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WYKAZ WAŻNIEJSZYCH SKRÓTÓW 

AD - choroba Alzheimera 
ADMA - asymetryczna dimetyloarginina 
AIF - czynnik indukujący apoptozę 
Ara C - arabinozyd cytozyny 
BSO - sulfoksymina butioniny 
CsA - cyklosporyna A 
cyt c - cytochrom c 
DAG - diacyloglicerol 
DCFH - dichlorofluoresceina 
DDAH - hydrolaza dimetyloargininowa : dimetyloaminowa 
DTT - ditiotreitol 
EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy 
EGT A - kwas etylenoglikolotetraoctowy 
eNOS - endotelialna syntaza tlenku azotu 
ER - retikulum, siateczka endoplazmatyczna 
FK 506 - tacrolimus 
Glu - kwas glutaminowy 
Gly - glicyna 
Hey - homocysteina 
HDL - lipoproteiny o wysokiej gęstości 
HERP - białko stresu siateczki endoplazmatycznej 
IP3 - 1,4,5-trisfosfoinozytol 
LDL - lipoproteiny o niskiej gęstości 
L-DOPA - lewodopa, 3,4-dihydroksyfenyloalanina 
LY367385 - (S)-2-metylo-4-karboksyfenyloglicyna - kompetycyjny antagonista 
receptora mGluRl GI 
mGluRs GI - receptory metabotropowe grupy I 
MK-80I - dizocylpina, maleinian 5-metylo-10,l l-dihydro-5H-
dibenzocyklohepteno-5,10-iminy- bezkompetycyjny antagonista receptora NMDA 
MPEP - 2-metylo-6-fenyloetynyl-0-pirydyna - niekompetycyjny antagonista 
receptora mGluR5 GI 
MTHF - metylotetrahydrofolian 
MTHFR - reduktaza metylotetrahydrofilianowa 
NMDA - kwas N-metylo-D-asparaginowy 
PARP - polimeraza poli-ADP-rybozy 
PI - jodek propidyny 
PMSF - fluorek fenylometylosulfonowy 
ROS - wolne rodniki tlenowe 
RSH - zredukowana forma aminokwasu siarkowego np. homocysteiny 
RSSR - disiarczek aminokwasu siarkowego np. homocysteiny 
SAH - S-adenozylohomocysteina 
SAM - S-adenozylometionina 
tADA - 2,4-dikarboksy-trans-azetydyna - agonista receptora mGluR GI 
TIMP - tkankowy inhibitor metaloproteinazy 
Wit. Bö - pirydoksyna 
Wit. Bi2 - kobalamina 
Wit. C - kwas askorbinowy 
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I. WSTĘP 

1. 1. Homocysteina 

HomocySteina, produkt pośredni metabolizmu metioniny, jej demetylowana pochodna 

jest niewchodzącym w skład białek aminokwasem sulfhydrylowym. Nie występuje w 

pokarmach, jest natomiast obecna w komórkach i płynach ustrojowych jako L-

homocysteina. Za formę aktywną biologicznie uważa się wyłącznie L-homocysteinę (Van 

Aerts i wsp. 1993; Lipton i wsp.1997; Weiss 2005). 

Jako wolny aminokwas homocysteina może istnieć albo w formie zredukowanej 

(homocysteina RSH) lub w formie utlenionej jako disiarczek (homocystyna RSSR). Jej 

grupy tiolowe SH łatwo ulegają utlenieniu (Buettner 1993). Utlenienie dwóch cząsteczek 

homocysteiny prowadzi do powstania disiarczku, dwóch protonów i dwóch elektronów 

(2RSH=RSSR+2H++2e~). W układach biologicznych homocysteina jest obecna jako 

disiarczek (RSSR) lub w połączeniach z innymi niskocząsteczkowymi tiolami jako np. 

homocy steina-cy Steina, albo homocysteina-glutation. W surowicy osób dorosłych 

homocysteina występuje zwykle w stężeniach rzędu 5-15 jaM, z czego 1 - 2% to forma 

zredukowana, 30% występuje w postaci disiarczków, a resztę stanowią jej formy 

połączone za pomocą mostków di siarczkowych z białkami (Ueland 1995). 

1. 2. Przemiany homocysteiny 

Homocysteina powstaje w toku przemian egzogennej metioniny. W reakcji 

katalizowanej przez adenozylotransferazę metioninową, metionina przekształca się w S-

adenozylometioninę (SAM), który to związek jest uniwersalnym dawcą grup metylowych, 

niezbędnych w przebiegu wielu procesów metabolicznych. Reakcje metylacji zachodzą 

przy udziale metylotransferaz, które przenosząc grupę metylową z SAM przekształcają S-

O 

NH2 

Homocysteina 
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adenozylometioninę w S-adenozylohomocysteinę (SAH) stanowiącą bezpośredni 

prekursor homocysteiny. Organizm posiada dwa główne mechanizmy utrzymywania 

prawidłowego poziomu homocysteiny: może być ona metabolizowana do cysteiny lub 

metioniny. 

