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Streszczenie: Od wielu lat prowadzone sa intensywne badania majace na celu wyjasnienie mechani-
zmow $mierci neurondw w wyniku krétkotrwatego przerwania doptywu krwi do moézgu. Obecnie wy-
daje sig, ze istotnym elementem przekazywania sygnatu ischemicznego jest przemieszczanie si¢ po-
migdzy przedzialami komoérkowymi wielu biatek, ktore w zalezno$ci od lokalizacji i wspotpartnerow
moga peti¢ rozne funkcje. Przejsciowe niedokrwienie mozgu powoduje bardzo szybka translokacjg
wielu kinaz bialkowych (PKC, CamKII) do zaggszczen postsynaptycznych, gdzie wydaja si¢ oddzialy-
wac na rozprzestrzenianie si¢ sygnatu ischemicznego. W dhuzszym czasie po niedokrwieniu we frakcji
mitochondriow zwigksza si¢ ilos¢ kinazy JNK i proapoptotycznego biatka Bad, a zmniejsza sig ilo§¢
kinazy Raf-1. Rowniez lokalizacja cytochromu c¢ ulega dynamicznym zmianom w wyniku ischemii.
Obok swojego tradycyjnego miejsca w mitochondriach, wystgpuje on w poischemicznej cytoplazmie,
gdzie moze aktywowac kompleks apoptosomu i kaskadg kaspaz. Coraz liczniejsze dane wskazuja, ze
przejsciowa ischemia mézgu inicjuje w niedokrwionych komorkach szybkie zmiany w wewnatrzko-
morkowej lokalizacji, a tym samym funkcji wielu bialek sygnatowych.

Stowa kluczowe: niedokrwienie mozgu, zaggszczenie postsynaptyczne, mitochondria, szlaki przekazy-
wania sygnatu, uszkodzenie mozgu, kinazy biatkowe.

Summary: Neuronal degeneration following transient global cerebral ischaemia develops from complex
series of pathophysiological events that evolve in time and intracellular space. During both, the early
and delayed, postischemic stages translocation of proteins to postsynaptic density (PSD) and mitochon-
dria are probably associated with recovery or cell death in vulnerable brain regions. Early after the
insult a significant increase in the amount of CamKII and PKC isoforms is observed in PSD. Sustained
changes in protein kinases content in PSD may cause persistent alteration in synaptic transmission. In
the time course of reperfusion the activation state of key signaling molecules changes. Western blot
analysis of phosphorylated forms of protein kinases revealed persistent activation of JNK, being limi-
ted mostly to vulnerable CA1 region. On the contrary, activation of ERK, although observed transiently
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in both parts, was enhanced for a longer time in the abdominal, resistant part of hippocampus. More-
over, the amount of active JNK linked with mitochondria was significantly increased and preceded
neuronal death in CALl. In parallel, the amount of pro-survival Raf-1 kinase decreased in mitochondria
and proapoptotic Bad protein content was increased. Concomitantly, transient ischemia evokes bipha-
sic cytochrome c release from mitochondria. Cytochrom c in cytoplasm may be involved in the activa-
tion of apoptosom, therefore cascade of caspases. Chasing a protein translocation in brain ischemia
pathology this is a new research approach which might contribute to understand of the whole process
and to search for a new points to prevent neuronal death.

Key words: brain ischemia, postsynaptic density, mitochondria, signal transduction pathways, neuronal
degeneration, protein kinases.

WSTEP

Niedokrwienie mézgu wystepuje u jednej na 250 osob i jest trzecia w krajach
rozwinigtych, a czwarta w Polsce przyczyna zgondw. Szansa wystapienia udaru
niedokrwiennego ro$nie wraz z wiekiem i u 0sob po 65 roku zycia dotyka okoto 5% po-
pulacji w tej grupy wiekowej. Juz kilkuminutowe przerwanie krazenia krwi powoduje
uszkodzenia mézgu wymagajace rehabilitacji zmierzajacej do przywrdcenia cho¢ czesci
utraconych funkcji. Warunkiem znalezienia skutecznych metod zapobiegania wyste-
powaniu i rozwijaniu si¢ poniedokrwiennej Smierci neuronow jest badanie mechanizméw
tego procesu.

