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FARMAKOLOGICZNA MODULACJA FUNKCJI I ZYWOTNOSCI ASTROCYTOW JAKO
NOWA STRATEGIA NEUROPROTEKC]JI PO NIEDOKRWIENIU

WPROWADZENIE

Udar mozgu jest nast¢pstwem nagtego,
krotko- lub dlugotrwatego zaburzenia doply-
wu krwi do moézgu. Wyrdznia sie udary nie-
dokrwienne, ktore polegaja na zatrzymaniu
przeplywu krwi w okreSlonym rejonie mo-
zgu na skutek zablokowania przeplywu krwi
w naczyniu krwionoSnym (okoto 80% wszyst-
kich udar6éw), oraz udary krwotoczne, pole-
gajace na krwawieniu z pekni¢tego naczynia
krwionosnego (DIRNAGL i wspotaut. 1999).
Zablokowanie przeplywu krwi moze byc¢ spo-
wodowane szeregiem czynnikOw, np. plytka
miazdzycowa zalegajaca w naczyniach krwio-
nosnych lub skrzepem powstalym w sercu,
blokujacym naczynia krwionosSne w mozgu.
Znacznie rzadziej niedokrwienie moze byc¢
wywolane fragmentem szpiku kostnego, kto-
ry moze si¢ przedosta¢ do naczyn krwiono-
snych po zlamaniu koSci, pecherzem powie-
trza, skupiskiem komorek nowotworowych,
a nawet grupa bakterii (BEJOT i wspotaut.
2008, WOLOSHIN i wspotaut. 2008).

Udary mozgu sa, po chorobach serca i
nowotworach, trzecia w kolejnosci przyczyna
zgonOw lub dlugotrwatej niepelnosprawno-
Sci u ludzi z krajow rozwini¢tych (DIRNAGL
i wspotaut. 1999). Glownymi czynnikami
ryzyka wystapienia udarOw sa: zaawansowa-
ny wiek (95% udaréw wystepuje u ludzi po
45 roku zycia), nadci$nienie, arytmie serca,
miazdzyca, dieta bogata w thuszcze i weglo-

wodany, brak ruchu, czynniki genetyczne, a
takze palenie tytoniu (BEJOT i wspotaut. 2008,
WOLOSHIN i wspotaut. 2008). Udary mozgu
powoduja dlugotrwata niepetnosprawnosc
fizyczna u 75% chorych, ktOrzy nastepnie
wymagaja kompleksowej opieki medycznej
i czesto sa niezdolni do samodzielnej egzy-
stencji. Powazna konsekwencja i skutkiem
udarow sa takze zaburzenia natury psycho-
logicznej. Czesto chorzy cierpia na depresje,
roznego rodzaju zaburzenia pami¢ci, zabu-
rzenia logicznego mysSlenia, psychozy, manie,
zaburzenia zdolnoSci okazywania uczuc oraz
zaburzenia snu (DIRNAGL i wspotaut. 1999,
BEJOT i wspotaut. 2008).

Mimo wieloletnich prac licznych grup
badawczych nie znaleziono leku neuropro-
tekcyjnego, ktory bylby w stanie zablokowac
uszkodzenie mozgu po niedokrwieniu. Moze
przyczyna takiego stanu rzeczy jest fakt, ze
wiele grup badawczych skupia si¢ jedynie na
protekcyjnym dzialaniu testowanych zwiaz-
koéw na komorki nerwowe, a Smieré neuro-
now nie jest jedynym procesem obserwowa-
nym w mozgu po niedokrwieniu.

Niedokrwienne uszkodzenie mozgu jest
rezultatem kaskady patofizjologicznych zda-
rzen. Gtowne patologiczne mechanizmy tej
kaskady obejmuja ekscytotoksycznoS¢ (ARUN-
DINE i TYMIANSKI 2003), okotouszkodzeniowq
depolaryzacje¢, stan zapalny (PLANAS i CHA-
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MORRO 2006) i programowana Smier¢ komor-
ki (DIRNAGL i wspotaut. 1999).

W mozgu po niedokrwieniu wyrdznia
sic dwa rejony. Pierwszy, bedacy ogniskiem
uszkodzenia, jest obszarem, w ktorym ko-
morki umieraja w krotkim czasie od wysta-
pienia niedokrwienia na skutek braku do-
ptywu glukozy oraz tlenu, glownie na dro-
dze Smierci nekrotycznej. Dookola ogniska
powstaje znacznie wi¢kszy obszar nazywany
polcieniem (ang. penumbra), ktory w nie-
wielkim stopniu zaopatrywany jest w krew z
krazenia obocznego. W tym obszarze czaso-
wo zanika czynnoS¢ neuronéw, ale nie poja-
wiaja si¢ szybkie zmiany morfologiczne, a ko-

morki umieraja dopiero po diuzszym czasie,
glownie na drodze programowanej Smierci
— apoptozy (DIRNAGL i wspotaut. 1999, VAN-
LANGENAKKER i wspotaut. 2008).

Cecha charakterystyczna udaréw mozgu
jest silny stan zapalny pojawiajacy si¢ w wy-
niku uszkodzenia (PLANAS i CHAMORRO 20006).
W kilkanaScie godzin od niedokrwienia do-
chodzi do bardzo silnej aktywacji komorek
gleju: astrocytow i mikrogleju, ktora utrzymu-
je sie przez kilka dni, a nawet tygodni. Mimo
wieloletnich badan naukowcy nadal spiera-
ja sie, czy zjawisko to lub jego elementy sa
korzystne dla mozgu, czy wrecz przeciwnie
— nasilaja jego uszkodzenie.

GLUTAMINIAN JAKO JEDEN Z GEOWNYCH CZYNNIKOW INDUKUJACYCH SMIERC KOMOREK

Glutaminian (Glu) jest neuroprzekazni-
kiem w centralnym ukladzie nerwowym ssa-
kow. W wyniku aktywnych procesOw trans-
portu i usuwania glutaminianu z przestrzeni
okotosynaptycznej, pozakomorkowe stezenie
tego neuroprzekaznika wynosi 2-5 uM (ERE-
CINSKA i SILVER 1990). Stezenie wewnatrzko-
morkowe glutaminianu w mozgu szacuje si¢
na 3 do 10 mM, natomiast w pecherzykach
synaptycznych moze osiagna¢ nawet 100
mM. Neuronalny glutaminian moze powsta-
wa¢ w wyniku dwoch roznych procesow. W
pierwszym, alfa-ketoglutaran ulega transami-
nacji poprzez aminotransferaze lub jest ami-
nowany przez dehydrogenaze¢ glutaminiano-
wa, w wyniku czego powstaje glutaminian.
W drugim procesie, neuronalny glutaminian
jest tworzony z glutaminy pochodzacej z gle-
ju, przy pomocy glutaminazy aktywowanej
fosforanem. Uwaza si¢, ze transaminacja jest
glownym procesem tworzacym glutaminian
(HASSEL i wspotaut. 2003).

