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Ana Petronijevi}

Uticaj vitamina D na
ekspresiju matriks
metaloproteinaza u mozgu
pustinjskih mi{eva izlo`enih
prolaznoj ishemiji mozga

Ispitivana su protektivna dejstva vitamina D na

matriks metaloproteinazu-9 u izolovanim struktu-

rama korteksa i hipokampusa kod pustinjskih mi{eva

(Meriones Unguciulatus, Mongolski d`erbil). Ekspre-

sija matriks metaloproteinaze-9 indukovana je

globalnom prolaznom mo`danom ishemijom. Izvr-

{ena je Western blot analiza proteina iz uzoraka

korteksa i hipokampusa koja omogu}ava detekto-

vanje matriks metaloproteinaze-9 i merenje njene

ekspresije. Dobijeno je da u uzorcima mozga mi{eva

koji su bili izlo`eni ishemiji dolazi do pove}anja

ekspresije matriks metaloproteinaze-9. Predtretman

vitaminom D, u trajanju od 7 dana pre izlaganja

ishemiji, bio je pra}en odsustvom promene u eks-

presiji matriks metaloproteinaze-9 nakon prolazne

mo`dane ishemije. Dobijeni rezultati su u skladu sa

literaturnim podacima koji ukazuju na pove}anu

ekspresiju matriks metaloproteinaza prilikom is-

hemije, ali i na brojna povoljna svojstva i dejstva vi-

tamina D u razli~itim patolo{kim stanjima.

Uvod

Matriks metaloproteinaze (MMP) su cink zavisne
endopeptidaze koje pripadaju {iroj porodici proteaza.
Kao proteoliti~ki enzimi, raskidaju peptidne veze u-
nutar molekula proteina, degradiraju proteine van}e-
lijskih te~nosti i receptore povr{ine }elije, osloba|aju
molekule uklju~ene u apoptozu, u~estvuju u deobi,
diferencijaciji i migraciji }elija, odnosno u interakciji
ekstracelularnog matriksa i }elije. Prilikom razli~itih
patolo{kih stanja dolazi do poreme}aja u njihovoj
ekspresiji i aktivnosti.

Globalna prolazna mo`dana ishemija je stanje u
kome je, u kra}em vremenskom periodu, spre~en
dotok krvi u mozak. Oksidativni stres odnosno po-
ve}anje koncentracije slobodnih radikala, aktivacija
apoptotskih faktora i proteoliti~kih enzima su glavne
posledice o{te}enja }elije prilikom ishemije (Hong et

al. 2012). Istra`ivanja pokazuju da je globalna pro-
lazna mo`dana ishemija obi~no pra}ena pove}anjem
aktivnosti MMP (Lo et al. 2002), {to se povezuje sa
pove}anom sa pove}anom koncentracijom intrace-
lularnog Ca2+.

U ishemiji dolazi do prekomernog osloba|anja
ekscitatornog neurotransmitera glutamata koji dovodi
do izra`enog pove}anja Ca2+ jona i pove}anja ak-
tivnosti kalcijum zavisnih proteoliti~kih enzima (eks-
citotoksi~nost). Intracelularni Ca2+ masovno se
osloba|a otvaranjem kalcijumovih kanala na endo-
plazmati~nom retikulumu pomo}u inozitol trifosfata
(IP3). IP3 nastaje hidrolizom fosfatidilinozitol bi-
fosfata (PIP2), lipida unutra{njeg sloja plazmine
membrane, pomo}u fosfolipaze C-�. Drugi produkt
hidrolize PIP2 je diacilglicerol (DAG). Diacilglicerol
~ine po lanac zasi}ene i nezasi}ene masne kiseline i
glicerol. Nakon hidrolize pod uticajem fosfolipaze,
ostaje ugra|en u membrani. Njegova glavna uloga je
aktivacija protein kinaze C (PKC). Me|utim, da bi
PKC bila aktivirana, kao Ca2+ zavisna kinaza, Ca2+

joni indukovani pomo}u IP3 je pomeraju iz citosola
do unutra{njeg dela plazmine membrane, gde je
aktivira DAG (Alberts et al. 2002; Kohn et al. 1994).
Odre|ena istra`ivanja su pokazala da je aktivacija
PKC pra}ena pove}anjem aktivacije i ekspresije
MMP (Sokolova et al. 2012).

