12 i 24 miesiecznych (in vivo).
Jednoczesnie w celu zrozumienia mechanizmu dziatania inhibitorow sprawdzilismy
jak zahamowanie aktywnosci PDE2 i PDE5 wptywa na aktywno$¢é podstawowg NOS
w hipokampie, prazkowiu i korze mézgu badanych zwierzat.

Wyniki naszych badan wykazaty, ze podskdérne podanie selektywnego inhibitora
PDE2, Bay 60-7550 poprawia nabywanie i konsolidacje pamieci rozpoznawczej u
szczurow 3, 12 i 24 miesiecznych oraz, Zze neuronalna izoforma NOS jest
zaangazowana w ten proces. Zahamowanie aktywnosci PDES przez podskérne
podanie zaprinastu poprawia pamie¢ tylko u szczuréw dorostych (3 miesiecznych),
natomiast nie wptywa na zdolno$ci poznawcze 12 miesiecznych i starszych zwierzat.
Obydwa inhibitory PDE poprawiajg lepiej konsolidacje pamieci niz jej nabywanie. Z
badan prowadzonych na dorostych szczurach wiadomo, ze analogi cGMP oraz
selektywne inhibitory PDE2 oraz PDE5 mogg poprawia¢ pamie¢ u szczurow 3-4
miesiecznych [Prickaerts i wsp., 1997; 2002a; 2002b; Boess i wsp., 2004]. Ponadto
Boess i wsp. [2004] dowiedli przy uzyciu selektywnego inhibitora PDE2, ze ta PDE
jest gtéwnie odpowiedzialna za hydrolize cGMP w neuronach w hodowli oraz w

skrawkach hipokampa uzyskanych z modzgu dorostych zwierzat. Wyniki badan
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behawioralnych opublikowane na tamach kolejnych kilku prac dowodzag, ze
wybiorcze zahamowanie aktywnosci PDES u dorostych szczurow i myszy poprawia
konsolidacje pamieci [Prickaerts i wsp., 2002b; 2004; Rutten i wsp., 2005; 2007].
Wykazano, ze selektywny inhibitor PDE2, Bay 60-7550 podany bezposrednio po
sesji poznawczej poprawia pamieC rozpoznawczg u dorostych szczuréw [Rutten i
wsp., 2007]. Dla wywotania poprawy w powstawaniu pamieci autorzy pracy uzywali
bardzo wysokich stezen inhibitoréw od 3 do 10 mg/kg, w niniejszej pracy stosowano
zdecydowanie nizsze stezenie badanych inhibitorow, 0,3 mg/kg. Nasze wyniki
sugerujg, ze zahamowanie aktywnosci PDE2 oraz PDES5 u dorostych, 3
miesiecznych szczuréw poprawia zarowno konsolidacje jak i nabywanie pamieci.
Réznica moze wynika¢ z faktu uzywania réznych inhibitorow PDES oraz innych
metod podawania leku. Podczas naszych badan inhibitory PDE podawane byly
podskornie, w pracach Prickaerts’a i wsp. doustnie. Wyniki wiekszosci prac sg
zbiezne z otrzymanymi w naszych badaniach. W tej pracy po raz pierwszy zbadano
wptyw inhibitorow PDE na pamie¢ starych zwierzat, u ktorych dochodzi do
rzeczywistego pogorszenia zdolnosci poznawczych na skutek fizjologicznego
starzenia organizmu. Po raz pierwszy dowiedliSmy, ze zahamowanie aktywnosci
PDEZ2 poprawia pamiec¢ rozpoznawczg u 12 i 24 miesiecznych szczurow, natomiast
inhibitor PDES pozostaje bez wptywu. Brak dziatania zaprinastu na pamie¢ 12 i 24
miesiecznych szczurow wigze sie z obserwowanym przez nas w niniejszej pracy
brakiem ekspresji PDE5 w médzgu starych zwierzat, a przez to brakiem podwyzszenia
stezenia cGMP po zahamowaniu tego enzymu, co wykazaty rowniez nasze badania
IR-cGMP in vitro. Poprawa pamieci u zwierzat 12 i 24 miesiecznych po podaniu Bay
60-7550 prawdopodobnie wynika z faktu, ze mMRNA PDE2 jest syntetyzowane w
mozgu starczym na wysokim poziomie, a PDE2 i PDE9 sg odpowiedzialne za
hydrolize cGMP.