Na wszystkich neuronach w mozgu wy-
stepuja synapsy glutaminergiczne. W wyniku
depolaryzacji blony presynaptycznej nast¢pu-
je uwolnienie glutaminianu zmagazynowane-
go w pecherzykach synaptycznych w sposob
zalezny od stezenia jonOw wapnia. Czes¢ glu-
taminianu wiaze si¢ z receptorami o roznych
wlasciwosciach farmakologicznych i funkcjo-
nalnych: metabotropowymi i jonotropowymi
w blonie postsynaptycznej (PINHEIRO i MUL-
LE 2008). Receptory metabotropowe dzialaja
poprzez biatka G i mechanizm ten polega na
mobilizacji jonow wapnia z wewnatrzkomor-
kowych magazynow. Natomiast aktywacja
receptorow jonotropowych (NMDA, AMPA i

kainianowych) wiaze si¢ ze zwickszona prze-
puszczalnoscia dla jonow sodowych, potaso-
wych i/lub wapniowych przez kanaly jono-
we sprzezone z receptorami. Glutaminian,
ktory pozostaje w przestrzeni synaptycznej
po przekazaniu sygnalu jest albo pobierany
przez neurony do czgSci presynaptycznej,
albo przez astrocyty. W astrocytach nastepu-
je przeksztalcenie go przez syntaze glutaminy
do glutaminy, ktora trafia do neuronu presy-
naptycznego, gdzie jest przeksztatcana w glu-
taminian przez glutaminazy i magazynowana
w pecherzykach presynaptycznych (BROWN
1999, SPILLSON i RUSSEL 2003). Pobieranie
glutaminianu moze pekic funkcje odzywcze,
gdyz astrocyty uzywaja zewnatrzkomorkowe-
go glutaminianu jako substratu do produkgcji
energii (HASSEL i wspotaut. 2003).
Glutaminian pobierany jest przez trans-
portery o wysokim powinowactwie, a trans-
port zalezny jest od jonow sodowych. Na
astrocytach istoty szarej wystepuja transpor-
tery aminokwasow pobudzajacych EAAT-
1 (GLAST) i EAAT-2 (GLT-1), odgrywajace
kluczowa role w pobieraniu glutaminianu z
przestrzeni okotosynaptycznych w tych re-
jonach moézgu (SWANSON i wspotaut. 2004,
SWANSON 2005). Natomiast w istocie bialej
transportery EAAT-1 i EAAT-2 obecne sa na
oligodendrocytach. Transportery EAAT-3 wy-
stepuja na neuronach, EAAT-4 na dendrytach
komorek Purkinjego w mozdzku oraz cze¢-
sciowo przodomozgowiu, a EAAT-5 w siat-
kowce oka (PITT i wspotaut. 2003).
Transportery glutaminianu sa bardzo do-
brze przystosowane do utrzymywania steze-
nia zewngtrzkomoéorkowego glutaminianu na
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poziomie fizjologicznym, w zakresie 1-5 uM.
Jednakze nie s3 one w stanie zredukowac
bardzo wysokich stezen glutaminianu, kto-
re pojawiaja si¢ w stanach patologicznych.
Poniewaz transport glutaminianu zalezy od
transportu jonow sodowych, moze by¢ on za-
burzony w réznorodnych stanach patologicz-
nych, takich jak niedotlenienie, czy uszkodze-
nie wolnymi rodnikami (SCHOUSBOE i DIVAC
1979, ARUNDINE i TYMIANSKI 2003).

JABAUDON i wspotaut. (2000) zbadali, jakie
jest zrodlo glutaminianu pojawiajacego si¢ w
przestrzeni zewnatrzkomorkowej po niedo-
krwieniu. Jednym z czynnikOw przyczyniaja-
cych sie do wzrostu zewnatrzkomorkowych
stezen glutaminianu jest jego wyrzut z pe¢-
cherzykow presynaptycznych, co wiaze si¢ z
zaburzeniami stezen jonow — z braku energii
neurony nie sa w stanie utrzymac potencja-
hu btonowego i dochodzi do niekontrolowa-
nego wyrzutu glutaminianu. DoSwiadczenia
z inhibitorem transporterow glutaminianu
(,-TBOA) wykazaty, ze do zaburzenia home-
ostazy glutaminianu dochodzi w warunkach
spadku potencjalu btonowego (i zaburzenia
gospodarki jonowej), gdyz wtedy transporte-
ry nie funkcjonuja lub kierunek ich dziatania
jest odwrocony, co skutkuje wyrzucaniem
Glu z komorki (JABAUDON i wspotaut. 2000).

Wykazanie, ze kwas glutaminowy in vi-
tro i in vivo ma dzialanie neurotoksyczne i
powoduje depolaryzacje neuronéw, dopro-
wadzito do sformulowania hipotezy ekscyto-
toksycznosci zgodnie, z ktora zbyt silne lub
dhugotrwale pobudzenie receptorow gluta-
minianergicznych prowadzi do nadmiernej
stymulacji neuronoéw, zaburzenia homeostazy
jonow oraz zaburzenia metabolizmu energe-
tycznego (ARUNDINE i TYMIANSKI 2003, SALIN-
SKA i wspotaut. 2005). Powoduje to aktywacje
enzymow katabolicznych i zahamowanie szla-
kow syntez komorkowych, silne zaburzenia
mechanizmow wewnatrzkomorkowej trans-
dukcji sygnalow, a w konsekwencji Smierc
neuronow.

Glownym  mediatorem  powstawania
uszkodzen w ekscytotoksycznosci sa jony
wapnia. Nadmierna aktywacja receptorow
glutaminianu prowadzi do zaburzen stezen
jonow wewnatrz komorek, w szczegolnosci
jonow Ca* oraz Na' (ARUNDINE i TYMIANSKI
2003). Wzrost wewnatrzkomorkowego po-
ziomu wapnia wystepuje zarOwno w Smierci
apoptotycznej, jak i nekrotycznej (LEIST i NI-
COTERA 1998). Uwaza sie, ze sita i droga na-
ptywu jonow wapnia do komorki decyduja
o tym, jaki rodzaj Smierci wystapi w wyniku
ekscytotoksycznoSci: nekroza czy apoptoza.
Najlepiej mozna to zaobserwowal w przy-
padku udaré6w mozgu. W miejscu gtownego
uszkodzenia komorki umieraja nekrotycznie
wkrotce po bodzcu uszkadzajacym, natomiast
w rejonie polcienia, gdzie uszkodzenie nie
przebiega w tak gwaltowny sposob, wick-
szoS¢C komorek umiera na drodze apoptozy
(SYNTICHAKI i TAVERNARAKIS 2003). Istnieje
bardzo silny zwiazek pomiedzy gwattownym
naplywem jonOw wapnia a Smiercia neuro-
now w mozgu po udarze. W wyniku zabu-
rzenia pracy pompy jonowej Na'/Ca** moze
dochodzi¢ takze do wzrostu stezenia Ca** w
neuronach istoty szarej (KIEDROWSKI i wspol-
aut. 1994, Yu i CHOI 1997) i biatej (STYS i
wspotaut. 1991, 1992).

Ekscytotoksyczna Smier¢ neuronow jest
bardzo istotna konsekwencja ostrych stanow
patologicznych osrodkowego ukladu nerwo-
wego, takich jak udar moézgu, urazy, atak pa-
daczkowy czy hipoglikemia. Uwaza si¢ takze,
ze mechanizmy powolnej ekscytotoksyczno-
Sci, ktorej towarzyszy stres oksydacyjny, dys-
funkcja mitochondriow i siateczki Srodpla-
zmatycznej lub zaburzenia funkcji cytoszkie-
letu, sa jedna z przyczyn Smierci neuronow
w przewleklych chorobach neurodegenera-
cyjnych, a mianowicie chorobie Parkinsona
(YuAN i wspotaut. 2007), Huntingtona (ROZE
i wspotaut. 2008), Alzheimera (BEZPROZVAN-
NY i MATTSON 2008), czy stwardnieniu zani-
kowym bocznym (ZAGAMI i wspotaut. 2008).