Postoje brojni rezlutati koji ukazuju na prote-
ktivna svojstva vitamina D u mo`danom tkivu in

vivo. Vitamin D deluje inhibitorno na ulazak Ca2+

jona (Harms et al. 2011). Pokazano je da vitamin D
pove}ava nivo antioksidanasa, kao {to je glutation i
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{titi od ekscitotoksi~nosti glutamata. Druga istra-
`ivanja pokazuju da je nizak nivo vitamina D faktor
koji uti~e na razvoj brojnih hroni~nih kardiovasku-
larnih i autoimunih bolesti, kancera, infekcija i broj-
nih drugih patolo{kih stanja. Deficit vitamina D
pogor{ava eksprerimentalno izazvanu ishemiju (Bal-
den et al. 2012).

Cilj ovog rada je bio da se ispita poreme}aj u ek-
spresiji MMP-9 kao i dejstvo vitamina D na MMP-9
u mozgu pustinjskog mi{a (Meriones Unguciulatus,
Mongolski d`erbil) prilikom globalne prolazne mo-
`dane ishemije.

Materijal i metode

Tretiranje `ivotinja i pripremanje
uzorka

Istra`ivanje je vr{eno na pustinjskim mi{evima
(Meriones Unguciulatus, Mongolski d`erbil), mu`ja-
cima, starim dva meseca, odgajanim u standardnim
laboratorijskim uslovima, na sobnoj temperaturi i sa
dnevnim ciklusom svetlo mrak, hrana i voda ad libi-
tum. Mi{evi su bili razvrstani u tri grupe:

1. (kontrolna) grupa – podvrgnuta operativnom
zahvatu bez zatvaranja karotidnih arterija;

2. grupa – podvrgnuta zatvaranju karotidne ar-
terije, odnosno ishemiji, tokom 10 minuta; `ivotinje
su `rtvovane 24 ~asa kasnije;

3. grupa je tokom sedam dana pre operacije pri-
mala intraperitonealno injekcije sa vitaminom D3, a
tek potom su `ivotinje bile podvrgnute ishemiji to-
kom 10 minuta, i isto `rtvovane nakon 24 ~asa.

Mi{evi su `rtvovani cervikalnom dislokacijom,
odnosno dekapitacijom, a glave su odmah nakon toga
zamrznute u te~nom azotu i ~uvane na –80°C. Ovaj
deo eksperimenta je ura|en na Vojnomedicinskoj
akademiji.

Izolovane su strukture korteksa i hipokampusa i
homogenizovane po metodi Asahi i saradnika (2000)
na ledu sa 10 volumena pufera za liziranje (50 mM
Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.1%
SDS, 0.1% deoksiholna kiselina), koji sadr`i pro-
teazne inhibitore (2 
g/mL leupeptin, 2 
g/mL
aprotinin, 1 mM PMSF). Nakon centrifugiranja,
odvojeni su supernatanti koji su kori{}eni za dalja is-
pitivanja.

Odre|ena je ukupna koncentracija proteina u
homogentu metodom po Bradfordu, uz upotrebu
Coomassie blue G-250 boje koja se specifi~no vezuje

za pojedine aminokiseline. Standardna kriva je prav-
ljena pomo}u razli~itih razbla`enja BSA (bovine se-
rum albumin), a apsorbanca je ~itana na 595 nm.

Priprema uzoraka za elektroforezu za
Western blot

Na osnovu utvr|ene koncentracije proteina u
uzorcima prera~unata je zapremina koju je bilo po-
trebno uzeti da bi bilo 50 
g proteina u svakom
uzorku koji je se koristiti za forezu. Toj zapremini je
dodat sample pufer (Lemli 2� (4% SDS, 10%
glicerol, 0.004% bromfenol plavo, 0.125M TRIS HCl
pH 8.8) u odnosu 1:1. SDS se vezuje za proteine i
daje im negativno naelektrisanje, glicerol pove}ava
gustinu uzorka i omogu}ava spu{tanje u bunari} na
gelu, a bromfenol plavo je boja koja omogu}ava da
se prati migracija pojedinih komponenti u gelu. Boja
je anjonska i male molekuske mase zbog ~ega se
kre}e pre svih ostalih komponenti (Asahi et al.
2001). Ovakvi uzorci prokuvani su na 100°C tokom
3 minuta, a zatim stavljeni na led i ~uvani u zamrzi-
va~u do daljeg ispitivanja. Ovaj deo projekta ura|en
je na Institutu za medicinsku i klini~ku biohemiju
Medicinskog fakulteta u Beogradu.