W naszych badaniach wykazaliSmy rowniez, ze zahamowanie aktywnosci nNOS
przez podanie selektywnego inhibitora NAAN znosi korzystny wptyw inhibitora PDE2
na zdolnosci poznawcze zwierzat. Podobne wyniki uzyskat Devan i wsp. [2007]
podajgc dorostym szczurom inhibitor PDES5S sildenafil, a nastepnie inhibitor NOS, L-
NAME. Zahamowanie aktywnosci PDE5 powodowato poprawe pamieci
przestrzennej, a pdézniejsze zahamowanie NOS znosito korzystny efekt dziatania
inhibitora PDES. Wyniki te, podobnie jak otrzymane w niniejszej pracy, sugeruja, ze

sildenafil, selektywny inhibitor PDE5 moze stuzy¢ za srodek wspomagajacy pamie¢ u
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dorostych zwierzat przez dziatanie na $ciezke sygnatowg NO/cGMP zalezng od
pobudzenia receptora NMDA. W swoich ostatnich badaniach Piedrafita i wsp. [2007]
opisali wyniki doswiadczen swiadczacych potwierdzajgcych znaczenie przekaznictwa
NMDA/NO/cGMP w mechanizmach uczenia sie i pamieci. Wykazano rowniez, ze
proces starzenia zaburza dziatanie tej Sciezki i pogarsza wyniki osiggane przez
zwierzeta w testach. Wedtug wynikow tej grupy szczury 7 miesieczne potrzebujg
zdecydowanie wiecej (192 +/- 64%) sesji poznawczych do nauczenia sie testu
labiryntu Y, a dziatanie $ciezki sygnatowej wiodgcej od pobudzenia receptorow
NMDA przez glutaminian do syntezy cGMP jest obnizone o 60 +/- 23% u szczuréw 7
miesiecznych w poréwnaniu z 3 miesiecznymi (dorostymi). Wyniki Piedrafita i wsp.
[2007] przemawiajg za teorig ttumaczacg utrate zdolnosci poznawczych w trakcie
starzenia uposledzeniem sygnalizacji NMDA/NO/cGMP. Benett i wsp. [2007]
wykazali, ze podanie azotanu, zwigzku nasladujgcego dziatanie NO w moézgu
przywraca mozliwosci poznawcze szczurom z  uszkodzonym  uktadem
cholinergicznym przodomézgowia. Wyniki tych autoréw potwierdzajg fakt, ze
sygnalizacjia NO/cGMP wzmacnia plastycznos¢ synaptyczng w rejonach mdzgu
zaangazowanych w nabywanie, przechowywanie i konsolidacje pamieci, oraz udziat
cGMP w dziataniu uktadu cholinergicznego. W hipokampie aktywacja receptora
muskarynowego powoduje zwiekszenie stezenia cGMP [Tonnaer i wsp., 1991].
Ponadto hamowanie potencjatu po hiperpolaryzacji zalezne od aktywaciji receptora
muskarynowego w neuronach piramidowych warstwy CA1 jest blokowane przez
inhibitory sGC i PKG [Krause i Pedarzani, 2000]. Wyniki te $wiadczg, ze
acetylocholina moduluje aktywno$¢ neuronalng, przynajmniej czesciowo za
posrednictwem NO i cGMP. Duzo lepiej poznana jest rola cGMP w dziataniu uktadu
glutaminianergicznego. Z wielu badanh elektrofizjologicznych i behawioralnych
wiadomo, ze receptory NMDA odgrywajg bardzo wazng role w procesie LTP i
mechanizmach uczenia sie i pamieci przestrzennej, roboczej i dtugotrwatej.
Zablokowanie receptorébw NMDA Iub zahamowanie aktywnosci NOS zaburza
zdolnosci poznawcze badane réznymi rodzajami testéw behawioralnych [Castellano i
wsp., 2001]. Niektoére zaburzenia spowodowane przez antagonistow receptora
NMDA mozna odwrdéci¢ podajac zwierzetom L-argining, donor NO lub analog cGMP
[Yamada i wsp., 1996b]. Ponadto w wielu pracach wykazano, ze dziatanie
antagonistéw receptora NMDA i receptoréw cholinergicznych nasila swoje dziatanie,

a agonisci receptora muskarynowego mogg ftagodzi¢ niekorzystne dziatanie
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antagonistéw receptora NMDA [Castellano i wsp., 2001]. Na podstawie wynikéw
przedstawionych powyzej badan mozna stwierdzi¢, ze uktady neuroprzekaznikowe,
cholinergiczny i glutaminianergiczny biorg udziat w plastycznosci synaptycznej i
mechanizmach uczenia sie i pamieci, a sygnalizacja NO/cGMP odgrywa wazng role
w obydwu z nich.

Inhibitory PDES5 stosowano rowniez u szczuréw dorostych z rozmaitymi zaburzeniami
pamieci; wedtug Ercega i wsp. [2005] zaprinast, inhibitor PDES5, ktérego uzywalismy
w tej pracy, przywraca uposledzonym szczurom zdolnos¢ do uczenia sie i
zapamietywania. Podanie inhibitora PDES5, tadafilu dorostym szczurom po udarze
mozgu zwieksza poziom cGMP w mézgu nie wplywajgc jednoczesnie na stezenie
cAMP. Powoduje jednoczesnie zwiekszenie proliferacji komorek w strefie
podkomorowej SVZ, co sugeruje ze cGMP jest zaangazowany w procesy angio i
neurogenezy [Zhang i wsp., 2006].