Kwas foliowy 

dTMP 
Metylotioadenozyna 

PPi+Pi 

Białka 

\\f  DHF 

Metionina 

Dimetyloglicyna 
MeCbl CYKL KWASU 

FOLIOWEGO 
CYKL 

METIONINOWY 
AdoMet CH,THF 

dUMP 
Wit.B Betaina 

NADPH 
CHjTHF Homocysteina 

Heme 
PLP 

NADP WiŁB 

Poliaminy 

dSAM 

SAM -co2 

1^ Akceptor 
metylowy 

V 

N Produkt 

1 metylacji 

SAH 

Tiolakton 
homocysteiny 

Cystationina 
TRANSSULFURACJA 

Białka 

Wit.B, 

Cysteina 

> I 1 
Tauryna ^ Siarczan+CO, 

Glutation 

Cholina 

1.Transferaza adenozylometioninowa 
2.Metylotransferaza S-adenozylometioninowa 
3.Hvdrolaza adenozylohomocysteinowa 
4.Metylotransferaza 5-metylotetrahydrofolianowa 
5.Metylotransferaza betainowohomocysteinowa 
ó.Syntaza beta cystationinowa 
7.Liaza gamma cystalioninowa 
8.Hydroksymetylotransferaza sery nowa 
9.Reduktaza 5,10-metylotetrahydrofolianowa 
lO.Syntaza tymidylowa 
11.Dehydrogenaza tetrahydrofolianowa 
12.Dekarboksylaza S-adenozylometioninowa 
13.Dehydrogenaza cholinowa 
14.Syntetaza metionylo-tRNA 
15.Paraoxonaza 

Metabolizm homocysteiny 

Przy prawidłowej podaży metioniny w diecie powstająca z niej homocysteina tworzy w 

reakcji transsulfuracji cystationinę, a dalej cysteinę. Reakcja ta zachodzi przy udziale 

zależnej od pirydoksyny (witaminy Bö), ß-syntazy cystationinowej. Niedobory metioniny 

ograniczają katabolizm homocysteiny. Pod wpływem syntazy metioninowej w obecności 

kobalaminy (witaminy Bi2) jako koenzymu i metylotetrahydrofolianu jako kosubstratu, 

homocysteina przekształca się w metioninę. Remetylacja wymaga obecności reduktazy 

metylenotetrahydrofolianowej i właściwej podaży kwasu foliowego. Procesy 

transsulfuracji i remetylacji koordynuje S-adenozylometionina. Związek ten działa jako 

aktywator ß-syntazy cystationinowej lub jako allosteryczny inhibitor reduktazy 

metylenotetrahydrofolianowej (Selhub 1999). W warunkach fizjologicznych powstawanie i 

katabolizm homocysteiny są zrównoważone. Zwykle połowa powstałej homocysteiny 
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ulega remetylacji i uzupełnia zwrotnie stężenie metioniny. Druga połowa powstałej 

homocysteiny jest przekształcana w cysteinę lub tworzy tiolakton homocysteiny, związek, 

który normalnie występuje we wszystkich komórkach, a jego nadmiar jest obciążany 

odpowiedzialnością za powstawanie schorzeń naczyniowych. 

1. 3. Hiperhomocysteinemia: przyczyny, skutki patogenne, leczenie 

Nadmierna podaż metioniny czy zaburzenia w jakimkolwiek ogniwie przemian 

metioniny prowadzi w efekcie do nadprodukcji homocysteiny w komórkach, z których 

przechodzi ona do krwi i jest następnie wydalana z moczem. Za normalne stężenie 

homocysteiny w surowicy osób dorosłych przyjmuje się przedział 5-14 ^iM. Z badań 

epidemiologicznych wynika, że zwiększone stężenie homocysteiny we krwi 

(hiperhomocysteinemia) występuje u ok. 5% populacji. 

Hiperhomocysteinemia dzieli się na: 

- łagodną, przy zakresie stężeń w surowicy 15-30 }iM, 

- pośrednią, jeśli to stężenie waha się w granicach 31 - 100 

- ciężką, gdy stężenie homocysteiny przekracza 100 |^M, a homocysteinę można 

wykazać w moczu (Kang i wsp. 1992). 

Ciężka hiperhomocysteinemia połączona z homocysteinurią była po raz pierwszy 

opisana u dzieci z trudnościami w uczeniu się przez Carsona i Neilla w 1962 roku. 

Hiperhomocysteinemię mogą powodować czynniki genetyczne. Do 1999 roku wykryto 

ok. 100 różnego typu mutacji w genie ß-syntazy cystationinowej (Kraus i wsp. 1999); 

znane są też mutacje powodujące niedobory aktywnej reduktazy 

metylenotetrahydrofolianowej (MTHFR) (Kang i wsp. 1991; Jacques i wsp. 1996), oraz 

mutacje przyczyniające się do deficytu syntazy metioniny (Leclerc i wsp. 1996). 

Rozwojowi hiperhomocysteinemii sprzyjają czynniki fizjologiczne. Stwierdzono, że 

stężenie homocysteiny jest wyższe u mężczyzn, a niższe u kobiet i rośnie wraz z wiekiem. 

Różnice te są przypuszczalnie zależne od hormonów i różnego stężenia witamin z grupy B 

(Joosten i wsp. 1993). Nawyki żywieniowe również mają wpływ na rozwój 

hiperhomocysteinemii. Sprzyja temu wysoka podaż metioniny, deficyty witamin Bö i Bn 

oraz niedobór kwasu foliowego w diecie (Bissoli i wsp. 2002; Guerra-Shinohara i wsp. 

2002). 

Podwyższony poziom homocysteiny we krwi towarzyszy często udarowi mózgu 

(Madonna i wsp. 2002; Parnetti i wsp. 2004), chorobie Parkinsona (Yasui i wsp. 2000; 

Blandini i wsp. 2001), pewnym chorobom psychicznym (schizofrenia, depresja) (Godfrey i 
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wsp.1990), cukrzycy (Abdel-Aziz i wsp. 2001; De Luis i wsp. 2005), białaczkom (Kishi i 

wsp. 2000; Kishi 2003). Hiperhomocysteinemii sprzyjają choroby nerek (Hultberg i wsp. 

1993). Hiperhomocysteinemia może przyczyniać się do rozwoju miażdżycy tętnic (Hankey 

i wsp. 1999), zakrzepicy (Medina i wsp. 2000), a także choroby Alzheimera (Clarke i wsp. 

1998; Morris 2003). 