ROLA ASTROCYTOW W REGULACJI PRZEKAZNICTWA NEURONALNEGO

Astrocyty towarzysza neuronom od bar-
dzo wczesnych stadiow rozwojowych cen-
tralnego uktadu nerwowego (CUN). Jako glej
radialny odgrywaja wazna rol¢ w migracji
neuronéw. W pozniejszych etapach uczest-
nicza w utrzymaniu homeostazy mozgu (PRI-
VAT 2003). W moézgu astrocyty wytwarzaja
glejowe syncytium poprzez miedzykomorko-

we polaczenia typu ,gap-junction”, ktorych
glownym sktadnikiem jest bialko koneksyna
43 (Cx 43). Taka komunikacja miedzykomor-
kowa umozliwia przekazywanie pobudzenia
i szybkie jego rozchodzenie si¢ w sieci ko-
morek. Moze takze regulowal zewnatrzko-
morkowy poziom jonow potasowych i dys-
trybucje neurotransmiterow wsrod astrocy-
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tow (TABERNERO i wspoélaut. 2006). Astrocyty
uczestnicza takze w modulowaniu transmisji
synaptycznej, zapewniaja wsparcie troficzne
neuronom i chronia je przed stresem oksyda-
cyjnym (SONNEWALD i wspotaut. 2002).

W latach 90. odkryto, ze dodatkowe sy-
gnaly chemiczne w postaci glutaminianu i
ATP, rozprzestrzeniaja si¢ w sieciach astrocy-
tarnych w formie fali, ktora towarzyszy falom
wapnia (HASSINGER i wspotaut. 1996, GUTHRIE
i wspotaut. 1999). Do niedawna uwazano,
ze sygnaly wapniowe rozprzestrzeniaja si¢
poprzez polaczone astrocyty, poprzez dyfu-
zje wewnatrzkomorkowych przekaznikow,
takich jak trisfosforan inozytolu lub poprzez
otwarte potaczenia typu ,gap-junction”. Zaob-
serwowano takze, ze rozprzestrzenianie sy-
gnalu w hodowli astrocytOw moze si¢ odby-
wacé rOwniez za posrednictwem czynnikOw
wydzielanych do pozywki (BEZzZI i VOLTERRA
2001). GUTHRIE i wspolaut. (1999) wykazali,
ze ATP uwalniane z astrocytOw moze oddzia-
lywac¢ z receptorami na komorkach sasiadu-
jacych. Zalezne od wapnia przekaznictwo
ATP w hodowlach komorkowych zachodzi
poprzez purynergiczne receptory metabotro-
powe P2Y, zwiazane z uwalnianiem wapnia
z magazynow wewnatrzkomorkowych. W
hodowlach komorkowych proces ten wydaje

sie by¢ wysoce zwiazany ze Sciezka polaczen
typu ,gap-junction”, poniewaz zaburzenia ich
funkcjonowania znaczaco uposledzaja roz-
przestrzenianie si¢ ,fali wapniowej” i dziala-
nie ATP (BEzz1 i VOLTERRA 2001).

Astrocyty odgrywaja bardzo wazna rol¢ w
regulacji neuroprzekaznictwa (HERTZ i ZIELKE
2004):

— astrocyty wplywaja na funkcj¢ synaps po-
przez wydzielanie glutaminianu;

— bardzo gesta sie¢ metabotropowych recep-
torow glutaminianu obecnych na astrocy-
tach moze powodowac samonapedzajace si¢
oscylacje w neuronach;

— synteza glutaminianu wymaga aktywnoSci
astrocytarnej karboksylazy pirogronianowej
i aktywnosSci cyklu kwasu trikarboksylowego
(TCA);

— transportery glutaminianu obecne na astro-
cytach uczestnicza w pobieraniu glutami-
nianu z przestrzeni zewnatrzsynaptycznej,
wplywajac na neuroprzekaznictwo;

— ilos¢ glutaminianu w neuronach jest zalez-
na od syntezy glutaminy w astrocytach i jej
transportu do neuronow;

— zahamowanie astrocytarnego cyklu TCA
przyczynia si¢ do zahamowania wydzielania
glutaminianu.

ASTROCYTY W REGULACJI HOMEOSTAZY GLUTAMINIANU

Zmienione wlasciwoSci sieci glejowej
moga petni¢ wazna role patologiczna w nie-
dokrwieniu i mie¢ wplyw na wtoérne uszko-
dzenia komoérek. Uwaza sie, ze astrocytarne
kanaty typu ,gap-junction” pozostaja otwarte
podczas niedokrwienia, zapewniajac pola-
czenie pomie¢dzy umierajacymi astrocytami
w rozwijajacym si¢ uszkodzeniu i otaczajacy-
mi, potencjalnie zywymi komoérkami (BEzzI i
VOLTERRA 2001, ROSsI i wspotaut. 2007).

Liczni autorzy wykazywali protekcyjne
dzialanie astrocytow w trakcie indukowanej
przez glutaminian Smierci neuronéw (Ro-
SENBERG i wspotaut. 1992, DUGAN i wspolaut.
1995, AMIN i PEARCE 1997) w réznych mode-
lach choro6b. Z kolei BROWN (1999) wykazal,
ze neurony z mozdzku we wspothodowli z
astrocytami wykazuja wzrost wrazliwoSci na
toksycznos$¢ glutaminianu w poréwnaniu z
neuronami mézdzkowymi hodowanymi samo-
dzielnie. Wedlug autora neurony stawaly sie
zalezne od astrocytow w zapobieganiu tok-
sycznoSci glutaminianu. Zwickszona wrazli-
woS¢ na glutaminian byla indukowana przez

czynniki wydzielane przez astrocyty, a ich pro-
dukcje zwigkszala obecnos¢ w hodowli neu-
ronow lub pozywki, w ktorej wczesniej rosty
neurony (BROWN 1999). W sytuacjach patolo-
gicznych pobieranie glutaminianu przez astro-
cyty moze by¢ niedostateczne, aby zapobiec
cytotoksycznoSci glutaminianu w mieszanych
hodowlach, natomiast cytokiny oraz czynni-
ki wzrostowe produkowane przez astrocyty
moga by¢ niezbedne do przezycia neurondéow
(BROWN 2000, ROSsI i wspotaut. 2007).

Wryniki badan PEREZ-CAPOTE i wspolaut.
(2004) pokazuja, ze komorki glejowe chronia
neurony przed toksycznoScia glutaminianu w
pewnych zakresach stezen, ale gdy glutami-
nian nagromadza si¢ w wysokich stezeniach
komorki glejowe ulegaja aktywacji i potegu-
ja neurotoksycznoS¢ glutaminianu. Hodow-
le neurondéw traktowane glutaminianem w
stezeniach 10 do 100 uM w obecnoSci astro-
cytow aktywowanych przy uzyciu LPS, byly
bardziej wrazliwe na toksyczno$¢ glutaminia-
nu niz hodowle neuronalne (PEREZ-CAPOTE i
wspotaut. 2004).
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Wyniki KAWAHARA i wspotaut. (2002)
Swiadcza, ze astrocyty uzywaja transporterow
GLT-1 do ochrony neuronow przed toksycz-
noscia glutaminianu. Zwiekszona Smier¢ neu-
ronow, w wyniku utraty protekcyjnego wply-
wu gleju, prawdopodobnie moze indukowac
aktywacje gleju na skutek utraty kontaktu po-
miedzy neuronami i glejem albo wydzielania
czynnikow przez uszkodzone neurony. Akty-
wacja gleju wiaze sie¢ z produkcja licznych
sktadniko6w o dzialaniu neurotoksycznym, ta-
kich jak cytokiny i tlenek azotu (NO), ktore

moga odgrywac role we wzmozonej Smierci
neuronOw obserwowanej w hodowlach neu-
ronalno-glejowych (KAWAHARA i wspolaut.
2002) oraz w mozgu po niedokrwieniu (HU-
ANG i wspolaut. 1994, DALKARA i wspotaut.
1994). Tlenek azotu powoduje zwickszenie
wydzielania glutaminianu przez astrocyty. Po-
nadto cytokiny moga hamowac pobieranie
glutaminianu przez astrocyty na Sciezce za-
leznej od tlenku azotu (PEREZ-CAPOTE i wspot-
aut. 2004).