Catkowite 1 uogdlnione niedokrwienie mozgu wywotuje nagle zalamanie homeostazy
tkanki oraz charakterystyczny zespo6t cigzkich zaburzen neurologicznych. W zaleznosci od
czasu trwania niedokrwienia, jak i towarzyszacych mu zaburzen systemowych ostre zmiany
metaboliczne moga cofna¢ si¢ catkowicie lub spowodowac szybka $mier¢ organizmu.
Pomigdzy tymi skrajnymi reakcjami na niedokrwienie znajduje sig cate spektrum trwatych
uszkodzen strukturalno-funkcjonalnych, znanych pod nazwa zespotu encefalopatii
poniedokrwiennej. Bezposrednie skutki ostrego niedoboru tlenu i glukozy, wystepujace w
czasie zatrzymania krazenia mézgowego, prowadza w ciagu kilkunastu minut do ustania
funkcji moézgu, nieodwracalnych zmian strukturalnych i $mierci organizmu. Wydaje sig, ze
mechanizm powstawania opoznionych uszkodzen poniedokrwiennych, rozwijajacych si¢
selektywnie tylko w niektorych, wyjatkowo wrazliwych strukturach mézgu, takich jak
hipokamp, jest wysoce specyficzny i znacznie odbiegajacy od tego, co obserwuje si¢ w 0s-
trej fazie patologii niedokrwiennej. Uszkodzenia te powstaja prawdopodobnie w wyniku
rozwoju okreslonej sekwencji wtérnych zaburzen biochemicznych i molekularnych
indukowanych stresem niedokrwiennym. Nasze ostatnie badania, jak i liczne doniesienia z
pismiennictwa wskazuja, ze szczegolnie istotne w przekazywaniu sygnatu prowadzacego
do op6znionej $mierci neuronéw w ischemii mozgu sa dynamicznie zmieniajace si¢ kompleksy
biatkowe w zaggszczeniach postsynaptycznych (PSD) i w mitochondriach. Translokacje
biatek sygnatowych do wyzej wspomnianych struktur prowadza do 1) rozprzestrzeniania
bodzca w komorce, co moze skutkowac jej przezyciem lub eliminacja oraz ii) do koncowych
etapow $mierci neurondw we wrazliwych na krotkie niedokrwienie rejonach mozgu, ktorym
towarzyszy wtorne zatamanie energetyczne [49] oraz aktywacja szlakow sygnatowych
charakterystycznych dla programu apoptozy [6].
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Mechanizm(y) i zwiazki pomigdzy zdarzeniami, indukujacymi badz towarzyszacymi
poischemicznej, op6znionej Smierci neurondw, nie sg w petni poznane i stanowia bezposredni
cel wielu badan podejmowanych w laboratoriach na calym $wiecie. Nadrzednym celem
prowadzonych prac jest stworzenie uporzadkowanego opisu przekazywania sygnalu w
niedokrwionych komorkach, ktory moze pomdc w znalezieniu nowych strategii leczniczych
przeciwdziatajacych uszkodzeniom neuronéw w ischemii mozgu.

MODELE BADAWCZE

Przerwanie doptywu krwi do mdzgu powoduje powazne zaburzenia metaboliczne,
obserwowane w trakcie niedokrwienia i po przywroceniu krazenia. W modelu przej$ciowego,
S-minutowego niedokrwienia mézgu gerbila mongolskiego (Meriones unguiculatus)
morfologiczne oznaki ubytku neuronéw obserwowane sa w sektorze CA 1 hipokampow po
2-3 dniach reperfuzji[21,30]. Podobny skutek czasowego niedokrwienia mézgu obserwuje
sig rowniez w innych modelach ischemii u szczura [32,41,51]. Zanik neuronéw we
wrazliwych rejonach mézgu ma wiele cech charakterystycznych dla programowanej $mierci
komorek — apoptozy [14]. W modelach ischemii zar6wno u szczura, jak i u gerbila po
uptywie 7 dni od niedokrwienia wigkszos¢ (ponad 80%) neuronéw wrazliwej okolicy CAl
hipokampa ginie, a ztozony, wieloczynnikowy proces prowadzacy do $mierci opisywany
jest jako opdzniona, selektywna, poniedokrwienna §mier¢ neuronow [9,54].

SYGNAL ISCHEMICZNY

Juz w trakcie pierwszych minut trwania ischemii obserwowane jest gwattowne
zahamowanie aktywnosci elektrycznej moézgu [55] i postgpujace wyczerpywanie si¢
zwiazkow wysokoenergetycznych [16,34]. Dochodzi do spadku potencjatu blonowego
mitochondriow oraz uwalniania biatek proapoptotycznych. Zaburzona zostaje
homeostaza jonowa zarowno w komdrkach nerwowych, jak i glejowych. Jednocze$nie
obserwowany jest nadmierny w stosunku do fizjologicznego wyrzut do przestrzeni
miedzykomorkowych pobudzajacych aminokwasow, gtownie kwasu glutaminowego
[39]. Kwas glutaminowy uwalniany jest z pecherzykoéw synaptycznych, z zakonczen
nerwowych oraz z tzw. puli metabolicznej aminokwaséw. Komorki glejowe, na skutek
wyczerpania si¢ zwiazkow wysokoenergetycznych i odwrocenia dziatania transporteréw
aminokwasow [2,43], staja si¢ dodatkowym zrodlem m.in. pobudzajacych neurotrans-
miterow i zwigkszaja tym samym pobudzenie komodrek nerwowych. Aktywacja
receptorow kwasu glutaminowego i zwigzany z tym znaczny wzrost st¢zenia jonow
wapnia w cytoplazmie neuronow powoduja aktywacje wielu enzymow regulowanych
jonami wapnia [59], co w konsekwencji prowadzi do uruchomienia szlakow sygnatowych
prowadzacych do przezwycigzenia patologicznego bodzca Iub do eliminacji komorek
w rejonach szczegdlnie wrazliwych. Jesli niedokrwienie trwa stosunkowo krotko (do
okoto 15 min), to po przywrdceniu krazenia nastgpuje odbudowa ATP, jednak niewydolny
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fancuch oddechowy jest zrodtem wolnych rodnikdw, ktdre utleniaja biatka, lipidy 1 kwasy
nukleinowe przyczyniajac si¢ do wtornego uszkodzenia komorek.