Hiperhomocysteinemię mogą wywołać niektóre leki np. antagonistyczne wobec kwasu 

foliowego czy witaminy B6 (Lambie 1985; Ubbink i wsp. 1996; Refsum i wsp. 1990), 

podtlenek azotu (Christensen i wsp. 1994; Ermens i wsp. 1991), leki przeciwpadaczkowe 

(Schwaninger i wsp. 1999), przeciwcukrzycowe (Aarsand i wsp. 1998), hipolipidemiczne 

(Blankenhorn i wsp. 1991), hormonalne (Steegers-Theunissen i wsp. 1992), L-DOPA 

(Muller i wsp. 2001; Rogers i wsp. 2003). Niektóre z genetycznych defektów metabolizmu 

homocysteiny np. polimorfizm w genie kodującym reduktazę 5,10-

metyloterahydrofolianową (MTHFR), wydają się zwiększać ryzyko nieprawidłowości 

powstałych w czasie rozwoju płodowego jak: wady cewy nerwowej (bezmózgowie, 

przepukliny oponowo-rdzeniowe) (Shields i wsp. 1999), rozszczep kręgosłupa (Van der 

Put i wsp. 1995). Jest też dobrze udokumentowane (Eskes i wsp. 1994, Botto i wsp. 1996, 

Shaw i wsp. 1995), że występowanie szeregu wad wrodzonych jest związane z niedoborem 

kwasu foliowego, któremu towarzyszy wzrost stężenia homocysteiny w surowicy, a 

suplementacja folianów w diecie ciężarnych kobiet znacznie obniża ryzyko pojawienia się 

wspomnianych defektów. Wykazano w warunkach eksperymentalnych bezpośrednią rolę 

homocysteiny w powstawaniu wad w rozwoju cewy nerwowej i serca oraz potwierdzono 

ochronną rolę kwasu foliowego (Rosenquist i wsp. 1996). Zaobserwowano także, że 

istnieje związek między wczesnymi poronieniami, a hiperhomocysteinemią i niedoborem 

folianów (Wouters i wsp. 1993; Nelen i wsp. 2000). Objawami zaburzeń remetylacji, 

związanymi przede wszystkim z nieprawidłowościami w przemianach folianów, 

spowodowanymi czy to czynnikami genetycznymi czy też niedoborami kwasu foliowego 

lub witamin z grupy B w diecie, są pojawiające się już we wczesnym dzieciństwie 

opóźnienie psychomotoryczne, opóźnienie wzrostu, niedożywienie, śpiączka, 

nieprawidłowości hematologiczne jak: megaloblastoza, makrocytoza, trombocytopenia, 

hypersegmentacja leukocytów, zmiany biochemiczne krwi i płynu mózgowo-rdzeniowego: 

podniesiony poziom homocysteiny a spadek metioniny, wzrost stężenia S-

adenozylometioniny (SAM) (Surtees 1998; Rosenblatt 2001). 
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Niedobór syntazy cystationinowej przekształcającej homocysteinę w cystationinę 

również prowadzi do nagromadzania homocysteiny. Enzym ten jak i przekształcający 

cystationinę w cysteinę (liaza cystationinowa) jest zależny od witaminy B6. Znane są 

mutacje powodujące produkcję enzymu niestabilnego lub o nieprawidłowej budowie 

(Kraus i wsp. 1999), stąd w tkankach obserwuje się spadek zawartości cysteiny i wzrost 

metioniny. Klasycznymi objawami niedoboru syntetazy cystationiny są: ociężałość 

psychomotoryczna, przemieszczenie soczewek (Cruysberg i wsp. 1996), drgawki, objawy 

psychotyczne (depresja, zaburzenia osobowości) (Abbot i wsp. 1987), skaza płytkowa, 

zakrzepica, osteoporoza (Mudd i wsp. 1985), skolioza (Mudd i wsp. 1989), choroby 

demielinizacyjne, gąbczaste zwyrodnienie istoty białej, zmiany biochemiczne 

obserwowane we krwi i płynie mózgowo-rdzeniowym: hiperhomocysteinemia, niski 

poziom cysteiny, wzrost stężenia metioniny ponad 200 fiM, przy normie 20 - 40 jiM 

(Yudkoff 1999). Uważa się, że za te wszystkie objawy odpowiedzialny jest nadmiar 

homocysteiny, natomiast podwyższone stężenie metioniny wydaje się nie mieć znaczenia 

w patogenezie wymienionych chorób. Powyższe schorzenia związane z wadami 

genetycznymi ujawniają się w dzieciństwie. 

U osób dorosłych dominują hiperhomocysteinemie związane z przyczynami 

egzogennymi, często w powiązaniu z chorobami neurozwyrodnieniowymi i psychicznymi. 

Większość pacjentów, u których stwierdzono chorobę Alzheimera miało podwyższony 

poziom homocysteiny we krwi (Clark i wsp. 1998; Miller 1999), przy obniżonym stężeniu 

kwasu foliowego i witaminy Bj2 (Dufouil i wsp. 2003). Niektórzy z pacjentów mieli 

podwyższony poziom homocysteiny we krwi zanim pojawiły się objawy typowe dla 

choroby Alzheimera (Joosten i wsp. 1997), stąd uważa się, że jest to wczesny wskaźnik 

możliwości wystąpienia tej choroby u osób starszych, u których pojawiają się objawy 

upośledzenia poznawczego (Lehman i wsp. 1999). Z drugiej strony hiperhomocysteinemia 

może przyspieszać neurodegenerację u tych pacjentów (Mattson i wsp. 2003). 

Wzrost stężenia homocysteiny w surowicy obserwuje się też u części osób cierpiących 

na chorobę Parkinsona, które urodziły się z mutacją C677T w genie kodującym reduktazę 

metylotetrahydrofolianową (MTHFR) (Yasui i wsp. 2000; Blandini i wsp. 2001). Dotyczy 

to również chorych leczonych z użyciem L-DOPA. W tym wypadku wzrost stężenia 

homocysteiny jest spowodowany metylacją levodopy i dopaminy przez O-

metylotransferazę katecholową (ang. catechol O-metyltransferase). Ten enzym używa S-

adenozylometioninę (SAM) jako donora grup metylowych i produkuje S-

adenozylohomocysteinę, która jest szybko przekształcana do homocysteiny (Muller i wsp. 