Western blot

Elektroforeza. Elektroforeza uzoraka svih triju
grupa izvr{ena je na 10% poliakrilamidnom gelu za
razdvajanje (4 mL H2O, 3.3 mL 30% akril-
amid/bisakrilamid, 2.5 mL Tris pH 8.8, 100 µL SDS,
100 µL APS, 4 µL TEMED), sa gornjim 4% gelom
za koncentrovanje (3.4 mL H2O, 830 µL 30%
akrilamid/bisakrilamid, 630 µL Tris pH 6.8, 50 µL
APS, 5 µL TEMED), na naponu od 100 V i 30 mA
(po dve plo~e) u standardnom puferu sa elektroforezu
1 � Running buffer (900 mL H2O, 100 mL 10 � Run-
ning buffer (Tris 30.275 g, glicin 144.135 g, SDS
10 g, H2O do 1 L)).

Transfer. Nakon elektroforeze izvr{en je „Semi-
-dry” transfer proteina na nitroceluloznu membranu.
Gelovi su bili postavljeni u sendvi~ izme|u filter pa-
pira (tri filter papira/membrana/gel/tri filter papira),
gde su i gelovi i filter papiri prethodno bili potopljeni
u transfer pufer (250 mL 4 � Transfer pufer, 200 mL
Metanol, 550 mL H2O). Po zavr{etku transfera,
membrane su obojene Ponceau S bojom (u 5% sir}et-
noj kiselini) tako da se prika`u trake transferovanih
proteina.
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Detekcija MMP-9

Membrane su prvobitno ispirane u TBS-T puferu
(TBS 100 mL, H2O 900 mL, Tween-20 0.5 mL).
Nakon toga je izvr{eno blokiranje nespecifi~nih
mesta mlekom (nemasno mleko u prahu; 1 g mleka u
20 mL TBS-T) 60 minuta na sobnoj temperaturi,
nakon ~ega je inkubirana sa ze~jim primarnim anti-
telom za MMP-9 (1:1000, poliklonsko, Sigma-
-Aldrich, Germany) preko no}i na +4°C uz me{anje.
Narednog dana membrane su inkubirane 60 minuta
na sobnoj temperaturi sa sekundarnim antitelom
(1:2000, kozje, Sauthern Biotech, USA) koje je kon-
jugovano sa peroksidazom rena. Nakon ispiranja (5
puta po 5 minuta TBS-T) membrane su prelivene
luminol radnim rastvorom koji je prethodno aktiviran
pomo}u 30% H2O2. Na ovaj na~in aktivirana je he-
miluminiscencija (enhanced chemiluminescence –
ECL) koja omogu}ava vizuelizaciju, a bazira se na
emisiji svetlosti u toku oksidacije luminola koja se
odigrava u toku reakcije izme|u peroksidaze rena i
vodonik peroksida. Emitovana svetlost je registro-
vana na filmu. Membrane su kasnije stripovane i
nakon ponovnog blokiranja mlekom, 90 minuta su
inkubirane sa primarnim antitelom na aktin (1:10000,
mi{je, monoklonsko, Sigma-Aldrich, Germany) da bi
se proverilo da su svi bunari}i bili podjednako napu-
njeni. Na filmu, dobijene trake MMP-9 u uzorcima
ustanovljene su pomo}u markera (sme{e proteina
koje se na gelu odvajaju na osnovu ta~no odre|enih
molekulskih masa) i njihove poznate mase od
92 kDa. Kvantifikacija je vr{ena pomo}u programa
ImageQuant 5.2.

Rezlutati i diskusija

Merenja su pokazala da je ekspresija MMP-9
pove}ana prilikom globalne prolazne mo`dane is-
hemije kod mi{eva koji su joj bili izlo`eni. Kod mi-
{eva koji su pre ishemije bili tretirani vitaminom D,
do{lo je do smanjenja ekspresije MMP-9 u odnosu na
mi{eve koji su bili izlo`eni samo ishemiji. Ekspresija
MMP-9 i aktina u uzorcima korteksa i hipokampusa
prikazane su na slikama 1 i 2.

Smanjenje MMP-9 nakon pretretmana vitaminom
D dopunjuje nalaze o njegovim brojnim protektivnim
svojstvima, koja ispoljava prilikom zapaljenja ili
oksidativnog stresa, koji nastaju kao posledica ishe-
mije. Jang i saradnici (2012) su pokazali da regu-
latori slobodnih radikala kao {to su kvercetin i

Slika 1. Western blot analiza ekspresije MMP-9 i aktina
u uzorcima korteksa. Histogram predstavlja vrednosti
o~itane u programu ImageQuant sa proteinskih traka
(iznad).