Analogi cAMP nie wptywajg korzystnie na pamiec rozpoznawczg dorostych szczurow
[Prickaerts i wsp., 2002a], ale zahamowanie PDE4 (PDE hydrolizujacej cAMP)
poprawia pamiec krotkotrwatg i nabywanie pamieci [Blokland i wsp., 2006, Rutten i
wsp., 2006]. Ponadto wyniki niektérych prac wskazujg, ze wybiércze zahamowanie
PDE4 przez rolipram w skrawkach hipokampa powoduje wzmocnienie wczesnej fazy
LTP oraz przeksztatcenie jej w dtugotrwatg LTP oraz LTD i efekt ten jest zalezny od
receptora NMDA [Navakodde i wsp., 2004; 2005]. W tej pracy pamiec¢ szczuréw byta
badana 2 godziny po sesji poznawczej. Wczesna faza LTP jest zalezna miedzy
innymi od dziatania PKA [Lu i wsp., 1999], a zatem réwniez cAMP, natomiast w
pozniejsze fazy LTP zaangazowane sg PKA i PKG. Wiadomo, ze PDEZ2 jest jedng z
fosfodiesteraz mogacych hydrolizowa¢ zaréwno cGMP jak i cAMP, takze mozliwe
jest ze zahamowanie PDE2 powoduje podniesienie poziomu nie tylko cGMP, ale
réwniez cAMP i obydwa nukleotydy mogq przyczyniac sie do poprawy pamieci.
Wyniki badan aktywnosci NOS po podskérnym podaniu inhibitorow PDE
zaprezentowane w tej pracy wykazaty, ze w kazdym przypadku kiedy dochodzi do
poprawy pamieci, podwyzsza sie rowniez aktywnos¢ podstawowa NOS we frakciji
cytozolowej hipokampa mdzgu. Badania Dinnermana i wsp. [1994] dowodza, ze
fosforylacja nNOS przez PKA lub PKG hamuje aktywnos¢ katalityczng neuronalne;j
syntazy NO. Wyniki tych badaczy sugerujg ze podniesienie poziomu cGMP (oraz
ewentualnie cAMP) za posrednictwem innego mechanizmu wspomaga plastycznosc

synaptyczng mozgu. W niniejszej pracy nie zaobserwowaliSmy in vitro wptywu
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inhibitora PKG na aktywnos¢ podstawowg NOS w hipokampie pod podaniu
inhibitorow PDEZ2 i nNOS in vivo, co sugeruje brak udzialu PKG w mechanizmie
zwiekszenia aktywnosci NOS . Mozliwymi odbiorcami sygnatu przekazywanego
przez cGMP w takiej sytuacji sga kanaly jonowe bramkowane cyklicznymi
nukleotydami (CNG). Podwyzszenie poziomu cGMP moze powodowac otwarcie
kanatu wapniowego, a naptyw wapnia do wnetrza neuronow stymulowacé aktywnos¢é
NNOS i w ten sposéb poprawiaC¢ zdolnosci poznawcze zwierzat. Ponadto moze
dochodzi¢ do aktywacji eNOS przez fosforylacje przez PKA [Butt i wsp., 2000], jak
réwniez podniesione stezenie cAMP moze zwiekszaé ekspresje genu kodujgcego

NNOS oraz jej synteze [Boissel i wsp., 2004].

Podczas badan behawioralnych zaobserwowalismy, ze szczury stare - doroste, 12
miesieczne reagujg na podanie inhibitorow PDE 2 i 5 podobnie do starych, 24
miesiecznych zwierzat. Vallebuona i Raiteri [1995] w badaniach wptywu starzenia na
aktywacje NOS i sGC zalezng od pobudzenia receptorow NMDA, uzywali szczuréw
w tym samym wieku, jak w obecnej pracy. Vallebouna i Raiteri analizowali poziom
zewnatrzkomérkowego cGMP w hipokampie i mézdzku 3, 12 i 24 miesiecznych
zwierzgt poddawanych mikrodializom in vivo. Ich wyniki wykazaty, ze synteza cGMP
w hipokampie spada az o 50% w okresie od 3 do 12 miesigca zycia szczurdéw.
Perfuzja NMDA u dorostych zwierzat wywotuje znaczng odpowiedz objawiajacq sie
wzrostem syntezy cGMP, u starszych zwierzat pojawiajg sie zaburzenia w
odpowiedzi na NMDA dochodzi do nich najpierw w hipokampie (juz u 12
miesiecznych szczurow), a pdzniej w mozdzku [Vallebuona i Raiteri, 1995]. Wyniki
tej grupy, podobnie jak nasze sugerujg ze metabolizm cGMP u szczurow 12

miesiecznych jest bardziej zblizony do metabolizmu zwierzat starych niz dorostych.

Wptyw starzenia na zalezng od receptora NMDA synteze NO i cGMP badany byt
réwniez przez Chalimoniuk i Strosznajder [1998]. Takze ich wyniki wykazaty, ze efekt
stymulacji receptora NMDA u szczuréw 24 miesiecznych jest zdecydowanie stabszy,
niz u dorostych 4 miesiecznych zwierzat. W mozgu starczym obnizeniu ulega
gestos¢ receptorobw NMDA oraz ilos¢ specyficznych miejsc wigzania agonisty i
ligandéw [Mitchell i Anderson, 1998]. Zwigzanie z wiekiem zmiany gestosci
receptorow NMDA obserwowano w korze modzgowej, hipokampie i prazkowiu
[Tamaru i wsp., 1991; Serra i wsp., 1994]. Ponadto w starczym mdzgu dochodzi do

przyspieszenia okresu zanikania LTP w hipokampie [Burke i Barnes, 2006], co moze
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by¢ skutkiem zaobserwowanej przez nas w niniejszej pracy podwyzszonej ekspresji
PDE2 i PDEO9.