10 
http://rcin.org.pl



2001). Stąd terapia z podawaniem L-DOPA może narażać pacjentów na uszkodzenia 

naczyń spowodowane wzrostem homocysteiny (Rogers i wsp. 2003), co może prowadzić 

do niedokrwienia niektórych rejonów mózgu i przyspieszać rozwój choroby. Ponadto 

wykazano, że zarówno homocySteina jak i niedobór kwasu foliowego uwrażliwiają ludzkie 

neurony dopaminergiczne w hodowlach na uszkodzenia i śmierć indukowane przez 

rotenon i jony żelaza, dwa czynniki wiązane z patogenezą choroby Parkinsona (Duan i 

wsp. 2002, Mattson i wsp. 2003). 

Jak już wspomniano podwyższony poziom homocysteiny spotyka się również u 

niektórych pacjentów cierpiących na depresje czy schizofrenię. W przypadku depresji jest 

on zwykle związany z niedoborem folianów i witamin z grupy B (Bottiglieri i wsp. 2000; 

Alpert i wsp. 2000), a symptomy depresji zwykle mijają po zastosowaniu kuracji 

witaminowej. Analiza genetyczna wykazała, że osoby posiadające najczęściej spotykany 

(u 10-12% populacji) polimorfizm C677T w genie kodującym MTHFR, która to mutacja 

powoduje spadek aktywności enzymu o ponad 70%, a tym samym sprzyja nagromadzaniu 

homocysteiny, są bardziej narażone na zachorowanie na schizofrenię. U tych pacjentów 

obserwowany wzrost stężenia homocysteiny nie powraca do normy po suplementacji 

folianami i witaminami z grupy B (Regland i wsp. 1997). Dzieje się tak dlatego, że S-

adenozylometionina (SAM) jest zużywana przez O-metylotransferazę katecholową do 

katalizowania rozkładu takich katecholi jak: dopamina, serotonina i noradrenalina. 

Hydroksylaza tyrozyny, enzym katalizujacy syntezę katecholamin, jest aktywowana przez 

SAM, a hamowana przez S-adenozylohomocysteinę (SAH) (Mann i wsp. 1983). SAM 

również bierze udział w biosyntezie melatoniny. Stąd nieprawidłowe proporcje w stosunku 

SAM/SAH mogą mieć wpływ na poziomy katecholamin w mózgu, a tym samym na 

nastrój pacjentów (Sitaram i wsp. 1995). 

Hiperhomocysteinemię łagodną i pośrednią leczy się stosując terapię witaminową. W 

zależności od przypadku i odpowiedzi pacjentów na terapię różni autorzy (Brattstrom i 

wsp. 1990; Ubbink i wsp. 1993; Den Heijer i wsp. 1998) sugerują mniejsze lub większe 

dawki witamin z grupy B, łącząc je z kwasem foliowym. Czas kuracji też jest dobierany 

stosownie do wyników badania krwi przed, w czasie i po zakończeniu kuracji. Najczęściej 

podaje się witaminę B6 w dawce 25-50 mg/dzień i B12 w dawce 0,4-1 mg/dzień oraz kwas 

foliowy 0,4 mg/dzień (Laskowska-Klita 2001). Jednak nie we wszystkich przypadkach 

taka kuracja skutkuje. 
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1. 4. Hiperhomocysteinemia a miażdżyca naczyń 

Już od połowy lat sześćdziesiątych minionego wieku zaczęto zauważać związki 

pomiędzy hiperhomocysteinemią a patologią naczyń (Mudd i wsp. 1964). McCully w 1969 

r wykazał, że homocysteina ma bezpośredni toksyczny wpływ na komórki śródbłonka. Od 

lat 70-tych uważa się, że podwyższony poziom homocysteiny jest nowym, głównym 

czynnikiem odpowiedzialnym za choroby naczyń (McCully i wsp. 1975; Wilcken i wsp. 

1976; Ueland i wsp. 2000; Scott 2000; Brattstrom i wsp. 2000). 

Mechanizmy uszkodzenia śródbłonka w warunkach hiperhomocysteinemii nie są 

jasne. Jedna z teorii głoszona przez grupę Jakubowskiego (2001) zakłada, że 

nieprawidłowości w poziomie homocysteiny prowadzą do zaburzeń w syntezie tiolaktonu 

homocysteiny. W warunkach normalnych stężenie homocysteiny jest niskie, ponieważ 

istnieją szlaki jej transmetylacji i transsulfuracji. W komórkach śródbłonka brak jest jednak 

syntazy cystationinowej. Przy zaburzeniach transmetylacji wzrasta poziom homocysteiny, 

co pociąga za sobą wzrost stężenia tiolaktonu homocysteiny. Jakubowski i wsp. (1997) 

wykazali, że ważną rolę w syntezie tiolaktonu odgrywa enzym syntaza metionylo-tRNA, 

która bierze udział w przekształceniu metioniny w metionylo-tRNA. Drugą funkcją tego 

enzymu jest przekształcenie homocysteiny w tiolakton homocysteiny. Zarówno 

homocysteina jak i metionina współzawodniczą o to samo miejsce wiążące w cząsteczce 

syntetazy metionylo-tRNA. Wzrost stosunku stężeń homocysteiny do metioniny prowadzi 

do wzrostu syntezy tiolaktonu homocysteiny. W hodowanych ludzkich komórkach 

śródbłonka ponad 60% metabolizowanej homocysteiny jest przekształcana w tiolakton 

homocysteiny. W ludzkich komórkach i w surowicy in vitro tiolakton homocysteiny bierze 