PSD I BIALKA PRZEKAZUJACE SYGNAL WAPNIOWY

Receptory neurotransmiterow umieszczone w btonie postsynaptycznej skupiaja wokot
siebie szereg biatek przekazujacych sygnaty do wnetrza komorki. Podblonowa,
elektronogesta struktura wielobiatkowa nosi nazwe ,,zageszczenie postsynaptyczne” (PSD)
[28]. Znajdujemy tu biatka receptorowe dla kwasu glutaminowego (typu NMDA i mGluR),
szkieletowe z rodzin MAGUK, GKAP, Shank i Homer, kinazy biatkowe, neurofilamenty,
mikrotubule, aktyny i wiele innych [42]. Dotychczasowe badania PSD po niedokrwieniu
moézgu wykazaly znaczny przyrost ilosci biatka zwiazanego z ta struktura, ktory
odzwierciedlat przyrost objetosci PSD obserwowany w mikroskopie elektronowym
[18,23,35,58]. Majac na uwadze ztozone oddziatywania sktadnikow PSD wydaje sig, ze
przebudowa zaggszczen postsynaptycznych jest jednym z pierwszych etapow szlakow
wewnatrzkomorkowego przekazywania sygnatu. Kaskada zdarzen zapoczatkowanych
niedokrwieniem rozprzestrzenia si¢ od miejsc kontaktu synaptycznego na wszystkie
przedzialty komérkowe i oddzialuje na funkcj¢ struktur wewnatrzkomorkowych
(mitochondriéw, siateczki §rodplazmatycznej, jadra komoérkowego, cytoszkieletu), jak
réwniez obejmuje biatka macierzy zewnatrzkomorkowe;.

W badaniach prowadzonych na modelu krotkotrwatego niedokrwienia mozgu gerbila
oraz w przedhuzonej do 15 minut ischemii mézgu szczura zaobserwowano wzrost ilosci
biatek zwiazanych z PSD zarowno w obrazach ultrastrukturalnych, jak i postugujac
si¢ metoda western blot z zastosowaniem przeciwciat rozpoznajacych aktywne formy
kinaz biatkowych [18,58]. Jednym z biatek charakterystycznych dla PSD jest kinaza
biatkowa II, ktorej aktywnos¢ zalezy od jonow Ca?" i kalmoduliny (CamKII). CamKII
jest translokowana do PSD juz w pierwszych sekundach ischemii mézgu. Jednocze$nie
aktywnos¢ tej kinazy mierzona wobec egzogennego, jak i endogennego substratu jest
wigksza niz w mozgu kontrolnym, jednak wzrost aktywnosci jest mniejszy, niz mozna
by wnioskowaé na podstawie przyrostu ilosci biatka. Nasze badania [18], jak i
doniesienia innych [1,24] sugeruja, ze masowy przyrost ilo§ci CamKII w czasie
niedokrwienia kompensuje hamowanie aktywnosci fosforylacyjnej, ktore wystepuje w
czasie zatamania energetycznego w niedokrwionych neuronach. Ponadto obniza si¢
aktywnos¢ CamKII w innych frakcjach btonowych. Wyniki te wskazuja na istotna rolg
CamKII w reakcji ischemicznej zaggszczen postsynaptycznych. Rownie istotny wydaje
si¢ udzial kinaz biatkowych C (PKC).

PKC obejmuje rodzing 11 serynowo-treoninowych kinaz biatkowych, ktorych aktywnosé
zalezy od fosfolipidow i w zalezno$ci od podgrupy od Ca** i diacyloglicerolu [37,38]. PKC
peti kluczowa role w niemal wszystkich procesach komoérkowych wlaczajac w to podziaty,
roznicowanie czy homeostazg jonowa. [Izoformom PKC przypisuje sig tez regulacyjna
role w procesie apoptozy i regeneracji [36]. Z prac wielu badaczy oraz naszych
obserwacji na modelu niedokrwienia moézgu gerbila wiemy o szybkiej aktywacji izoform
PKC regulowanych jonami wapnia Ca?" i diacyloglicerolem (cPKC), jak rowniez
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izoform, ktorych aktywno$¢ nie zalezy od jonow Ca** (nPKC) [8,17,46]. PKC obecne;j
w PSD przypisuje si¢ rolg jednego z regulatoréw aktywnosci receptora NMDA [26]
oraz wplyw na aktywno$¢ szlaku MAPK poprzez oddzialywanie z kinaza Raf-1 [52].

Kinazy biatkowe nalezace do rodziny PKC reaguja na stres ischemiczny szybka zmiana
aktywnoS$ci obserwowana juz w pierwszym okresie po przywroceniu krazenia [17]. W
PSD po niedokrwieniu nastgpuje 4—18-krotny przyrost ilosci biatka réznych izoform PKC
w porownaniu z ich ilo$cig u zwierzat kontrolnych [58]. Posréd cPKC obserwujemy 10-
krotny przyrost powszechnie wystepujacych izoform a i 3, podczas gdy poziom izoformy
Y, specyficznej dla neurondéw podwyzsza si¢ dwukrotnie. Prawdopodobnie jest to
spowodowane najwyzszym kontrolnym poziomem tej izoformy w PSD. Ponadto, nasze
badania po raz pierwszy pokazaly spowodowane ischemig przemieszczenie do PSD izoform
01 &, ktorych kontrolny poziom w tej strukturze jest niemal niewykrywalny. Badania na
izolowanej, oczyszczonej frakcji PSD zostaty potwierdzone badaniami immunohisto-
chemicznymi w mikroskopie elektronowym, ktdre pokazuja utrzymujacy si¢ co najmniej do
24 godzin po przywrdceniu krazenia znaczny przyrost wielkosci zageszczen postsynap-
tycznych i ilosci cPKC, gtownie w cze$ci CA1 hipokampow.