Wyniki naszych badarn immunohistochemicznych, behawioralnych oraz analizy
aktywnosci NOS wskazujg, ze poprawa zdolnosci poznawczych jest wynikiem
zwiekszenia poziomu cGMP wywotanego przez selektywne zahamowanie tej PDE,
ktora jest eksprymowana na wysokim poziomie w mozgu, na danym etapie
wiekowym.

Za rozroznianie nowego obiektu podczas testu pamieci rozpoznawczej
odpowiedzialne sg muskarynowe receptory cholinergiczne [Besheer i wsp., 2001], a
inhibitory AChE poprawiajg nabywanie pamieci na temat obiektu [Prickaerts i wsp.,
2005]. Wiadomo rowniez, ze cGMP jest zaangazowane na poziomie molekularnym w
mechanizmy plastycznosci synaptycznej lezagce u podstaw zdolnosci uczenia sie i
pamieci oraz, ze jest przekaznikiem sygnatu oddziatywujgcym =z uktadem
cholinergicznym [De Vente, 2004]. W niniejszej pracy wykazaliSmy, ze u starych 24
miesiecznych szczuréw zahamowanie aktywnosci PDE2 powoduje znaczacy wzrost
poziomu cGMP w mézgu i poprawia pamieC rozpoznawczg zwierzat jednoczesnie
zwiekszajgc aktywnos¢ NOS w hipokampie, strukturze modzgu odgrywajacej
kluczowg role w procesach poznawczych | zaangazowanej razem 2z Kkorg
okotowechowg w powstawanie pamieci rozpoznawczej [Prusky i wsp., 2004].
Wczesniejsze badania wielu autorow, podobnie jak nasze uzyskane w trakcie tej
pracy wskazujg na obnizenie poziomu cGMP zwlaszcza w hipokampie starczego
mozgu [Puri i Volicer, 1981; Vallebuona i Raiteri, 1995; Chalimoniuk i wsp. 1998;
Domek-topacinska i wsp., 2005], co prawdopodobnie tgcznie ze zmianami w
ekspresji i aktywnosci NOS oraz uwalnianiu NO [Chalimoniuk i wsp. 1998; Jesko i
wsp., 2003] przyczynia sie do ostabienia mozliwosci poznawczych obserwowanych

podczas fizjologicznego starzenia.

Na podstawie zaprezentowanych w niniejszej pracy wynikow mozna wnioskowac, ze
podczas starzenia dochodzi do podwyzszonej ekspresji oraz prawdopodobnie
aktywnosci PDE2 i PDE9 w mézgu, co prowadzi do obnizenia poziomu cGMP oraz
aktywnosci nNOS regulowanej posrednio przez stezenie tego nukleotydu. Ponadto
nasze wyniki sugeruja, ze pula nNOS, ktorej aktywnosc jest regulowana w zaleznosci
od stezenia cGMP uczestniczy w plastycznos$ci synaptycznej, procesach uczenia sie

i pamieci. Poziom mMRNA PDE9, najbardziej selektywnej z fosfodiesteraz
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hydrolizujacych wybiérczo cGMP jest w mézgu starczym wyzszy niz u zwierzat
dorostych, ekspresja PDE2 nie zmienia sie az tak bardzo, ale mozliwe Zze podczas
starzenia dochodzi do zwiekszenia jej aktywnosci. Po selektywnym zahamowaniu
PDE2 w mdzgu starczym in vitro, IR-cGMP roénie znaczgco i osigga bardzo wysoki
poziom, co swiadczy o wysokiej aktywnosci tego enzymu w mdzgu starych szczurdw.
Zahamowanie PDEZ2 in vivo powoduje poprawe pamieci rozpoznawczej u 3, 12 i 24
miesiecznych zwierzat oraz podwyzsza aktywnosc¢ podstawowg NOS w hipokampie.

Jednoczesne podanie inhibitora NNOS prowadzi do zniesienia korzystnego dziatania
inhibitora PDE2 na pamie¢ zwierzat 24 miesiecznych oraz znaczaco obniza
aktywnos¢ NOS, co swiadczy o istotnym udziale neuronalnej izoformy syntazy w
plastycznosci synaptycznej mézgu starczego.

WykazaliSmy, Zze niezaleznie od uzytego inhibitora PDE i badanej grupy wiekowej, za
kazdym razem poprawa pamieci wigze sie ze zwiekszeniem aktywnosci NOS w
hipokampie. Taka obserwacja doprowadzita nas do wniosku, ze inhibicja aktywnosci
PDE zwieksza poziom cGMP nie tylko poprzez zahamowanie jego hydrolizy, ale
rowniez przez stymulacje jego syntezy na szlaku NOS/NO/sGC/cGMP.