udział w dwu typach reakcji: 1. podlega enzymatycznej hydrolizie do homocysteiny przez 

wapniowo zależną tiolaktonazę homocysteiny, która jest składnikiem lipoprotein o 

wysokiej gęstości HDL. 2. lub dochodzi do homocysteinylacji reszt lizyny białek 

(Jakubowski i wsp. 1997, 1999, 2000). Łączenie się tiolaktonu homocysteiny z białkami 

może prowadzić do ich inaktywacji. Stąd znaczenie wysokiego stężenia HDL w surowicy 

i rozkładania tiolaktonu homocysteiny. Uważa się, że za choroby naczyniowe mogą być 

odpowiedzialne zaburzenia w aktywności tiolaktonazy (Mackness i wsp. 1998). Nie jest 

jednak do końca jasne czy uszkodzenie naczyń wywołane jest bezpośrednio przez 

homocysteinę czy przez tiolakton homocysteiny, ponieważ chroniczne podawanie 

zarówno tiolaktonu homocysteiny (Harker i wsp. 1974) jak i homocysteiny (Harker i wsp. 

1983) szympansom powodowało miażdżycę naczyń. Homocysteina reaguje z 

rodnikiem NO tworząc nitrozohomocysteinę. Ta może się łączyć z syntetazą metionylo t-
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RNA i być wbudowywana na miejsce metioniny do białek, zaburzając ich aktywność. 

Znane są także połączenia tiolaktonu homocysteiny z albuminą, hemoglobiną i białkami 

surowicy (Jakubowski i wsp. 2000). 

Niezależnie od cytotoksycznego działania tiolaktonu homocysteiny trzeba pamiętać, że 

homocySteina jako taka, zwiększa adhezywność płytek in vitro, może zmniejszać średni 

czas przeżycia płytek krwi na obwodzie, być może poprzez bezpośredni toksyczny wpływ 

na śródbłonek (Harker i wsp. 1974; Rees i wsp. 1993). Możliwe jest też bezpośrednie 

działanie homocysteiny na tworzenie skrzepów, ponieważ homocy Steina stymuluje 

przekształcanie protrombiny w trombinę albo poprzez aktywację czynników (np. VIIIc, 

von Willebranda) odpowiedzialnych za tworzenie skrzepu (Ratnoff 1968; Freyburger i 

wsp. 1997), lub oddziaływuje na białko C odpowiedzialne za zakończenie tworzenia 

skrzepu (Rodgers i wsp. 1990). Homocysteina również przyczynia się do nagromadzania 

miedzi w śródbłonku naczyń, a to indukuje oksydazę ceruloplazminy i wydzielanie H2O2, a 

co za tym idzie wolnych rodników, które prowadzą do jego uszkodzenia (Emsley i wsp. 

1999). 

Jedną z głównych przyczyn cytotoksycznego działania homocysteiny jest jej zdolność 

do generowania wolnych rodników (ROS). Tworzące się wolne rodniki indukują 

peroksydację lipidów. Jednak badania prowadzone in vitro pokazują zależny od stężenia 

pro- lub antyoksydacyjny charakter działania homocysteiny na lipoproteiny o niskiej 

gęstości (LDL) (Perna i wsp. 2003). Homocysteina może promować - w niskim stężeniu, 

albo w wysokim - hamować peroksydację lipidów (Lynch 2000). Z kolei badania Chao i 

wsp. (2000) wskazują na inny mechanizm uszkadzający komórki śródbłonka, niezwiązany 

ze stresem oksydacyjnym. Komórki śródbłonka mogą unieszkodliwiać toksyczne działanie 

homocysteiny poprzez pobudzanie wydzielania NO, przy jednoczesnym wzroście w 

poziomie mRNA eNOS (Stamler i wsp. 1993). W wyniku utlenienia homocysteiny przez 

NO powstaje S-nitrozohomocysteina. Z jednej strony ogranicza to biodostępność NO, 

przekaźnika rozszerzającego naczynia, choć z drugiej strony S-nitrozohomocysteina ma 

podobne właściwości rozkurczające naczynia i działa antyagregująco na płytki krwi. 

Jednak ten korzystny efekt jest tylko przejściowy. W przypadku długotrwałej ekspozycji 

na wysokie stężenia homocysteiny dochodzi do znacznego obniżenia produkcji i 

biodostępności NO, jak również do powstawania anionu peroksyazotawego. Wiadomo też, 

że homocysteina hamuje aktywność endotelialnej syntazy tlenku azotu (eNOS) 

ograniczając produkcję NO (De Groot i wsp. 1996), a zmiatacze anionu 

peroksyazotawego, podobnie jak foliany przywracają aktywność eNOS (Zhang i wsp. 
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2000). Ponadto homocysteina może wpływać na aktywność endotelialnej peroksydazy 

glutationowej (Upchurch i wsp. 1997b), która katalizuje redukcję nadtlenku wodoru do 

odpowiednich alkoholi, jak również zapobiega oksydacyjnej inaktywacji NO. 

Na uwagę zasługuje fakt, że w niektórych schorzeniach jak: hypercholesterolemia, 

miażdżyca tętnic, nadciśnienie tętnicze, przewlekła niewydolność nerek, przewlekła 

niewydolność serca, choroba Alzheimera (Boger 2004, Selley 2003) wraz ze wzrostem 

stężenia homocysteiny we krwi podnosi się też poziom asymetrycznej dimetyloargininy 

(ang. assymetric dimethylarginine ADMA). ADMA jest endogennym, kompetycyjnym 

inhibitorem eNOS. Jest metabolizowana w neuronach przez enzym hydrolazę 

dimetyloargininową:dimetyloaminową (DDAH) do cytruliny i dimetyloaminy. 