W badaniach wykorzystujacych izolowana frakcje PSD pochodzaca z m6zgow zwierzat
poddanych ischemii lub ze skrawkow hipokampa w warunkach symulujacych tg patologig
wykazano, ze poza wspomnianymi kinazami biatkowymi enzymy proteolityczne — kalpainy
sa elementem struktury PSD [18]. Dwie izoformy kalpainy: 1 i m maja r6zne wymagania
dotyczace stezenia jonow Ca** koniecznych do ich aktywacji. Stwierdzono, ze ischemia
obniza ilo$¢ biatka p-kalpainy w PSD, podczas gdy poziom m-kalpainy nie zmienia sig.
Jednoczesnie obserwowano obnizenie ilosci fodryny, ktora jest bialkiem cytoszkieletowym
obecnym w PSD i substratem kalpain. Wydaje sig, ze obnizenie ilo$ci enzymu
proteolitycznego aktywowanego juz w mikromolarnym stezeniu Ca** ma znaczenie
ochronne i zabezpiecza komorki przed rozlegla degradacja cytoszkieletu.

W wielobiatkowym kompleksie PSD kinazy biatkowe CamKII i PKC wydaja si¢
mie¢ wiele funkcji. Po przebytym epizodzie niedokrwiennym moga one aktywowac
roznorodne $ciezki sygnatowe, czgsto o przeciwstawnej funkcji, migdzy innymi moga
modulowac¢ aktywno$¢ kinazy biatkowej Raf-1. Jej ilo§¢ w strukturze PSD takZe ro$nie
po niedokrwieniu, co w konsekwencji moze zmienia¢ aktywnos$¢ szlakoéw kinaz
biatkowych, w tym MAPK. Jednoczes$nie pewna pula kinazy Raf-1 moze by¢ zwiazana
z mitochondriami, gdzie ma swoje specyficzne substraty rozne od tych, ktére moze
fosforylowac, gdy wystepuje przy btonie plazmatycznej [7,53].

ISCHEMIA 1 SZLAKI KINAZ MAP I JNK

Jednym z lepiej poznanych wieloetapowych szlakow kontrolujacych ekspresje gendw
jest szlak MAPK. W zaleznosci od bodzca pobudzajacego lub modyfikacji biatek
towarzyszacych w tworzeniu sieci sygnalizacyjnej, kinazy te wykazuja plejotropowe
dziatania. Obecnie rodzina kinaz MAP dzielona jest na trzy grupy, w zaleznosci od
koncowej kinazy szlaku: ERK1,2; p38/SAPK oraz INK/SAPK [27].
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Szlak prowadzacy do aktywacji ERK1,2 zaangazowany jest gtdéwnie w procesy
podziatu, wzrostu i funkcjonowania komorek w odpowiedzi na czynniki wzrostowe,
ale takze na niespecyficzne bodzce stresowe [22]. Wewnatrzkomdrkowy wzrost stezenia
Ca?" i depolaryzacja sa takze czynnikami aktywujacymi kinazy ERK1 i 2 prawdopo-
dobnie w wyniku stymulacji bialek syn-GAP i Ras [44]. Biatko syn-GAP jest charaktery-
styczne dla zaggszczen postsynaptycznych i moduluje aktywno$¢ biatka Ras o aktyw-
no$ci GTP-azowej, ktore z kolei kontroluje aktywnos¢ kinazy Raf-1, wpisanej jako
jedno z pierwszych biatek kaskady MAPK [31]. Biatko synGAP podlega negatywne;j
regulacji poprzez fosforylacje przez kinaz¢ CamKII [10], co w efekcie wptywa na
szybkos$¢ catego szlaku. Istnieje takze mozliwo§¢ modulacji ERK1,2 przez kinaze
biatkowa C (PKC) poprzez jej oddzialywanie z kinaza Raf-1.