Podniesienie aktywnosci podstawowej NOS po zahamowaniu aktywnosci PDE moze
by¢ spowodowana przez podniesiony poziom cGMP, ktéry zmienia
przepuszczalnos¢ kanatu wapniowego CNG, co prowadzi do naptywu jondw wapnia
do komoérki i wzmozonej aktywaciji NOS. Doswiadczenie z uzyciem inhibitora PKG in
vitro wykazato, ze zahamowanie aktywnos$ci PKG w homogenacie nie wptywa na
podniesiong przez inhibitor PDE2 aktywnos$¢ NOS, co sugeruje ze PKG nie odgrywa
w tym procesie istotnej roli. Innym mechanizmem odpowiedzialnym za wzrost
aktywnosci NOS moze by¢ aktywacja receptorow NMDA lub AMPA, niemniej jednak
doswiadczenia przeprowadzone na potrzeby tej pracy nie odpowiadajg
jednoznacznie na to pytanie, a wyniki literaturowe wskazujg na zaburzenia w
zaleznej od receptorow NMDA aktywacji NOS podczas starzenia [Vallebuona i
Raiteri, 1995; Chalimoniuk i Strosznajder, 1998]. Ponadto nie mozna wykluczyé, ze
podwyzszone stezenie cGMP aktywuje PKG, a kinaza ta przez fosforylacje
podwyzsza aktywnos¢ eNOS [Butt i wsp., 2000]. Syntetyzowany przez eNOS w
niektérych neuronach piramidowych hipokampa, NO moze wptywa¢ na procesy
poznawcze przy udziale uktadu glutaminianergicznego. Ponadto inhibitory PDE
mogg powodowac podniesienie stezenia cGMP takze w naczyniach krwionosnych

[Zhang i wsp., 2002]. Moze tam dojs¢ do aktywacji PKG fosforylacji i aktywac;ji
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eNOS, rozszerzenia naczyn krwionosnych oraz poprawy krgzenia moézgowego. W
ten sposob sygnalizacja NO/cGMP w naczyniach krwionosnych moze réwniez
posrednio wptywa¢ na pamieé. Wiadomo, ze niektdre inhibitory PDE, takie jak na
przyktad sildenafil i zaprinast mogg hamowaé dziatanie transporterow cGMP
[Jedlitschky i wsp., 2000; Sundkvist i wsp., 2002]. mRNA jednego z transporterow
cGMP, biatka MRPS5 jest obecne w wielu czesciach mézgu oraz w komorkach
endotelium tworzgcych bariere krew moézg [McAleer i wsp., 1999; Zhang i wsp.,
2000]. Mozliwe zatem, ze inhibitory PDE zwiekszajg stezenie cGMP nie tylko przez
hamowanie aktywnosci fosfodiesteraz, ale roéwniez transporteréw cyklicznych
nukleotydow w mozgu.

Na podstawie wynikow naszej pracy najbardziej prawdopodobnym mechanizmem
poprawy zdolnosci poznawczych dzieki zahamowaniu aktywnosci PDE wydaje sie
nastepujgca $ciezka sygnatowa: podniesienie poziomu cGMP, zmiana
przepuszczalnosci CNG, wzrost wewnatrzkomérkowego stezenia Ca?*, wzrost
aktywnosci nNOS, synteza NO, aktywacja sGC i synteza cGMP. By¢ moze pula
cGMP powstajgca na tej drodze stymuluje receptory NMDA, muskarynowe i uktady
glutaminianergiczny i cholinergiczny.

Zaobserwowane przez nas zmiany w metabolizmie cGMP w procesie starzenia
mozgu skitonity nas do zaproponowania hipotezy zaleznego od NO starzenia mézgu
(Rycina 29). NO powstajgcy w starczym mozgu nie aktywuje Sciezki sygnatowej
prowadzacej od pobudzenia receptora NMDA do aktywacji NOS, a wrecz przeciwnie
NO poprzez interakcje z grupami SH receptora NMDA moze by¢ odpowiedzialny za
obnizenie jego wrazliwosci i funkcjonalnosci. Jednoczesnie ekspresja i aktywnos¢
PDE 2 i 9 hydrolizujgcych cGMP jest podwyzszona, poziom cGMP jest niski i proces
LTP nie przebiega juz tak wydajnie i sprawnie jak w dojrzatym mdzgu, a zatem
zdolnosci poznawcze starych zwierzat pogarszajg sie. Uzycie selektywnego
inhibitora PDE2 przywraca wystarczajgco wysoki poziom cGMP, umozliwia naptyw
jondw Ca?* przez CNG w sposdb niezalezny od receptoréw NMDA, dzieki temu
dochodzi do aktywacji nNOS, syntezy NO i poprawienia zdolnosci poznawczych
podczas starzenia. By¢ moze uwalniany na tej drodze NO aktywuje sGC i poprzez
cGMP wptywa na aktywnos¢ uktadu cholinergicznego. Niemniej jednak
podsumowujgc nalezy stwierdzi¢, ze cGMP moze wptywa¢ na poprawe zdolnosci
poznawczych takze przez udziat w innych procesach molekularnych oraz

oddziatywanie z innymi uktadami neurotransmiterowymi.
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Rycina 29. Hipoteza starzenia mdzgu zaleznego od NO i cGMP, z propozycja

przywrdcenia zadawalajgcych mozliwosci poznawczych. Obserwacje wynikajgce z danych

zaprezentowanych w niniejszej pracy na schemacie zaznaczono w kolorze.
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6. Podsumowanie i wnioski

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki mozna podsumowac i wysung¢ nastepujace

whnioski:

1.