Zwiększony poziom ADMA prowadzi do obniżenia syntezy NO i stresu oksydacyjnego, co 

w efekcie przyczynia się do uszkodzenia komórek śródbłonka. Podwyższone stężenie 

ADMA w surowicy jest uważane za niezależny czynnik ryzyka chorób naczyniowych. 

Podobnie w hodowlach neuronów ziarnistych pod wpływem homocysteiny dochodzi do 

akumulacji ADMA, obniżenia aktywności DDAH i spadku produkcji NO (Selley 2004). W 

ostatnich latach uważa się, że osłona aktywności DDAH i obniżenie nagromadzenia 

ADMA w neuronach mogą być nową strategią w leczeniu choroby Alzheimera i 

upośledzenia poznawczego w normalnym starzeniu (Selley 2004). 

Inna z wielu hipotez omawiających mechanizmy uszkadzającego działania 

homocysteiny na naczynia dotyczy jej wpływu na macierz zewnątrzkomórkową. 

Prawidłowy kontakt komórek z macierzą zewnątrzkomórkową i związana z tym aktywacja 

kinazy ERK jest warunkiem przeżycia wielu typów komórek (Raff 1992). Natomiast 

aktywacja innej drogi sygnałowej JNK z nadmiernym ufosforylowaniem c-Jun i zmianą 

funkcji transkrypcyjnej kompleksu AP-1, może stać się w pewnych warunkach sygnałem 

apoptotycznym. Homocysteina jest zdolna do indukcji ekspresji i syntezy tkankowego 

inhibitora metaloproteinazy-1 (TIMP-1) w komórkach mięśni gładkich i hepatocytach 

(Torres i wsp. 1999). Ci sami autorzy pokazali także, że homocysteina może aktywować 

kompleks transkrypcyjny AP-1, który jest niezbędny do indukcji TIMP-1. To odkrycie 

świadczy, że homocysteina może zmieniać homeostazę macierzy na zewnątrz ściany 

naczynia krwionośnego. 

Poza omówionymi wyżej hipotezami sugerującymi specyficzne mechanizmy 

toksycznego działania homocysteiny na śródbłonek naczyń, wskazuje się na możliwość 

uogólnionego cytotoksycznego działania homocysteiny. Od lat wiadomo, że podwyższone 

stężenie homocysteiny może zaburzać metabolizm grup metylowych w komórkach. 
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Jednym z potencjalnych mechanizmów, dzięki któremu homocysteina może sprzyjać 

wzrostowi uszkodzeń DNA jest obniżenie komórkowego poziomu S-adenozylometioniny 

(SAM), przy wzroście stężenia S-adenozylohomocystieny (SAH) (Ho i wsp. 2002). SAM 

pośredniczy w wielu reakcjach transmetylacji, w tym w metylacji DNA (Wu i wsp. 1987). 

SAH z kolei jest silnym kompetycyjnym antagonistą wielu transmetylaz np. N-glicynowej, 

betaino-homocysteinowej, O-katecholowej czy D-asparaginianowej (Finkelstein 1990). 

Wykazano, że inhibicja transmetylacji przez homocysteinę promuje apoptozę w linii 

komórek HL-60 (Endresen i wsp. 1996). Istotną rolę zaburzeń transmetylacji DNA w 

indukcji apoptozy w neuronach wykazali także Ho i wsp. (2002), inkubując komórki w 

obecności homocysteiny. Ta droga działania homocysteiny jest zależna od stężenia kwasu 

foliowego i witamin z grupy B. 

Innym podnoszonym potencjalnym mechanizmem bezpośredniego działania 

homocysteiny, jest jej zdolność do generowania wolnych rodników, które uszkadzają 

głównie komórki śródbłonka. Jak już wspomniano powyżej, zredukowana forma 

homocysteiny (RSH) jest mało trwała i łatwo ulega utlenianiu do disiarczku homocysteiny 

(RSSR). W tej reakcji powstają dwa elektrony, które mogę reagować z tlenem, tworząc 

albo rodnik nadtlenkowy lub peroksylowy. Trzeba pamiętać, że choć u ludzi zdrowych 

forma zredukowana (RSH) to zaledwie 1 - 2% całej homocysteiny oznaczanej w surowicy, 

to u pacjentów z wadami genetycznymi w przemianach metioniny udział wolnej 

homocysteiny wzrasta z 2 do 10-20% (Mudd i wsp. 1995). Uważa się, że homocysteina 

RSH w obecności cząsteczkowego tlenu ulega autooksydacji w komórkach i poza nimi, 

indukując powstawanie rodników tlenowych. Wolne rodniki tlenowe mogą atakować błonę 

komórkową, płytki krwi, leukocyty i lipoproteiny, a wewnątrz komórek endoplazmatyczne 

retikulum, aparat Golgiego, mogą też aktywować produkcję tlenku azotu (Ikeda i wsp. 

1999). Hipoteza zakładająca udział wolnych rodników w wywołanych przez homocysteinę 

uszkodzeniach komórek mięśni gładkich i śródbłonka ma licznych zwolenników (Kanani i 

wsp. 1999, Chambers i wsp. 1999), ale też i przeciwników (Chao i wsp. 2000; Huerta i 

wsp. 2004) 

1. 5. Hiperhomocysteinemia a ryzyko udaru i niedokrwienia mózgu 

Konsekwencją omówionych powyżej związków pomiędzy hiperhomocysteinemią a 

ryzykiem miażdżycy naczyń, jest wzrost zainteresowania homocysteiną jako nowo 

wykrytym czynnikiem ryzyka wystąpienia udaru mózgu. Wyniki wielu badań potwierdzają 

zwiększoną częstość występowania hiperhomocysteinemii u osób z udarem mózgu w 
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porównaniu z odpowiadającą wiekowo grupą kontrolną (Madonna i wsp. 2002). Fakt ten 

jest często skorelowany z mutacjami C677T genu kodującego reduktazę 

metylotetrahydrofolianu (MTHFR) (Abbate i wsp. 2003; Alluri i wsp. 2005; Casas i wsp. 