ASTROCYTY JAKO ZRODLO CZYNNIKOW WZROSTOWYCH I CYTOKIN PROZAPALNYCH

Wiele bodzcow toksycznych aktywuje
astrocyty powodujac dramatyczne zmiany w
ich morfologii i zwi¢kszona ekspresje kwa-
$nego wlokienkowego biatka astrocytow (ang.
glial fibrillary acid protein, GFAP) (WILHELMS-
SON i wspoétaut. 2006). Aktywowane komorki
produkuja czynniki wzrostowe, cytokiny (BE-
NVENISTE 1998), tlenek azotu (ENDOH i wspot-
aut. 1994, BOLANOS i ALMEIDA 1999) i neuro-
peptydy o neurotroficznych lub neurotok-
sycznych wtasciwosciach (RIDET i wspolaut.
1997, ZAWADZKA i KAMINSKA 2005) (Ryc. 1A).
Liczne badania na hodowlach komoérkowych
wykazaly, ze interakcje pomi¢dzy neuronami
i glejem, zaro6wno przez kontakt fizyczny, jak
i uwalnianie rozpuszczalnych czynnikow, de-
terminuja morfologie astrocytow, ekspresje
specyficznych transporterow glutaminianu w
astrocytach, neuronalna wrazliwoS¢ na tok-
sycznos¢ glutaminianu, ekspresje czynnikow
transkrypcyjnych w komorkach glejowych i
neuronach oraz zywotnoS¢ neuronow (PEREZ-
CAPOTE i wspotaut. 2004).

Aktywowane astrocyty wykazuja zwick-
szona proliferacje i silna hipertrofi¢ ciata
komorki, jadra i wypustek (WILHELMSSON i
wspotaut. 2006). Odpowiedz gleju moze byc¢
korzystna w uszkodzeniach ukitadu nerwowe-
g0, jednakze wzmozona aktywacja gleju i for-
macja blizny moga op6zni¢ lub zahamowac
regeneracje centralnego ukladu nerwowego.
PrIVAT (2003) wykazal w modelu uszkodze-
nia rdzenia kregowego u szczuréw, ze zablo-
kowanie reaktywnoSci astrocytow umozliwi-
to czeSciowa regeneracje aksonow.

Najnowsze wyniki badan wskazuja, ze
wiele czynnikow produkowanych i wydziela-
nych przez astrocyty ma dzialanie neuropro-
tekcyjne w mozgu po niedokrwieniu: czyn-
nik wzrostu nerwow (NGF), czynnik neuro-
troficzny pochodzenia moézgowego (BDNE),
czynnik neurotroficzny pochodzenia glejo-
wego (GDNF), czynnik wzrostu fibroblastow
2 (FGF2), erytropoetyna, inhibitor aktywato-
ra plazminogenu 1, lipokortyna 1 oraz szereg
innych bialek (TAKUMA i wspoétaut. 2004).

SMIERC ASTROCYTOW PO NIEDOKRWIENIU I JEJ] KONSEKWENCJE

Jedna z pierwszych zmian w astrocytach
po niedokrwieniu jest pecznienie komorek,
ktore moze by¢ wywolane szeregiem czyn-
nikOw: wysokim poziomem glutaminianu,
wysokim stezeniem jonow potasu, kwasem
mlekowym, wolnymi rodnikami tlenowymi
lub kwasem arachidonowym (DIRNAGL i PRIL-
LER 2005). Astrocyty posiadaja kanaly wodne
- w duzej mierze stanowia je akwaporyny,
ktorych ekspresja znaczaco wzrasta po niedo-
krwieniu. Wyniki przeprowadzone na zwie-
rzetach pozbawionych akwaporyny-4 wykaza-
ly, ze jej brak przyczynia si¢ do zmniejszenia

obszaru uszkodzenia oraz hamuje wyst¢po-
wanie pecznienia mozgu (DIRNAGL i PRILLER
2005).

Chociaz astrocyty sa bardziej niz neuro-
ny oporne na uszkodzenie wywotane niedo-
krwieniem/niedotlenieniem (CHEN i SWANSON
2003, SWANSON i wspotaut. 2004, TAKUMA i
wspolaut. 2004), w kilku modelach zwierze-
cych udaru niedokrwiennego stwierdzono
programowana Smier¢ populacji astrocytow
(GIFFARD i SWANSON 2005, PANICKAR i NO-
RENBERG 2005). Wyniki badan na hodowlach
astrocytOw wskazuja, ze wiele czynnikow
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Ryc. 1A. Schemat obrazujacy role stanu zapalnego i astrogliozy w procesach neurodegeneracyj-
nych.

Aktywacja mikrogleju pobudzanego przez toksyny Srodowiskowe, endogenne nieprawidlowe biatka oraz
Smier¢ neuronalna w wyniku ekscytotoksycznosci, powoduje uruchomienie produkcji toksycznych substan-
¢ji i cytokin prozapalnych, dzialajacych autokrynnie oraz stymulujacych hypertrofi¢ i prozapalna aktywacje
astrocytOw w procesie neurodegeneracji.

Ryc. 1B. Aktywacja oraz Smierc astrocytow w mozgu po niedokrwieniu oraz protekcyjny wplyw
FK500.

Wykonano podwojne barwienie z przeciwcialem rozpoznajacym GFAP, ktore jest markerem astrocytow i ze
znacznikiem fluorescencyjnym DAPI w prazkowiu i korze moézgowej szczura po niedokrwieniu wywolanym
zamknieciem tetnicy Srodkowe;j.
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przyczynowych udaru, takich jak przejSciowe
pozbawienie komorek tlenu/glukozy (OGD)
(CICCARELLI i wspotaut. 2007) lub glutami-
nian w wysokich st¢zeniach, indukuja Smierc
astrocytow in vitro (CHEN i wspotaut. 2000,
SZYDLOWSKA i wspoétaut. 2006). Liu i wspot-
aut. (1999) wykazali, ze uszkodzenie, badz
Smier¢ astrocytOw po niedokrwieniu mozgu,
indukuja opdzniona Smier¢ neuronow.

W hodowli komorkowej pozbawienie
tlenu/glukozy powoduje w astrocytach spa-
dek potencjatu mitochondrialnego na sku-
tek otwarcia megakanalu mitochondrialnego
(mPTP) oraz aktywuje syntaze tlenku azotu
(NOS) (REICHERT i wspotaut. 2001). Na sku-
tek depolaryzacji mitochondriow dochodzi
do wyplywu cytochromu c i aktywacji ka-
spaz 3 i 9. Astrocyty umieralty po OGD do-
piero wtedy, kiedy trwata ona dtuzej niz 4 h,
w przeciwienistwie do neuronéw, ktore byty
silnie uszkadzane juz po krotkotrwalej ekspo-
zycji na warunki OGD.

Jedna z przyczyn Smierci astrocytow w
roznych uszkodzeniach mozgu jest toksycz-
no$¢ wolnych rodnikéw tlenowych (JACOB-
SON i DUCHEN 2002). Wykazano, ze wolne
rodniki tlenowe indukuja wyplyw jonow
wapnia z siateczki Srodplazmatycznej, w wy-
niku czego dochodzi do silnego spadku po-
tencjalu mitochondrialnego na skutek otwar-
cia megakanalu mitochondrialnego. Kiedy
komorki byly poddawane krotkotrwatym
bodzcom uszkadzajacym nie dochodzito do
ich trwatego uszkodzenia, natomiast podda-
nie ich dhlugoterminowemu dziataniu czyn-
nikow uszkadzajacych indukowalo Smierc
nekrotyczna. Wolne rodniki tlenowe induku-

jac wyplyw jonoOw wapnia z siateczki Srod-
pazmatycznej, powodowaly zwigkszenie pro-
dukcji wolnych rodnikOw przez mitochon-
dria uszkodzonych komorek, ktore nastepnie
uruchamialy procesy prowadzace do Smierci
apoptotycznej przebiegajacej poprzez uszko-
dzenie mitochondriow, aktywacje kaspaz i
fragmentacje DNA.