Poziom immunoreaktywnosci cGMP syntetyzowanego na szlaku zaleznym od
NO, w obecnosci IBMX, w uktadzie cholinergicznym przodomozgowia maleje
podczas rozwoju i starzenia szczuréw. Wyniki wskazujg, na obnizenie syntezy
cGMP w tych neuronach, co moze mie¢ wptyw na upos$ledzenie dziatania

uktadu cholinergicznego w procesie fizjologicznego starzenia.

Wykazano, ze komorki cholinergiczne jadra nakrywkowo konarowo
mostowego nie syntetyzujg cGMP w odpowiedzi na NO, co wskazuje ze jest
to jedna z cech roznigcych te populacje neurondéw cholinergicznych od

komorek tego uktadu w przodomozgowiu.

Ekspresja fosfodiesteraz hydrolizujgcych cGMP zmienia sie podczas starzenia
mozgu. Poziom mRNA dla PDE2 i PDE9 jest wyzszy u zwierzat starych niz u
dorostych, natomiast mRNA dla PDES nie obserwuje sie w moézgu starczym.
Wyniki te wskazuja, ze za hydrolize cGMP w mdzgu starczym odpowiedzialne
sg PDEZ2 oraz PDED9.

Selektywny inhibitor PDE2, Bay 60-7550 powoduje zwiekszenie poziomu
immunoreaktywnosci cGMP w mozgach dojrzatych i starczych. Zahamowanie
PDE2 znaczaco poprawia pamie¢ u badanych zwierzat oraz zwieksza
aktywnosé neuronalnej izoformy NOS w hipokampie. Inhibitor PDE2 poprzez
podwyzszenie poziomu cGMP i aktywnosci nNOS korzystnie wplywa na

mozliwosci poznawcze dorostych i starych zwierzat.

Zahamowanie aktywnosci PDES5 prowadzi do zwiekszenia poziomu
immunoreaktywnosci cGMP w moézgu dojrzatym. Inhibitor PDES, zaprinast
poprawia pamiec i zwieksza aktywnos¢ NOS u zwierzat dorostych.

Wyniki wskazujg, ze inhibitory PDE5 moga korzystnie wptywaé¢ na zdolnosci

poznawcze u dorostych osobnikdw.
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7. Streszczenie

Synteza cGMP na szlaku przekaznictwa informacji zaleznego od NO lezy u podstaw
wielu procesow fizjologicznych w CUN, miedzy innymi odgrywa istotng role w
mechanizmach uczenia sie i pamieci. Za regulacje sygnalizacji NO/cGMP w médzgu
odpowiada piec rodzin biatek. Syntaza NO (NOS) jest odpowiedzialna za uwalnianie
NO, endogennego aktywatora rozpuszczalnej cyklazy guanylanowej (sGC). W
tkance nerwowej NOS syntetyzuje NO z L — argininy w obecnosci tlenu, zwigzkiem
powstajacym w tej reakcji w ekwimolarnych ilosciach z NO jest cytrulina. Dotychczas
odkryto trzy podstawowe izoformy NOS: neuronalng (nNOS), indukowang (iNOS)
oraz endotelialng (eNOS). NO fatwo dyfunduje do sgsiednich komoérek, gdzie wigze
sie z sGC, co powoduje ponad stukrotng stymulacje tego enzymu do syntezy cGMP.
Cykliczny GMP jako przekaznik drugorzedowy odgrywa niezwykle istotng role w
komorkach uktadu nerwowego i z tego wiasnie powodu jego stezenie musi byé
precyzyjnie i szybko regulowane. Za regulacje stezenia cGMP odpowiadajg w
znacznej mierze 3, 5 - fosfodiesterazy cyklicznych nukleotydéw (PDE), ktore
hydrolizujg wigzanie fosfodiestrowe. Dotychczas zidentyfikowano 11 rodzin PDE i w
sumie 95 réznych izoform tych enzyméw. W moézgu za hydrolize cGMP
odpowiedzialne sg w gtdwnej mierze PDE 2, 5 i 9. Innymi biatkami zaangazowanymi
w przekazywanie sygnatu przez cGMP sg kinazy biatkowe zalezne od tego
nukleotydu (PKG) i bramkowane cGMP kanaty jonowe (CNG).