2005). Są dane wskazujące na pogorszenie przebiegu udaru u pacjentów z 

hiperhomocysteinemią (Pniewski i wsp. 2003), jak również powiększenie u tych chorych 

obszaru lezji mózgu powstałej w wyniku ischemii i reperfuzji (Endres i wsp. 2005). 

Poza problemem powiązań homocysteiny z udarem mózgu, są dane wskazujące na 

związek hiperhomocysteinemii z mniej dramatycznie przebiegającymi formami 

niedokrwienia czy niedotlenienia mózgu o podłożu naczyniowym. Uszkodzenie małych 

naczyń w wyniku hiperhomocysteinemii pociąga za sobą niedokrwienie i niedotlenienie 

narządów, z których mózg jest najbardziej wrażliwy na niedobór tlenu. Według tych 

poglądów homocySteina, poprzez uszkadzający wpływ na naczynia, staje się elementem 

patomechanizmu uszkodzeń naczyniowych mózgu, w tym schorzeń 

neurozwyrodnieniowych. Na przykład Clarke (1998) sugeruje, że zależne od homocysteiny 

uszkodzenia mikronaczyń w krytycznych regionach mózgu jak hipokamp mogą być 

mechanizmem pierwotnym przyczyniającym się do neurodegeneracji i odkładania blaszek 

amyloidowych w chorobie Alzheimera. Jak wspomniano poprzednio, u chorych na 

chorobę Alzheimera częściej występuje hiperhomocysteinemią z niedoborem witaminy B12 

i kwasu foliowego (Clarke i wsp. 1998; Miller 1999; Dufouil i wsp. 2003). Podobnie, są 

omówione już powyżej powiązania między zwyrodnieniem neuronów w chorobie 

Parkinsona, terapią L-DOPA, hiperhomocysteinemią i zmianami w naczyniach. Powstaje 

jednak pytanie, czy uszkadzający wpływ hiperhomocystenemii na ośrodkowy układ 

nerwowy można sprowadzać wyłącznie do efektów pośrednich, poprzez zmiany w 

naczyniach? W odpowiedzi można przytoczyć liczne dane, wskazujące na bezpośrednie 

uszkadzające działanie homocysteiny na neurony. 

1. 6. Możliwość bezpośredniego neurotoksycznego działania homocysteiny 

1.6.1. Hiperhomocysteinemią a zaburzenia rozwojowe cewy nerwowej. 

Podwyższony poziom homocysteiny jest czynnikiem teratogennym (Eskes i wsp. 1994; 

Steegers-Theunissen i wsp. 1994). Rosenquist i wsp. w 1999 roku wykazali w warunkach 

eksperymentalnych, na ptasich embrionach, bezpośrednią rolę homocysteiny w 

powstawaniu wad w rozwoju cewy nerwowej i serca oraz potwierdzili ochronną rolę 

kwasu foliowego. Hiperhomocysteinemią w tym modelu nie indukowała jednak nekrozy 
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komórek. Defekty rozwojowe powstałe w wyniku hiperhomocysteinemii wydają się być 

rezultatem śmierci komórek innego mechanizmu. Ponieważ receptor NMDA jest głównym 

regulatorem migracji neuronów, adhezji komórkowej, napływu wapnia i programowanej 

śmierci komórek, a ponadto glutaminian pełni funkcję czynnika wzrostu podczas 

neuronalnego rozwoju, stąd pogląd, że receptor NMDA pośredniczy w powstawaniu wad 

wrodzonych cewy nerwowej wywoływanych przez homocysteinę. Mechanizm polega na 

blokowaniu przez homocysteinę aktywności receptora NMDA (Andaloro i wsp. 1998). 

Glicyna, koagonista receptora NMDA zapewnia znaczącą protekcję przeciwko 

indukowanym przez homocysteinę nieprawidłowościom rozwojowym (Rosenquist i wsp. 

1999). Jest to zrozumiałe, jeśli uwzględnimy fakt, że homocysteina działa jako 

kompetycyjny antagonista miejsca wiązania glicyny w receptorze NMDA (Lipton i wsp. 

1997; Medina i wsp. 2000). 

1.6.2. Hiperhomocysteinemia jako czynnik ryzyka chorób neurodegeneracyjnych, 

zwłaszcza AD. 

Większość pacjentów, u których stwierdzono chorobę Alzheimera (Clark i wsp. 1998; 

Miller 1999) miało podwyższony poziom homocysteiny we krwi przy obniżonym stężeniu 

kwasu foliowego i witaminy B12 (Dufouil i wsp. 2003). Jak już wspomniałam powyżej, 

niektórzy z pacjentów mieli podwyższony poziom homocysteiny we krwi zanim pojawiły 

się objawy typowe dla choroby Alzheimera (Joosten i wsp. 1997) stąd uważa się, że jest to 

wczesny wskaźnik ryzyka tej choroby u osób starszych, u których pojawiają się objawy 

upośledzenia poznawczego (Lehman i wsp. 1999). W chorobie Alzheimera za jeden z 

głównych elementów patogennych jest uważany stres oksydacyjny, a tetrahydrofolian jest 

bardzo podatny na utlenienie (Fuchs i wsp. 2001). Z kolei jego przemiany zależą od 

witaminy B12 stąd niedobory kobalaminy lub folianów mogą przyczyniać się do 

hiperhomocysteinemii i oksydacyjnego uszkodzenia neuronów. W badaniach na 

hodowlach neuronalnych wykazano wzmożoną neurotoksyczność amyloidu ß po 

jednoczesnej inkubacji komórek wraz z homocysteiną (Ho i wsp. 2001) oraz podczas 

hodowania neuronów w nieobecności kwasu foliowego (Kruman i wsp. 2002). Amyloid ß 

z homocysteiną działają synergistycznie, ponieważ równoczesna ekspozycja neuronów na 