Wszystkie powyzej opisane czynniki
uszkadzajace i mechanizmy patofizjologiczne
uruchomione sa w moézgu po niedokrwie-
niu. Pozwala to podejrzewad, ze w mozgu
po udarze takze dochodzi do Smierci astrocy-
tow, jednakze, aby doszto do uszkodzenia tak
wytrzymalych na stres komorek jak astrocyty,
bodzZce uszkadzajace musza dziala¢ diugo i
mieC duze nasilenie.

Badania wykonane w naszej pracowni
wykazaly wystepowanie zjawiska Smierci
astrocytow po niedokrwieniu w zwierzecym
modelu udaru moézgu. Na skrawkach z mo-
zgOw po niedokrwieniu i po operacji pozo-
rowanej wykonane zostalo barwienie w celu
wykrycia komorek z pofragmentowana chro-
matyna. Stwierdzono wystepowanie licznych
komorek z pofragmentowanym DNA w praz-
kowiu oraz w korze mozgowej. Podwojne
barwienie komorek z pofragmentowanym
DNA i wykazujacych ekspresje GFAP pokaza-
to, ze liczne komorki z pofragmentowanym
DNA s3 astrocytami (Ryc. 1B). Smier¢ astro-
cytoOw obserwowano gltownie w prazkowiu
- w miejscu najsilniejszego uszkodzenia, ale
takze w korze mozgowej, gdzie uszkodzenie
bylo znacznie tagodniejsze (SZYDLOWSKA i
wspoétaut. 2000).

CYTOTOKSYCZNOSC GLUTAMINIANU W HODOWLACH ASTROCYTOW

Smier¢ astrocytow obserwowana byta
w szeregu chorob takich jak: uszkodzenie
rdzenia kregowego, udar mozgu, demencja,
traumatyczne uszkodzenie mozgu, krwotoki,
stwardnienie rozsiane, choroby Huntingtona
i Alzheimera, demencja zwiazana z infekcja
HIV. Znanych jest wiele czynnikOw uszkadza-
jacych astrocyty. W pracy przegladowej Ta-
KUMA i wspotaut. (2004) wymieniaja: Swiatlo
ultrafioletowe, pole magnetyczne, chelacje i
reperfuzje jonéw wapnia, brak surowicy, ade-
nozyne, ceramid, amyloid B, plyn mézgowo
rdzeniowy od pacjentow ze stwardnieniem
rozsianym, pozbawienie tlenu i glukozy, stres
oksydacyjny, infekcja HIV oraz szeregiem
innych wirusow, traktowanie H,O, (model

stresu oksydacyjnego). Wystepowanie wielu
z powyzej wymienionych czynnikéw toksycz-
nych zostato stwierdzone w niedokrwiennym
uszkodzeniu mozgu.

Coraz czeSciej pojawiaja sie doniesienia
roznych grup dotyczace toksycznego wplywu
glutaminianu na astrocyty. U pacjentow po
udarze oraz w zwierzecych modelach udaru
stwierdzono silny i utrzymujacy si¢ przez dtu-
gi czas wzrost zewngatrzkomoérkowego steze-
nia glutaminianu (BULLOCK i wspotaut. 1995,
CASTILLO i wspolaut. 1996, DAVALOS i wspot-
aut. 1997, MORI i wspoétaut. 2004). Badania
kliniczne wykazaly, ze u pacjentow z ciezki-
mi udarami dochodzi do bardzo silnego wy-
rzutu glutaminianu, ktorego wysokie stezenia
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moga utrzymywac si¢ nawet przez kilka dni
od wystapienia udaru. St¢zenia glutaminia-
nu moga u takich chorych wzrasta¢ nawet
ponad szesSc¢set razy w stosunku do poziomu
obserwowanego w mozgach osob zdrowych
(BULLOCK i wspotaut. 1995). SLUSHER i wspoOt-
aut. (1999) wykazali, ze po przejSciowym,
ogniskowym niedokrwieniu u szczurow, po-
ziom zewnatrzkomorkowego glutaminianu
wzrastal do 6000% poziomu kontrolnego w
jadrze ogoniastym i 1000% w korze ciemie-
niowej. W jadrze ogoniastym dochodzito do-
datkowo do wtornego wzrostu stezenia glu-
taminianu na poziomie 9000% po reperfuz;ji.

Liczne badania kliniczne, w ktorych mie-
rzono poziom glutaminianu w plynie mozgo-
wo-rdzeniowym oraz w 0SOCZU pacjentow,
ktorzy przeszli udar niedokrwienny, wykaza-
ly bardzo gwaltowny wzrost stezenia glutami-
nianu (CASTILLO i wspolaut. 1996, DAVALOS i
wspotaut. 1997). Przyczyna tak duzego wzro-
stu stezenia moze by¢ nie tylko glutaminian
wyciekajacy z uszkodzonych, umierajacych
nekrotycznie neuronow i innych komorek,
ale takze odwrocenie pracy astrocytarnych
transporterow glutaminianu (PHILLIS i wspol-
aut. 2000, MITANI i TANAKA 2003, KosuaGl 1
KAWAHARA 2006). Biorac pod uwage powyz-
sze dane mozna stwierdzi¢, ze zalezna od
glutaminianu Smier¢ astrocytOw obserwowa-
na in vitro, moze odzwierciedlac zjawiska za-
chodzace w moézgu po niedokrwieniu.

Do akumulacji i wzrostu stezenia gluta-
minianu w mozgu po niedokrwieniu moze
tez przyczyni¢ si¢ wadliwe funkcjonowanie
transporterOw glutaminianu obserwowane
przez wielu badaczy (RossI i wspotaut. 2007).
Wadliwe funkcjonowanie transmiterow gluta-
minianu moze sprawic, ze glutaminian bedzie
gromadzil si¢ w przestrzeni pozakomorkowej
i przyczyniatl si¢ do Smierci komorek. MITANI
i TANAKA (2003) stwierdzili, ze u myszy, kto-
re nie posiadaly transportera GLT-1, st¢zenia
zewnatrzkomorkowego glutaminianu po nie-
dokrwieniu byly znacznie wyzsze niz u zwie-
rzat kontrolnych. RAO i wspotaut. (2001) wy-
kazali, ze wyciszenie ekspresji genu kodujace-
go GLT-1, ale nie GLAST, nasila Smier¢ neuro-
now i uszkodzenie mozgu po niedokrwieniu.
KosuGl i KAWAHARA (2006) wykazali, ze w
modelu pozbawienia komorek doplywu tle-
nu/glukozy in vitro, dochodzi do odwrocenia
pracy transportera GLT-1 obecnego na astro-
cytach. Autorzy stwierdzili, ze o ile zjawisko
to (zwickszenie poziomu zewnatrzkomorko-
wego glutaminianu) jest bardzo szkodliwe
dla neuronéw, o tyle dla astrocytOw moze