Sciezka p38/SAPK laczona jest z reakcjami komorek na réznorodny stres, ktory
prowadzi do aktywacji szlaku apoptozy. Z reakcja stresowa komorek wiaze si¢ rowniez
aktywacja szlaku JNK/SAPK, jednak jak pokazuja badania mutantow pozbawionych
JNK1 i 2, szlak ten jest niezbedny w procesie apoptozy rozwojowej i prawidtowego
formowania uktadu nerwowego [9]. Kinaza JNK aktywowana jest w wyniku przekazy-
wania sygnalu poprzez co najmniej dwa rézne kompleksy biatkowe. Pierwszy szlak
obejmuje kompleks tworzony przez biatko JIP1 z kinazami MLK i MKK?7, ktora
aktywuje JNK [56]. Lokalizacja kompleksu przy powierzchni komoérki sugeruje
powiazanie z receptorami odbierajacymi bodzce zewnatrzkomoérkowe. Na podstawie
badan in vitro istnieja dowody, ze biatko PSD-95, ktore jest typowe dla zaggszczen
postsynaptycznych, odgrywa kluczowa rolg w aktywacji JINK poprzez bezposrednie
oddziatywanie z kinaza MLK [47]. JNK jest réwniez aktywowana przez inng kinaze¢
szlaku MAPK - MKKA4, ktora nie taczy sig¢ z biatkiem JIP, ale nie mozna wykluczy¢
obecnosci innych biatek kompleksujacych. Jednym z podstawowych substratow JNK
jestjedno z biatek czynnika transkrypcyjnego AP1 —biatko c-Jun. Wydaje sig, ze zalezna
od fosforylacji aktywnos$¢ c-Jun jest istotna w wyborze szlaku do przezycia lub $mierci.
Ostatnio coraz wigcej doniesien taczy aktywnos$¢ kinazy JNK z mitochondriami,
sugerujac, ze taka lokalizacja komorkowa odgrywa istotna rolg w procesie apoptozy
[12,25,29].

W wyniku krotkotrwalej ischemii mozgu obserwowana jest aktywacja zardwno pro-
zyciowych ERK 1,2, jak i INK [57]. Jednak rownowaga pomigdzy aktywnoscia tych
dwaoch sciezek sygnatowych jest rézna w réznych rejonach hipokampa. I tak w rejonach,
ktore nie wykazuja cech uszkodzenia po niedokrwieniu (CA2, 3, zakret zgbaty), juz w
pierwszych godzinach po przywroceniu krazenia ilos¢ aktywnych form ERK1,2 (P-
ERK) wzrasta dwukrotnie, a po 24 godzinach az 6-krotnie w stosunku do kontroli, i na
tak wysokim poziomie utrzymuje si¢ przez kolejne dni. We wrazliwej na niedokrwienie
czesci CAl przyrost ilosci P-ERK 1,2 nie jest istotny statystycznie i wystepuje
przejsciowo po 24 148 godzinach po ischemii. Jednocze$nie w rejonie CA1 ilo§¢ aktywne;j
formy JNK (P-JNK) wzrasta w stosunku do kontroli juz po 3 godzinach po niedokrwieniu
i pozostaje na wysokim poziomie przez kolejne dni. W pozostatych, niewrazliwych na
krotkotrwate niedokrwienie rejonach hipokampa, wzrost ilosci P-JNK wystgpuje
przejsciowo, 24 godziny po przywrdceniu krazenia i jest znacznie mniejszy niz ilos¢
aktywnych form ERK1,2. Wydaje si¢ zatem, ze stres ischemiczny powoduje aktywacj¢
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obu szlakow MAPK, przy czym zmieniona zostaje rownowaga pomigdzy $ciezka ERK i
JNK [57]. Na podstawie obrazu morfologicznego hipokampa w 7 dni po niedokrwieniu
mozna przypuszczaé, ze dominacja szlaku ERK nad $ciezka JNK w rejonach CA2,3 iw
zakrecie zgbatym skutkuje ,,przezwycigzeniem” stresu ischemicznego i promuje przezycie.

W poszukiwaniu kolejnych etapow kaskady przekazywania sygnatu ischemicznego
w rejonie CA 1 badano fosforylacj¢ podstawowego substratu JNK, jakim jest biatko c-
Jun czynnika transkrypcyjnego AP1 [57]. Wydaje sig, ze wzrost fosforylacji tego biatka
odgrywa istotna role w pierwszych godzinach po przywroceniu krazenia, natomiast w
dhuzszym czasie poziom P-c-Jun powraca do wartosci kontrolnych. Ze wzgledu na
dhugotrwaty wzrost ilosci aktywnej formy JNK kolejne badania udziatu tego biatka w
poischemicznej $mierci neurondw dotyczyty innych przypuszczalnych substratow i
translokacji aktywnej kinazy do mitochondriow.