W CUN NO jest uwalniany w warunkach fizjologicznych przede wszystkim w wyniku
aktywacji postsynaptycznych receptorébw NMDA i funkcjonuje jako przekaznik
zwrotny, ktéry przekazuje informacje do czesci presynaptycznej zakonhczen
nerwowych, gdzie aktywuje sGC i poprzez cGMP bierze udziat w LTP w hipokampie
oraz LTD w mozdzku. NO i cGMP posredniczg rowniez w przekazywaniu informacji
w uktadzie cholinergicznym, chociaz ich rola w sygnalizacji z udziatem acetylocholiny
jest dotychczas stabiej zbadana.

NO i cGMP biorg udziat w rozwoju mébzgu, zapewniajac prawidiowg migracje
komorek oraz ukierunkowanie wzrostu wypustek nerwowych i unerwienie miedzy
innymi hipokampa i kory mdzgu. Proces starzenia jest fizjologicznie zwigzany z
uposledzeniem zdolnoéci poznawczych, dochodzi do zmian ilosci i dziatania

niektorych receptorow, w tym NMDA i cholinergicznych. Ponadto prowadzi do zmian
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ekspresji i aktywnosci enzyméw zaangazowanych w metabolizm cGMP oraz
stezenia niektorych przekaznikow informaciji takich jak NO, cGMP, jony wapnia czy
glutaminian.

W badaniach prowadzonych na dorostych zwierzetach, wykazano ze analogi cGMP
oraz inhibitory hydrolizujgcych go fosfodiesteraz poprawiajg zdolnosci poznawcze, a
inhibitory NOS oraz leki antycholinergiczne upos$ledzajg pamiec. Dotychczas nie
zbadano jednak jak zmienia sie ekspresja PDE hydrolizujgcych cGMP oraz jak
mozna poprawi¢ plastycznos¢ synaptyczng w starczym mozgu.

Celem niniejszej pracy byto sprawdzenie zdolnosci ukfadu cholinergicznego mézgu
szczura do syntezy cGMP na réznych etapach rozwoju zwierzat oraz podczas
starzenia, a takze poznanie mechanizmow prowadzacych do obnizenia poziomu
cGMP w médzgu starczym. Analizowano réwniez wptyw selektywnego zahamowania
fosfodiesteraz 2 i 5 na poziom cGMP w médzgu dorostym i starczym oraz na pamiec
rozpoznawczg szczurow. Ponadto badano efekt zahamowania PDE2 i PDE5 na

aktywnos¢é NOS w réznych czesciach mozgu.

Badania prowadzono na nastepujgcych modelach doswiadczalnych:

1) Doswiadczenia in vitro przeprowadzono na skrawkach mézgu szczuréw P1,
P4, P21, 3 i 24 miesiecznych, inkubowanych z donorem NO, DEANONO. W
celu zbadania zdolnosci uktadu cholinergicznego do syntezy cGMP wykonano
badania immunohistochemiczne kory czotowej, formacji Broca, prazkowia,
hipokampa i jadra nakrywkowo konarowo mostowego z zastosowaniem
przeciwciat przeciwko pecherzykowemu transporterowi acetylocholiny
(VAChT) i cGMP. Na potrzeby zbadania efektu dziatania selektywnych
inhibitorow PDE2 i PDES w modzgach dorostych i starczych, skrawki
inkubowano odpowiednio z Bay 60-7550 w stezeniu 0,1 M i sildenafilem w
stezeniu 1 uM.

2) Analize ekspresji PDE 2, 51 9 przeprowadzono w skrawkach mozgéw 3 i 24
miesiecznych metodg hybrydyzacji in situ. Oceniano zmiany poziomu mRNA
dla poszczegodinych PDE w prazkowiu i korze czotowej mozgu.

3) Dziatanie selektywnych inhibitorow PDE2 i PDES5 oraz nNOS na zdolnosci
poznawcze szczurow 3, 12 i 24 miesiecznych in vivo zbadano przy uzyciu

testu pamieci rozpoznawczej. Inhibitorami PDE2 i PDES5 zastosowanymi w
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tych badaniach byly odpowiednio Bay 60-7550 i zaprinast podawane
podskornie w dawce 0,3mg/kg, jako inhibitor nNOS zastosowano NAAN w
dawce 1mg/kg. Wptyw inhibitorow na zdolnosci eksploracyjne zwierzat
analizowano przy uzyciu testu otwartego pola.

4) Wptyw inhibitoréow PDE oraz nNOS na aktywnos¢ podstawowg NOS
analizowano w cytozolu z hipokampa, prazkowia i kory mézgu szczurow 3, 12
i 24 miesiecznych przy uzyciu metody radiochemicznej. Aktywnos¢ NOS
oznaczano przez pomiar radioaktywnej [°H]L-cytruliny powstajacej w uktadzie
nerwowym w stechiometrycznym stosunku do NO ze znakowanej
[*H]L-argniny w reakcji katalizowanej przez NOS w obecnosci kofaktorow i

jonéw wapnia.