by¢ ono korzystne. W hodowlach astrocytow
wykazujacych bardzo niska ekspresje GLT-1,
OGD indukowalo naptyw jonow sodowych
do astrocytow, a w konsekwencji naptyw jo-
now wapnia i Smier¢ komorek. Jesli astrocy-
ty wykazywaly silna ekspresje GLT-1, wtedy
zaburzenia gospodarki jonowej byly znacznie
mniejsze i komorki nie umieraty. Autorzy su-
gerowali, ze odwrdcenie pracy transportera
GLT-1 moze by¢ mechanizmem obronnym
astrocytow przed Smiercia po niedokrwieniu,
dzieki ktoremu astrocyty nie sa tak wrazliwe
na czynniki uszkadzajace jak neurony. PHILLIS
i wspolaut. (2000) obserwowali 50% spadek
wyrzutu glutaminianu po niedokrwieniu po
podaniu | -TBOA, nieselektywnego inhibi-
tora transporterOw glutaminianu. Podanie
- TBOA 35 min przed niedokrwieniem wy-
wotlalo dwukrotny wzrost poziomu stezenia
zewnatrzkomorkowego glutaminianu przed
niedokrwieniem oraz niewielki spadek ste-
zenia glukozy. Takze SEKI i wspoétaut. (1999)
wykazali, ze podanie inhibitora GLT-1 (DHK)
zwierzetom po niedokrwieniu powodowato
zahamowanie wzrostu stezenia glutaminianu
po niedokrwieniu. Wynik ten pokazuje, ze
odwrocony kierunek pracy transportera GLT-
1 znaczaco przyczynia si¢ do wzrostu stezen
glutaminianu po niedokrwieniu. Wykazano,
ze DHK nie zmniejszal wyrzutu glutaminia-
nu w rejonach moézgu, w ktorych przeptyw
krwi byt zmniejszony jedynie o 50-80%, co
sugeruje, ze w rejonach mozgu, w ktorych
uszkodzenie jest stabsze, nie dochodzi do od-
wrocenia pracy transporteroOw glutaminianu
(FEUSTEL i wspotaut. 2004).

Wryniki badan przytoczone powyzej po-
zwalaja sadzi¢, ze w mozgu po niedokrwieniu
glutaminian moze osiaga¢ bardzo wysokie,
milimolowe st¢zenia, zatem lokalna jego aku-
mulacja moze przyczyniacC si¢ do wadliwego
funkcjonowania, a nawet Smierci astrocytow.

Wykazano, ze glutaminian w wysokich
stezeniach wywotuje Smier¢ astrocytow, a
znaczaca role¢ w tym procesie odgrywaja
transportery glutaminianu (CHEN i wspoOl-
aut. 2000). Autorzy zasugerowali rOwniez, ze
wplyw glutaminianu na astrocyty jest odwra-
calny i jego ciagla obecnoSC jest konieczna
do wywolania toksycznego efektu na astro-
cyty. Badania przeprowadzone przez HANA i
wspolautorow (2004) wykazaly, ze astrocyty
pochodzace z roznych rejonow mozgu wyka-
zuja bardzo ro6zna wrazliwoSC na traktowanie
glutaminianem, ktory podawany przez go-
dzine w stezeniach od 0,05 do 0,5 mM, po-
wodowal pecznienie astrocytow. Najbardziej
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wrazliwe na zmiany indukowane glutaminia-
nem byly astrocyty z kory mozgowej, nato-
miast astrocyty z mozdzku byly niewrazliwe
na glutaminian w tym zakresie stezen (nie
obserwowano zadnych zmian w tych komor-
kach, mimo znacznego wydluzenia czasu in-
kubagcji z glutaminianem).

Wyniki doSwiadczei wykonanych w Pra-
cowni Regulacji Transkrypcji (SZYDLOWSKA i
wspotaut. 2006) wskazuja, ze glutaminian w
stezeniach > 10 mM powoduje SmierC astro-
cytow w czasie 48 godz., a w stezeniach >
50 mM moze wywolaC SmierC astrocytow
w przeciagu 24 godz. Astrocyty traktowane
glutaminianem w st¢zeniu 50 i 100 mM wy-
kazywaly zmiany morfologiczne charaktery-
styczne dla Smierci apoptotycznej. Nie obser-
wowano natomiast pecznienia komorek lub
jader komorkowych typowych dla nerkozy.
Barwienie jader komorkowych przy uzyciu
znacznika fluorescencyjnego wykazato silne
zmiany ich morfologii (nieregularny ksztalt) i

kondensacje chromatyny. Oba rodzaje zmian
sa charakterystyczne dla programowanej
Smierci komorek. Stwierdzono takze silng
fragmentacjc DNA w komorkach astrocytow
traktowanych glutaminianem. Stosujac meto-
de¢ Western blotting wykryto aktywacje ka-
spazy 3 oraz pojawianie si¢ przecictej formy
PARP. Obecnos¢ przecictych form tych biatek
jest biochemicznym markerem apoptozy. Wy-
kazano obnizenie mitochondrialnego poten-
cjalu transblonowego. Liczne dane wskazuja,
ze spadek potencjatu transbtonowego cze¢sto
poprzedza wzrost poziomu wolnych rodni-
kow tlenowych, co w polaczeniu z rozprze-
zeniem lancucha tlenowego moze prowadzic
do otwarcia megakanatu i uwolnienia biatek
proapoptotycznych (KAMINSKA i ZAWADZKA
2003). Uzyskane wyniki wskazuja, ze pod
wplywem wysokich stezen glutaminianu do-
chodzi do apoptotycznej Smierci astrocytow,
ktora przebiega za poSrednictwem Sciezki
mitochondrialnej oraz aktywacji kaspaz.

MECHANIZMY NEUROPROTEKCYJNEGO DZIALANIA FK506

FK506 jest lekiem immunosupresyjnym,
znanym takze pod nazwa Tacrolimus lub
Prograf. Zostat on odkryty w 1987 r. przez
KINO i wspotaut. (1987) w probkach ziemi z
Japonii, ktora zawierala bakteri¢ Streptomy-
ces tsukubaensis. Nazwa Tacrolimus pocho-
dzi od angielskiej nazwy: Tsukuba macrolide
immunosuppressant. W 1994 r. zwiazek zo-
stal zaakceptowany przez Food and Drug Ad-
ministration (FDA) do stosowania w klinice
w celu zmniejszenia odpornosSci u pacjentow
po przeszczepach, co obniza znaczaco ryzyko
odrzucenia przeszczepu.

FK506 jest inhibitorem kalcyneuryny
(CLIPSTONE i CRABTREE 1992), aktywowanej
przez wapn fosfatazy serynowej. FK506 wia-
ze si¢ w cytoplazmie komorek z FKBP (ang.
FK506-binding protein). W réznych tkankach
znajduja si¢ liczne biatka FKBP (BRECHT i
wspotaut. 2003). W chwili obecnej znane jest
wiele rodzajow bialek FKBP, ktore ze wzgle-
du na swoja mas¢ zostaly nazwane FKBP12,
12.6, 13, 22, 23, 25, 36, 38, 51, 52, 60, 63 i
65. Bialka te kodowane sa przez geny umiej-
scowione na roznych chromosomach. R6znia
sic nie tylko sekwencja aminokwasow, ale
takze lokalizacja i funkcjami wewnatrz komo-
rek (BRECHT i wspotaut. 2003). Do tej pory
najlepiej scharakteryzowane zostalo biatko
FKBP12, ktore w kompleksie z FK506 bloku-
je kalcyneuryne (MORIOKA i wspotaut. 1993).