ISCHEMIA, MITOCHONDRIA I APOPTOZA

Najnowsze badania wydaja si¢ potwierdza¢ dawno powstata hipoteze o kluczowej
roli mitochondriow w uszkodzeniu poischemicznym [13,20]. Mitochondria oprocz swej
powszechnie znanej funkcji tworzenia zwiazkow wysokoenergetycznych biora czynny
udziat w regulacji wewnatrzkomorkowego stezenia jond6w wapnia oraz procesu apoptozy.
W badaniach in vitro i in vivo wykazano, ze cytochrom ¢ moze, oprocz swojej funkcji
w tancuchu oddechowym, petnic rolg aktywatora kompleksu biatkowego (apoptosomu),
ktorego sktadnikami sa proenzymy proteolityczne — kaspazy 9 i 3. Aktywacja
apoptosomu prowadzi do aktywacji kaspaz i degradacji komorki [40]. Istnieje hipoteza
zaktadajaca udzial magakanatu (MPT) wystegpujacego w btonach mitochondrialnych,
w wyplywie do cytoplazmy biatek o niskich masach czasteczkowych, w tym rowniez
cytochromu c i innych biatek proapoptotycznych (AIF, endonukleaza G, Smac/Diablo)
[45]. Jednak z do$wiadczen z zastosowaniem zwiazkow zamykajacych kanat MPT
wynika, ze nie jest to jedyny mechanizm uwalniania biatek z mitochondriéw. W procesie
tym podnoszona jest rola biatek z rodziny Bcl, z ktorych niektore maja wlasciwosci
ochronne dla komorek (Bcl2, Belxl), a inne sprzyjaja uruchomieniu procesu apoptozy
(Bax, Bid, Bad, Bik) [11,32]. Wydaje si¢, ze biatka Bcl2 i Belxl moga modulowac
otwarcie kanatu MPT. Rownowaga pomigdzy pro-i antyapoptotycznymi biatkami z
rodziny Bcl zwiazanymi z mitochondriami moze odgrywac istotna rol¢ w uruchamianiu
kaskady proteaz. Dodatkowo, na funkcje biatek z rodziny Bcl moga wptywac
modyfikacje posttranslacyjne, gtéwnie fosforylacje przez kinazy Raf-1 i INK. Z badan
in vitro pochodza przestanki, ze enzymy te moga modulowac przepuszczalnos¢ btony
mitochondrialnej poprzez oddziatywanie z pro- i anty-apoptotycznymi biatkami z rodziny
Bel [3,25,50]. A zatem, podobnie jak balans pomigdzy biatkami z rodziny Bcl, jak i
rownowaga pomigdzy zwiazanymi z blonami mitochondrialnymi aktywnymi kinazami
Raf-11JNK moze wplywac na integralno$¢ zewngtrznej blony mitochondrialne;.

W modelu opdznionej poniedokrwiennej Smierci neuronow w hipokampie gerbila
wykazano przej$ciowa, wystepujaca w krotkim czasie reperfuzji (0,5-1 godziny)
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obecnos¢ cytochromu ¢ w cytoplazmie [15]. Ponownie cytochrom ¢ w cytoplazmie
wykrywany jest po 24 az do okoto 72 godzin po przywroceniu krazenia, rownoczesnie
z pierwszymi morfologicznymi oznakami $mierci neuronéw. Mozna sugerowac, ze
wyptyw cytochromu ¢ z mitochondriéow jest czulym markerem ich uszkodzenia.
Wykazano, ze wczesne zastosowanie 0,5 UM cyklospory A (CsA) ma dzialanie ochronne
dla komorek. Cyklosporyna A jest lekiem, ktory procz swojej dobrze znanej aktywnosci
immunosupresyjnej moze stabilizowac¢ blong mitochondrialng i blokowa¢ wyptyw
niskoczasteczkowych biatek, w tym cytochromu c¢. Z naszych badan in vitro i in vivo
wynika, ze CsA hamuje wczesna faze wyptywu cytochromu ¢ z mitochondriow i
zabezpiecza neurony rejonu CA1 hipokampa przed uszkodzeniem [15]. Natomiast
zastosowanie CsA p6zniej niz 1 godzing po przywroceniu krazenia nie chroni komorek
przed $miercia.

Postawiono zatem pytanie, czy brak neuroprotekcji przy opoznionym podaniu CsA wiaze
si¢ z przebudowa btony mitochondrialne;j tak, Ze staje si¢ ona niewrazliwa na ten lek?

Okreslono poziom zwiazanych z mitochondriami komplekséw biatkowych sktadaja-
cych si¢ z pro-apoptotycznego biatka Bad i antyapoptotycznego Bcl2 oraz przypusz-
czalnie fosforylujacych je aktywnych form kinaz biatkowych Raf-1 i INK w ré6znym
czasie po ischemii [13,57]. O ile ochronne dla komorek biatko Bcel2 fizjologicznie
lokalizuje si¢ glownie w mitochondriach oraz w innych btonowych strukturach
wewnatrzkomorkowych, to proapoptotyczne biatko Bad jest fosforylowane i pozostaje
nieaktywne w cytoplazmie w kompleksie z biatkiem 14-3-3 [47 ]. W przebiegu reperfuzji
obserwowano trwaty przyrost ilosci biatka Bad zwiazanego z mitochondriami, z
jednoczesnym, przejsciowo obnizonym poziomem fosforylujacej go kinazy Raf-1.
Roéwnolegle w cytoplazmie obnizata sig ilos¢ ufosforylowanej, nieaktywnej pro-
apoptotycznie formy Bad [13]. Wystgpowanie kinazy Raf-1 w mitochondriach zostato
dodatkowo potwierdzone znalezieniem kompleksu biatek Bad i P-Raf-1 otrzymanych
metoda koimmunoprecypitacji z preparatdw oczyszczonych mitochondriow izolowanych
z hipokampow gerbila. W tym samym, p6znym okresie po niedokrwieniu wykazano
we frakcji mitochondrialnej przyrost ilosci aktywnej formy kinazy JNK [57], ktora
moze fosforylowac/dezaktywowac antyapoptotyczne biatka Bcl2 i Belxl. Translokacjg
biatka Bad do mitochondriow potwierdzily obserwacje w mikroskopie elektronowym.
Badano komoérkowa lokalizacjg biatek Bad 1 Bcl2 metoda immunocytochemiczng z
wykorzystaniem specyficznych przeciwciat znakowanych czasteczkami ztota. Wykazano
poniedokrwienne przemieszczenie bialka Bad do mitochondriow jedynie w rejonie CA1
hipokampa, natomiast obrazy rejonu zakrgtu zgbatego (DG) nie wykazywaly zmian
lokalizacji badanych biatek w przebiegu reperfuzji [13]. Wydaje si¢ zatem, ze odlegle
w czasie od epizodu niedokrwiennego tworzenie indukowanych bodzcem ischemicznym
komplekséw Bad-Bcl2 oraz zmieniona lokalizacja komorkowa kinaz biatkowych Raf-
1 1 JNK sa elementami przebudowy bton mitochondrialnych, ktore staja si¢ przepusz-
czalne dla cytochromu c, niezaleznie od obecnosci cyklosporyny A. Poniedokrwienne
zachwianie rownowagi pomigdzy ilo$cig ochronnej P-Raf-1 i aktywowanej stresem P-
JNK moze wptywac na skierowanie komorki na §ciezkg prowadzaca do $mierci poprzez
uwolnienie z mitochondriow biatek aktywujacych kompleks apoptosomu (w tym
cytochromu c) i w efekcie kaspazg 3.
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PODSUMOWANIE