Wyniki prezentowane w tej pracy wykazaly, ze poziom immunoreaktywnos$ci
cGMP, sSwiadczacy o jego stezeniu w moézgu obniza sie podczas rozwoju i
starzenia zwierzat. Spada rowniez zdolno$¢ neuronow cholinergicznych formag;ji
Broca i okolicy przegrody s$rodkowej oraz interneuronow cholinergicznych
prazkowia do syntezy cGMP na drodze zaleznej od NO, a ilos¢ widkien
cholinergicznych wykazujgcych immunoreaktywnos¢ dla cGMP obniza sie.
Wykazano tez, Zze neurony cholinergiczne jadra nakrywkowo konarowo
mostowego nie syntetyzujg cGMP pod wptywem NO na zadnym etapie zycia po
urodzeniu zwierzat. Analiza ekspresji hydrolizujgcych cGMP PDE 2, 5 i 9 w
mozgach zwierzat 3 i 24 miesiecznych pokazata, ze poziom mRNA tych PDE
zmienia sie w procesie starzenia. Poziom mRNA PDE2 i PDE9 jest w mdzgach
starczych zdecydowanie wyzszy, niz w médzgach dojrzatych, natomiast mRNA
PDE5 zlokalizowano w mézgach 3 miesiecznych szczuréw, a w mézgach 24
miesiecznych zwierzat nie wykazano jego obecnosci. Prawdopodobnie
zwiekszona ekspresja zwtaszcza PDE9, najbardziej selektywnej z PDE
hydrolizujacych cGMP jest odpowiedzialna za obnizenie jego poziomu w mozgu
starczym. Zastosowanie selektywnego inhibitora PDE2, Bay 60-7550 in vitro
powoduje znaczace zwiekszenie IR-cGMP w mdzgach dojrzatych i starczych, co
Swiadczy o zwiekszonym stezeniu cGMP po zahamowaniu aktywnosci PDE2.
Podskorne podanie Bay 60-7550 3, 12 i 24 miesiecznym szczurom poprawia ich
wyniki w tescie pamieci rozpoznawczej, wptywajgc korzystnie zwitaszcza na

konsolidacje pamieci. Jednoczesnie zaobserwowano, ze zahamowanie PDE2
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podwyzsza aktywnos¢ podstawowg NOS w hipokampie. Zastosowanie
selektywnego inhibitora nNOS tacznie z Bay 60-7550 u szczuréw 24
miesiecznych nie tylko zmniejsza aktywnos¢ NOS w hipokampie, ale réowniez
znosi korzystny efekt dziatania inhibitora PDE2 na pamie¢ rozpoznawczg. Taki
wynik pozwala stwierdzi¢, ze inhibitor PDE2 poprawia zdolnosci poznawcze nie
tylko poprzez bezposrednie zwiekszenie stezenia cGMP w mobzgu, ale réwniez
poprzez aktywacje nNOS. Sildenafil, selektywny inhibitor PDES podany in vitro
zwieksza IR-cGMP w moézgach 3 miesiecznych szczurow, natomiast w mdzgach
zwierzgt 24 miesiecznych pozostaje bez wptywu ze wzgledu na brak obecnosci
MmRNA PDES5 . Zahamowanie aktywnosci PDES in vivo przez zaprinast prowadzi
do zwiekszenia aktywnosci NOS i poprawy pamieci u zwierzat 3 miesiecznych, u
szczurow 12 i 24 miesiecznych pozostaje bez wptywu. Wykazano rowniez, ze
zadne z uzytych inhibitorobw w zastosowanych stezeniach nie wptywajg na
aktywnos¢ lokomotoryczng i eksploracyjng zwierzat.

Otrzymane wyniki wskazujg, ze rownowaga przemian metabolicznych cGMP
przesuwa sie podczas rozwoju i starzenia mézgu w kierunku degradacji tego
nukleotydu. Wysokie stezenie cGMP obserwowane w mdzgu we wczesnych
etapach rozwoju jest prawdopodobnie niezbedne dla prawidtowej migracji
neuronéw, a duza zdolnoS¢ neurondw cholinergicznych przodomdzgowia do
syntezy cGMP na drodze zaleznej od NO umozliwia prawidtowe unerwienie
hipokampa i kory mézgu, struktur kluczowych dla prawidtowego funkcjonowania
pamieci. Po wyksztatceniu unerwienia, w miare dojrzewania CUN miedzy 21
dniem, a 3 miesigcem zycia stezenie cGMP obniza sie, tak by u zwierzat
dorostych osiggng¢ poziom uznawany za podstawowy, wystarczajgcy dla
sprawnej fizjologicznej funkcji mdézgu w tym mechanizméw uczenia sie i pamieci.
Podczas starzenia dochodzi do wzrostu ekspresji i aktywnosci PDE2 i PDE9 i
znacznego obnizenia poziomu cGMP w moézgu. Jednoczesnie pomimo
zwiekszonej aktywnosci NOS, zalezna od pobudzenia receptorow NMDA synteza
cGMP obniza sie co prowadzi do uposledzenia mechanizmu LTP i zaburzen
zdolnosci poznawczych. Hamujgc aktywnos¢ PDE2 mozna przywrdcic
wystarczajgco wysokie stezenie cGMP i poprawi¢ pamieC¢ poprzez wzrost

aktywnosci specyficznej i waznej dla mechanizmdéw poznawczych puli nNOS.
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