FK506 ma dzialanie neuroprotekcyjne w
modelach ogniskowego i globalnego niedo-
krwienia mozgu u szczurow, gerbili i naczel-
nych (TOKIME i wspoétaut. 1996; ARIl i wspot-
aut. 2001; Guo i wspotaut. 2001; MAEDA i
wspotaut. 2002; FURUICHI i wspotaut. 2003;
KAMINSKA i wspotaut. 2003, 2004; POULTER i
wspotaut. 2004; BOCHELEN i wspotaut. 1999)
oraz w szeregu innych uszkodzen mozgu i
rdzenia kregowego: uszkodzenie nerwu kul-
szowego (GOLD i wspotaut. 1999), uszkodze-
nie rdzenia kregowego (MADSEN i wspotaut.
1998, NOTTINGHAM i wspoétaut. 2002), neu-
ropatii indukowanej infekcja retrowirusowa
(KESWANI i wspotaut. 2003) i urazach mozgu
(SINGLETON i wspotaut. 2001). GOLD i wspot-
aut. (1999) wykazali, ze FK506 ma dziatanie
protekcyjne w uszkodzonym moézgu po stwo-
rzeniu kompleksu z FKBP52.

BUTCHER i wspotaut. (1997) wykazali, ze
FK5006 dziala neuroprotekcyjnie w szczurzym
modelu udaru polegajacym na przejSciowym
zamknieciu tetnicy Srodkowej mozgu je-
dynie, kiedy lek podany jest do 2 godz. od
zamkniecia przeptywu krwi w tetnicy Srod-
kowej mozgu. Podanie FK506 3 godz. po
zamknieciu krazenia nie mialo znaczacego
efektu protekcyjnego. Wykazano, ze podanie
FK506 w odpowiednim oknie czasowym (do
3 godz. po niedokrwieniu) nie tylko reduku-
je wielkoSC obszaru uszkodzenia, ale takze
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lagodzi deficyty neurologiczne. TAKAMATSU i
wspotaut. (2001) wykazali, ze FK506 poda-
ny dozylnie matpom naczelnym, ktorym na
3 godz. zamknicto tetnice Srodkowa mozgu,
w 5 lub 175 min po wywolaniu niedokrwie-
nia, zmniejszal uszkodzenie kory mozgowe;j
0 85%. LABICHE i GROTTA (2004), opisujac
leki testowane obecnie u pacjentow po uda-
rze mozgu, wymieniaja takze badania z uzy-
ciem FK506. W badaniach tych wykorzystuje
si¢ FK506 w specjalnej postaci optaszczonej
kompleksami lipidowymi (FK506 LCG), co
znaczaco poprawia tolerancje leku przez pa-
cjentow i jego wlasciwosci farmakologiczne.
FK506 LCG podawany jest pacjentom, u kto-
rych stwierdzono wystapienie epizodu nie-
dokrwienia mozgu nie wczesSniej niz w ciagu
ostatnich 12 godz. oraz Srednie badz silne
uszkodzenie kory mozgowe;j.

Badania prowadzone w Pracowni Regula-
cji Transkrypcji wykazaly, ze lek immunosu-
presyjny FK506 podany dozylnie w godzing

po niedokrwieniu (w dawce 1 mg/kg masy
ciala) znaczaco zmniejsza obszar uszkodzenia
mozgu oraz deficyty neurologiczne (ZAWADZ-
KA i KAMINSKA 2005). Protekcyjny wpltyw
FK506 oceniano za pomoca barwien przyzy-
ciowych przy uzyciu barwnika TTC. Badania
wykonane z uzyciem laserowego cytometru
przeptywowego i polegajace na okreSleniu
liczby jader komorkowych z pofragmento-
wanym DNA wykazaly, ze lek ten ma znacz-
nie silniejsze dzialanie neuroprotekcyjne niz
wczesniej sadzono. FK506 blokowal niemal
calkowicie Smier¢ komoérek w korze mozgo-
wej, ponadto mial zdolnoS¢ znaczacego ha-
mowania Smierci w ognisku uszkodzenia,
czyli w prazkowiu (SZYDLOWSKA i wspolaut.
2000). Poprzednio badania przeprowadzane
przy wykorzystaniu znacznie mniej czutych
metod nie wykazywaly neuroprotekcyjne-
go dzialania FK506 w prazkowiu (SHARKEY i
BUTCHER 1994, ZAWADZKA i KAMINSKA 2005).

CYTOPROTEKCYJNE DZIALANIE FK506 W MODELACH IN VITRO SMIERCI KOMOREK
NERWOWYCH

W mieszanych hodowlach pierwotnych
astrocytOw i neuronow, poddanych przej-
Sciowemu niedoborowi tlenu i glukozy
(OGD), dochodzi do Smierci 75% neuronow
po uplywie 24 godz od zadziatania bodzca
uszkadzajacego (LABRANDE i wspotaut. 2000).
Podanie FK506 zaréwno w trakcie OGD, jak
i podczas reoksygenacji mialo bardzo silny
efekt cytoprotekcyjny. W nie do konca jasny
dla autoréw sposob, FK506 zapobiegat zabu-
rzeniom transportu glutaminianu, wplywajac
na prac¢ transportera GLT-1. Zablokowanie
FKBP12 znosito protekcyjne dziatanie FK5006.
Autorzy sugerowali, ze FK5006 dziala na trans-
portery posrednio poprzez ograniczanie pro-
dukcji wolnych rodnikéw, dzieki czemu nie
dochodzi do uszkodzenia mitochondriow,
spadku poziomu energii w komorce, a przez
to do wadliwego funkcjonowania transporte-
row glutaminianu.

Liczne dane literaturowe wskazuja, ze
protekcyjne wilasciwosci FK506 zaleza w
glownej mierze od kalcyneuryny. Geny re-
gulowane przez kalcyneuryne w neuronach
sa zwiazane z homeostaza jonoOw wapnia, co
zapewnia pewien rodzaj zaleznej od aktyw-
noSci modulacji przekazZnictwa Ca® na po-
ziomie transkrypcyjnym. W hodowlach neu-
rondw kalcyneuryna reguluje np. ekspresje
receptorow trifosforanu inozytolu (IP3R),

PMCA i NCX. Chociaz nie mozna wykluczyd,
ze kalcyneuryna kontroluje poziom mRNA
poprzez wplyw na jego stabilnoS¢, jest bar-
dziej prawdopodobne, ze enzym ten jest za-
angazowany w regulacje procesu transkryp-
¢ji. Kalcyneuryna moze takze bra¢ udzial w
regulacji wydzielania glutaminianu (MORIOKA
i wspotaut. 1993) m.in. przez defosforylacje
kanatu Ca** zaleznego od potencjatu, oraz od-
dziatywanie z dynamina, ktora jest zaangazo-
wana w wyrzut glutaminianu z pecherzykow
presynaptycznych (LAI i wspoétaut. 1999, Sin-
RA i wspolaut. 1995).

W badaniach prowadzonych w Pracow-
ni Regulacji Transkrypcji zwréocono uwage
na wplyw FK506 na komorki glejowe i stan
zapalny rozwijajacy si€¢ w mozgu po niedo-
krwieniu. PorOwnanie aktywacji astrocytow
i mikrogleju w mozgach szczurow, ktorym
podano sdl fizjologiczna lub FK506 (1 mg/kg
podany dozylnie w 1 godz. po niedokrwie-
niu), wykazalo, ze FK506 zmniejsza liczbe
GFAP-pozytywnych astrocytow w korze mo-
zgowej po stronie uszkodzenia (ZAWADZKA
i KAMINSKA 2005). FK506 mial takze bardzo
silny wpltyw na komorki mikrogleju. W mo-
zgach zwierzat poddanych niedokrwieniu
dochodzi do bardzo silnej aktywacji mikro-
gleju w miejscu uszkodzenia oraz w jego
okolicach. Po 48 godz. liczba komorek ak-
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tywowanego mikrogleju (badz makrofagow,
gdyz techniki badawcze nie pozwalaja na
rozrOznienie typow komorek) byla kilku-
krotnie wyzsza niz w mozgach kontrolnych.
FK506 hamowal aktywacje¢ tych komorek po-
czawszy od 6 godz. i efekt ten utrzymywat
sic do 48 godz.. Podanie FK506 w godzine
od zamkni¢ciu przeptywu krwi mialo tez
silny wplyw hamujacy na ekspresjec genow
kodujacych cytokiny prozapalne: IL-1B, IL-6
i TNFo (ZAWADZKA i KAMINSKA 2005). Dane
te wskazywaly na nowy mechanizm regulacji
procesow reaktywnej gliozy i inicjacji stanu
zapalnego przez FK500.