Przejsciowe, krotkotrwate niedokrwienie mozgu inicjuje szereg reakcji, ktore doprowa-
dzaja do przezwycigzenia stresu lub do eliminacji wrazliwych komorek nerwowych. Trzeba
podkresli¢, ze szczegblnie wrazliwe na ischemie¢ sa neurony rejonu CA1 hipokampa,
ktérym przypisuje si¢ kluczowa rolg w procesie uczenia sig. Dlatego niezwykle wazne
jest opisanie procesow inicjowanych niedokrwieniem zarowno w komoérkach przezywa-
jacych ten epizod, jak rowniez umierajacych, aby mozna byto znalez¢ skuteczne sposoby
ochrony tych tak istotnych dla kazdego organizmu komorek. Zmiany lokalizacji
wewnatrzkomorkowej biatek sygnatowych (kinazy biatkowe) oraz uczestnicza-cych w
procesie apoptozy (pro- i anty-apoptotyczne biatka z rodziny Bcl) wpisuja si¢ w coraz
bardziej skomplikowany obraz reakcji poniedokrwiennej tkanki nerwowej. Sekwencja
zdarzen opisywanych w niedokrwionych komoérkach wskazuje na wiele rownolegle
aktywowanych szlakow metabolicznych, ktore pozostaja w $cisle okreslonych relacjach
1 oddzialuja nawzajem na siebie. Proby stworzenia mapy szlakow komplikuje fakt, ze ten
sam enzym/bialko moze wystgpowaé w wielu regionach komorki, gdzie pehni rozne funkcje.
Jednym z takich biatek sygnalowych jest kinaza biatkowa Raf-1; jedna z pierwszych w
kaskadzie MAPK, ktorej aktywacja zalezy od biatka Ras i regulacji jego aktywnosci.
Pierwsze elementy kompleksu zlokalizowane sa w zaggszczeniach postsynaptycznych
(PSD). Do niedawna uwazano, ze jest to jedyne miejsce dziatania Raf-1. Obecnie wiadomo,
ze aktywna kinaza biatkowa Raf-1 moze by¢ zwiazana z mitochondriami, gdzie petni
rézne funkcje, np. fosforyluje pro-apoptotyczne biatko Bad [48] oraz co cickawsze, tworzy
kompleks z biatkiem VDAC, ktore wchodzi w sktad megakanatu 1 moduluje
przepuszczalno$¢ kanatu. Wydaje sig, ze dzieje sig to poprzez zmiany konformacji biatek
kompleksu, a nie poprzez fosforylacje ktoregos z jego elementow ([33]. Z przegladu
pismiennictwa wylania si¢ spojny obraz, ze zlokalizowana mitochondrialnie kinaza Raf-
1 chroni komorki przed apoptoza.

Na podstawie obserwacji wtasnych oraz danych z literatury mozna sugerowac, ze
tworzenie si¢ nowych, wywotanych przez krotka ischemig patologicznych komplekséw
biatkowych, zlokalizowanych w miejscach kontaktu synaptycznego (PSD) oraz w
mitochondriach moze wplywac istotnie na pro-apoptotyczne ukierunkowanie sygnatu
ischemicznego w okresie reperfuzji we wrazliwym rejonie CA1 hipokampa.