Figure 1. Western blot of MMP-9 expressions and actin
in cortex samples. The histogram above shows values
obtained from protein strips in the ImageQuant program.

Slika 2. Western blot analiza ekspresije MMP-9 i aktina
u uzorcima hipokampusa. Histogram predstavlja
vrednosti o~itane u programu ImageQuant sa proteinskih
traka (iznad)

Figure 2. Western blot of MMP-9 expressions and actin
in hippocamus samples. The histogram above shows
values obtained from protein strips in the ImageQuant
program.



melatonin imaju inhibitorno dejstvo na MMP-9, dok
su Ekici i saradnici (2009) pokazali da Vitamin D3 u
kombinaciji sa dehidroaskorbinskom kiselinom rea-
guje kao antioksidans i smanjuje nivo malondial-
dehida, sekundarnog proizvoda lipidne peroksidacije,
kao posledice oksidativnog stresa u korteksu mi{eva.
Chen i saradnici (2003) su pokazali da vitamin D
pove}ava nivo antioksidanasa kao {to je glutation.
Luong i Nguyen (2012) su u svom istra`ivanju poka-
zali da su poreme}aj u metabolizmu i disfunkcija
vitamina D prisutni kod pacijenata sa virusnim he-
patitisom. Tako|e, pokazano je da se deficit vitamina
D smatra faktorom rizika u razvi}u neuropsihija-
trijskih poreme}aja kao {to je {izofrenija (Eyles et al.
2012).

Interesantno je napomenuti, da osim {to mo`e biti
posledica, druga istra`ivanja pokazuju da MMP-9
mo`e biti i uzrok raznih patolo{kih poreme}aja. De-
balans izme|u MMP i njenih inhibitora, odnosno
pove}anje njene ekspresije mo`e biti uzrok reumati-
odnog artritisa i osteoartritisa, akutnih i hroni~nih
kardiovaskularnih bolesti (Beurden et al. 2005).
Ulrich et al. (2012) su pokazali da je ekspresija i ak-
tivnost MMP-9 u krvi pove}ana kod pacijenata sa
akutnom ishemijom mozga.

Zaklju~ak

Ispitivanjem uticaja predtretmana vitaminom D
na ekspresiju MMP-9 indukovanu prolaznom mo-
`danom ishemijom, pokazano je da je kod mi{eva
koji su bili izlo`eni prolaznoj mo`danoj ishemiji, a
bili su tretirani vitaminom D, nivo ekspresije MMP-9
smanjen u odnosu na mi{eve koji nisu bili tretirani
vitaminom D. Dakle, dobijeni rezultati potvr|uju pro-
tektivna svojstva vitamina D u odnosu na patofi-
ziolo{ke procese koji se pokre}u u ishemiji mozga.
Zna~ajan doprinos bi donela dalja istra`ivanja o delo-
vanju vitamina D na aktivatore i inhibitore matriks
metaloproteinaza.
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Ana Petronijevi}

Effects of Vitamin D on the
Expression of Matrix
Metalloproteinase-9 in Ischemia
Preformed in Mice Brain

Matrix metalloproteinases are zinc-dependent
endopeptidases. They take part in many processes,

such as degrading matrix proteins, cell migration, dif-
ferentiation, apoptosis and other. They are considered
as a risk factor for many diseases, but also as a con-
sequence of many conditions, such as ischemia. It
has been shown that vitamin D has many protective
effects in various disorders and diseases, such as can-
cer, cardiovascular diseases, inflammation and
others.

In this work the effect of Vitamin D on the ex-
pression of MMP-9, induced by ischemia, in isolated
structures of mice cortex and hippocampus, has been
investigated.

Western blot analyses were performed on cortex
and hippocampus samples. Electrophoresis was done
on a 10% polyacrylamide gel, and after that proteins
from the gel were transferred to a nitrocellulose
membrane. After the detection of MMP-9 with pri-
mary and secondary antibodies, their expressions
were measured. The results suggested that mice
which faced ischemia had an increased level of
MMP-9, which is in line with the literature. The mice
which were treated with vitamin D but also faced
ischemia had a normalized level of MMP-9 as ex-
pected. This suggests the protective effects of vita-
min D on MMP-9 expression in the ischemic brain
after global brain ischemia.