Chociaz badania wykazywaly ekspresje
kalcyneuryny w astrocytach, jej rola w regu-
lacji funkcji komorek glejowych jest niezna-
na. Wyniki uzyskane w naszym laboratorium
pokazaly, ze szczurze astrocyty plodowe
oraz reaktywne astrocyty z mozgu dorostych
zwierzat wykazuja ekspresje kalcyneuryny
i sa wrazliwe na FK506 w wysokich steze-
niach (PYRZYNSKA i wspotaut. 2001). Ponadto
FK506 w sposob zalezny od st¢zenia hamo-
wal w astrocytach dwa kluczowe szlaki pro-
zyciowe: ERK i PI-3K/Akt i powodowal zmia-
ny w profilu ekspresji genow kodujacych
neutrofiny oraz cytokiny wzrostowe i proza-
palne (ZAWADZKA i KAMINSKA 2003).

Wryniki wykonanych przez nas badan po-
kazuja, ze 1 uM FK5006 jest takze w stanie
zablokowa¢ indukowang przez glutaminian,
apoptotyczna Smier¢ astrocytow. FK506 pra-
wie catkowicie hamowal spadek potencjatu

mitochondrialnego, co sugeruje jego dziala-
nie na wczesnym etapie inicjacji apoptozy.
Jednakze brak danych wskazujacych na bez-
posrednie dzialanie FK506 na uszkodzenie
mitochondriow. Do spadku AY i upoSledze-
nia funkcji mitochondriow dochodzilo w
trakcie Smierci astrocytow w modelu niedo-
krwienia/niedotlenienia in wvitro (REICHERT
i wspotaut. 2001, DUGAN i KIM-HAN 2004).
Smier¢ ta byla blokowana przez podanie CsA
oraz jej pochodnej NIM811, ktore hamuja
megakanal mitochondrialny wiazac sie¢ do
cyklofiliny D, jednego z elementéw megaka-
nalu (WALDMEIER i wspoélaut. 2002). FK506
nie ma zdolnoSci wigzania cyklofiliny D i nie
blokuje otwarcia megakanalu mitochondrial-
nego (FRIBERG i wspotaut. 1998).

Aczkolwiek przelozenie wynikOw badan
in vitro na procesy zachodzace w mozgu
zwierzecia jest trudne, wyniki uzyskane w
naszym laboratorium potwierdzaja wyst¢po-
wanie Smierci astrocytOw zarOwno w praz-
kowiu (ognisko uszkodzenia), jak i w korze
mozgowej po wywolaniu niedokrwienia.
Swiadcza o tym wyniki podwojnego barwie-
nia wykrywajacego fragmentacjc DNA oraz
marker astrocytow GFAP. W mozgach zwie-
rzat, ktore otrzymywaly FK506 znajdowano
jedynie pojedyncze umierajace astrocyty. Tak
znaczacy protekcyjny wplyw FK506 na astro-
cyty moze odgrywacé bardzo wazna role, po-
niewaz obecnoS¢ astrocytow pomaga zacho-
wac¢ homeostaze mozgu, przyczyniajac si¢ do
przezywania neuronow.

PODSUMOWANIE

Przedstawione dane pozwalaja bezspor-
nie stwierdzi¢, ze planujac terapie niedo-
krwiennego uszkodzenia mozgu nie mozna
skupiac si¢ jedynie na Smierci neuronow. W
mozgu po udarze zachodzi szereg procesow
zwiazanych z komorkami glejowymi. Przede
wszystkim obserwujemy silna aktywacj¢ ko-
morek glejowych: zaro6wno mikrogleju, jak
i astrocytow. Aktywowany glej jest Zrodlem
licznych cytokin prozapalnych, ktore maja
bardzo niekorzystny wptyw na inne komor-
ki mozgu. Ponadto obserwuje si¢ Smierc ko-
morek glejowych, zarowno w ognisku, jak i
w rejonach stabszego uszkodzenia. Dlatego
tez szukajac nowych sposobow terapii nie-
dokrwiennych udaro6w mozgu nalezy zwra-
caC szczegoOlna uwage na to, jaki maja one
wplyw nie tylko na neurony, ale takze na
komorki glejowe.

Dobrym przykladem leku dzialajacego
kompleksowo po niedokrwieniu, jest testo-
wany przez nas FK506. Oprocz tego, ze wy-
wiera on bezposredni wplyw na neurony,
blokujac ich Smier¢, ma on takze silny wpltyw
na komorki glejowe. FK506 moze w znacza-
cym stopniu, dlugotrwale zablokowac akty-
wacje zarowno mikrogleju, jak i astrocytow.
Ponadto jest w stanie zablokowa¢ Smierc
astrocytow po niedokrwieniu. Jednokrotne
podanie FK506 w godzine¢ od niedokrwie-
nia nie tylko praktycznie catkowicie blokuje
uszkodzenie kory mozgowej, ale takze jak
wykazaly badania, zmniejsza uszkodzenie w
ognisku niedokrwiennym, co jest rzadkim
przypadkiem wsrod zwiazkéw testowanych
w terapii udaro6w mozgu.

Dlatego tez w planowaniu potencjalnych
strategii terapeutycznych w niedokrwieniu
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mozgu niezbedna jest kompleksowa ocena
uszkodzenia oraz testowanie zwigzkow, kto-
re maja szersze dzialanie niz tylko hamowa-
nie Smierci neuronow. BezpoSrednie bloko-
wanie Smierci neuron0w moze byc¢ zupetnie

nieskuteczne, jesli beda one nadal przebywac
w zmienionym, niekorzystnym Srodowisku,
pozbawione wsparcia troficznego komorek

glejowych.

PHARMACOLOGICAL MODULATION OF FUNCTION AND VIABILITY OF ASTROCYTES AS A
NOVEL NEUROPROTECTIVE STRATEGY IN STROKE

Summary

Neuron-astrocyte interactions are critical for
signalling, energy metabolism, extracellular ion and
glutamate homeostasis, volume regulation and neu-
roprotection in the central nervous system. Gluta-
mate uptake by astrocytes may prevent excitotoxic
glutamate elevation and determine neuronal sur-
vival. However, activation of astrogliosis and brain
inflammation during cerebral ischemia exacerbates
primary brain damage, resulting in upregulation of
cytotoxic/infammatory cytokines and mediators, that
alter blood flow and increase vascular permeability,
thus leading to secondary damage and accumulation
of immune cells in the brain. Although, astrocytes
are more resistant than neurons to ischemic injury,
astrocyte death have been demonstrated in animal
models of brain ischemia. Exposure of cultured cor-

tical astrocytes to glutamate induces apoptotic cell
death and similar events can be detected in ischem-
ic brain. FK506, an inhibitor of calcineurin and im-
munosuppressive drug, is neuroprotective in animal
models of neurologic diseases, including focal and
global ischemia. FK506 exerts a complex action on
many processes ongoing in pathological brain: it
directly protects neurons from glutamate-induced
neuronal cell death, reduces gliosis and brain in-
flammation in animal models of stroke, and inhibits
Glu-induced apoptosis of astrocytes in vitro and in
ischemic brain. Altogether, recent findings suggest
that modulation of astrocyte functions and astrocytic
survival/cell death in neurodegeneration may be a
novel therapeutic strategy in neurological disorders.
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