Zaggszczenia postsynaptyczne reaguja na niedokrwienie, co objawia si¢ bardzo
szybkim, znaczacym przyrostem ilo$ci biatek i objgtosci struktury. Biatka szkieletowe
z rodziny PSD 95 stanowia ,,kotwicg” dla wielu kinaz biatkowych (miedzy innymi
izoform PKC), ktoére wplywaja na aktywnosc receptorow dla neurotransmiterow z jednej
strony 1 zmiany aktywnosci kaskad przekazywania sygnatu do wngtrza komorek z
drugiej. Istotnym elementem translokacji kinaz biatkowych do PSD sa jony wapnia,
ktorych stezenie w cytoplazmie zwigksza si¢ w czasie niedokrwienia. Zmienione w
wyniku przejsciowego niedokrwienia kompleksy biatkowe w PSD wydaja si¢ wptywaé
na aktywno$¢ szlakow kinaz biatkowych MAPK i JNK. Wydaje sig, ze w komorkach
CA1 hipokampa przewaga aktywnosci szlaku JNK stanowi istotny element procesu
prowadzacego do eliminacji tych neuronow.
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RYCINA 1. Schemat przedstawia zjawiska zwiazane z ewolucja zmian wewnatrzkomorkowych
prowadzacych do opdznionej, poischemicznej $mierci neuronéw we wrazliwym na ischemig rejonie
CA1 hipokampa. W czasie reperfuzji po S-minutowej ischemii mézgu gerbila nastgpuje przemieszczanie
biatek do zaggszczen postsynaptycznych (PSD) oraz do i z mitochondriéw. Juz w trakcie niedokrwienia
oraz krotkim czasie reperfuzji w PSD przyrasta ilo$¢ kinaz bialkowych PKC i CamKII, natomiast w
mitochondriach czasowo obserwowane jest zmniejszenie ilosci aktywnej kinazy Raf-1. Jednoczesnie w
cytoplazmie przej$ciowo obserwowany jest cytochrom c. Réwnowaga pomigdzy aktywnymi formami
kinaz ERK i JNK przychyla si¢ w kierunku JNK. W dhuzszym czasie po przywrdceniu krazenia (>24
godziny) z mitochondriami zwiazana jest coraz wigksza ilo$¢ kinazy JNK oraz proapoptotycznego biatka
Bad, a w cytoplazmie ponownie pojawia si¢ cytochrom c: 1 — wzrost zawarto$ci, | — obnizenie
zawarto$ci, — ¢ — translokacja

Réwnoczesnie ze zmianami sktadu biatkowego PSD, w badanym przez nas modelu
niedokrwienia mézgu gerbila obserwujemy w czasie reperfuzji dwufazowy wyptyw
cytochromu ¢ z mitochondridw. Wczesny, przejsciowy wyptyw prawdopodobnie petni
funkcj¢ amplifikujaca sygnat prowadzacy do $mieci neuronéw. Diugotrwaly wyptyw
cytochromu ¢ obserwowany od drugiej doby po przywrdceniu krazenia wydaje si¢ by¢
zwiazany z faza masowe] aktywacji proteaz. Wydaje si¢, ze zmienione na skutek
krotkotrwatego niedokrwienia kompleksy sygnatowych kinaz biatkowych z zewngtrzna
btong mitochondrialna przyczyniaja si¢ zard6wno do wczesnego, jak i pdznego wyplywu
cytochromu ¢ z mitochondriéw, a tym samym do uruchomienia kaskady kaspaz.

Ostatnio ukazata si¢ praca wskazujaca na nowa, kolejna rolg cytochromu ¢ w
przedhuzaniu i rozprzestrzenianiu sygnatu wzbudzonego stresem [5]. W badaniach in
vitro wykazano, ze cytochrom c taczy si¢ z receptorami IP3 zlokalizowanymi w siateczce
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$rddplazmatycznej, powoduje trwate otwarcie kanatow blonowych i wyptyw jonow
wapnia do cytoplazmy. Te z kolei moga powodowac wtorne uszkodzenie mitochondriow.
Koncepcja ta jest zgodna z wynikami naszych badan i wnioskami sformutowanymi na
podstawie obserwacji cytochromu ¢ niezwigzanego z mitochondriami w pierwszym
okresie reperfuzji po przejsciowym niedokrwieniu mozgu [15]. Ponadto, z naszych
wstepnych do§wiadczen in vivo wynika, ze w krotkim czasie po przywroceniu krazenia
(30 minut) po niedokrwieniu, cytochrom ¢ zwiazany jest z frakcja mikrosomoéw. Tym
samym potwierdza si¢ hipoteza o udziale cytochromu ¢ w wewnatrzkomorkowym
przekazywaniu sygnatu wywotanego ischemia mozgu.

Zmiany sktadu biatkowego zaggszczen postsynaptycznych oraz translokacja biatek
doi zmitochondridw wydaja si¢ by¢ istotnym elementem procesu opdznionej poische-
micznej $mierci neurondow. Schemat uproszczonej sekwencji przemieszczania biatek
sygnatowych w PSD i mitochondriach w procesie poniedokrwiennej, opdznionej $§mierci
neuronow w sektorze CA1 hipokampa przedstawiono na rycinie 1.

Na podstawie przedstawionych wynikdéw badan mozna pokusi¢ si¢ o wysnucie kilku
bardziej ogélnych wnioskéw, ktore odnosza si¢ zarowno do procesu poischemicznej
$mierci neuronéw, jak i moga przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia procesow
wewnatrzkomorkowych.

1. Przejsciowa ischemia mézgu inicjuje w niedokrwionych komorkach szybkie zmiany
w wewnatrzkomorkowej lokalizacji, a tym samym funkcji biatek sygnatlowych.

2. Lokalizacja wewnatrzkomorkowa biatka moze okreslac jego aktywnosc¢ i udziat
w odmiennych szlakach metabolicznych.

3. Wielobiatkowe kompleksy, tworzac dynamiczne struktury funkcjonalne wyzszego
rzgdu, moga istotnie wptywac na los komorki w odpowiedzi na stres niedokrwienny.
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