te neurotoksyny indukowała dwukrotny wzrost wolnych rodników i apoptozy w 

porównaniu do sumy efektów działania tych związków podawanych indywidualnie (Ho i 

wsp. 2001). 
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Wyniki prowadzonych ostatnio badań nad białkiem HERP (ang. homocysteine-

inducible endoplasmic reticulum stress protein) wskazują na interesujące powiązania 

między homocysteiną, a chorobą Alzheimera. Białko to, zidentyfikowane jako należące do 

grupy cDNA-z,=wzmaga wywoływaną przez y-sekretazę obróbkę prekursora amyloidu ß 

(Sai i wsp. 2002). Dalsze badania dowiodły, że HERP współdziała z preseniliną 1 i 2, co w 

hodowlach komórkowych przyczynia się do nagromadzania amyloidu ß. Białko HERP jest 

obecne w neuronach hipokampa i korowych, gdzie jego ekspresja jest aktywowana przez 

stres endoplazmatycznego retikulum. Białko to o ciężarze 54 kD jest cięte przez kaspazy w 

neuronach ulegających apoptozie. Rola patogenna HERP nie jest jasna, ponieważ jak 

stwierdzono, to białko wykazuje też funkcje neuroprotekcyjne, chroni hodowle neuronów 

przed śmiercią wywoływaną przez amyloid ß i stres endoplazmatycznego retikulum. 

Stabilizuje poziom wapnia w retikulum i fakt ten może być podstawą jego 

neuroprotekcyjnego działania (Chan i wsp. 2004). 

1. 7. Mechanizmy neurotoksycznego działania homocysteiny 

1.7.1. Niespecyficzna cytotoksyczność. 

Za jeden z głównych mechanizmów cytotoksycznego działania homocysteiny, 

wynikajacy z jej budowy, uważa się zdolność homocysteiny do tworzenia wolnych 

rodników (ROS) oraz interakcje z tlenkiem azotu. Jak wykazano, pod wpływem 

homocysteiny wzrasta produkcja wolnych rodników w komórkach śródbłonka (Stamler i 

wsp. 1993) jak i w hodowlach neuronów korowych (Ho i wsp. 2002). Homocysteiną może 

reagować z NO tworząc nitrozohomocysteinę, która jest mniej toksyczna od homocysteiny. 

Z drugiej strony stały poziom NO jest korzystny dla krążenia gdyż powoduje rozkurcz 

naczyń. W przypadku podwyższonego stężenia homocysteiny dochodzi do ograniczenia 

biodostępności NO poprzez bezpośrednie wiązanie z homocysteine ograniczenie 

aktywności syntetazy tlenku azotu eNOS (Upchurch i wsp. 1997b) i zahamowanie 

peroksydazy glutationowej (Upchurch i wsp. 1997a). Zapewne, te mechanizmy mogą 

uczestniczyć także w neurotoksyczności homocysteiny. 

1.7.2. Zaburzenia metylacji, uszkodzenia DNA, aktywacja PARP i apoptoza w neuronach. 

Jak wcześniej wspomniano, S-adenozylometionina (SAM) jest głównym związkiem 

kontrolującym metabolizm homocysteiny (Selhub i wsp. 1992). SAM jest allosterycznym 

inhibitorem reduktazy metylenotetrahydrofolianowej i aktywatorem syntazy ß-
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cystationinowej (Finkelstein i wsp. 1984). W zależności od stężenia SAM homocysteina 

ulega albo transsulfuracji lub też remetylacji do metioniny. Gdy komórkowy poziom SAM 

jest niski, następuje synteza 5-metylotetrahydrofolianu, a zahamowana jest synteza 

cystationiny. W przypadku wysokiego stężenia SAM zostaje uruchomiona droga 

transsulfuracji homocysteiny (Selhub 1999). Ponadto SAM jest głównym donorem grup 

metylowych. Komórkowa metylacja jest ważnym etapem w syntezie fosfolipidów, 

kwasów nukleinowych, amin biogennych i innych neurotransmiterów, bierze udział w 

regulacji ekspresji genów i funkcji białek. Metylacje zachodzą dzięki aktywności 

właściwych metylotransferaz. Jednak w obecności adenozyny homocysteina jest 

efektywnie przekształcana do S-adenozylohomocysteiny (SAH), potencjalnego inhibitora 

reakcji transmetylacji (Hultberg i wsp. 2000). Większość metylotransferaz wiąże SAH z 

większym powinowactwem niż SAM i w konsekwencji są one blokowane przez SAH 

(Hoffman i wsp. 1979). Stąd za jeden z podstawowych biochemicznych mechanizmów 

toksyczności homocysteiny jest uważana hipometylacja zachodząca na skutek 

nagromadzenia SAH (Hultberg i wsp. 2000). 

Homocysteina może indukować uszkodzenia DNA w neuronach. Za jeden z 

potencjalnych mechanizmów, dzięki któremu homocysteina może uszkadzać DNA jest 

uważane obniżenie komórkowego poziomu SAM (Cantoni 1985), który pośredniczy w 

reakcjach metylacji DNA (Wu i wsp. 1987). Uszkodzenie DNA może prowadzić do 

apoptozy w neuronach. Uszkodzenie struktury łańcucha DNA indukuje procesy naprawcze 

z udziałem polimerazy poli-ADP-rybozy (PARP). ADP-rybozylacja jest bardzo 

energochłonna i w efekcie powoduje wyczerpywanie się zapasów NAD+ i ATP co 

doprowadza do deenergizacji i uszkodzenia mitochondriów (Bolanos i wsp. 1995), 

aktywacji kaspazy 3 (Kruman i wsp. 2000), a w konsekwencji apoptotycznej śmierci 

komórek (Zhang i wsp. 1994; Strosznajder 2001, Strosznajder i wsp. 2003). Spadek 

komórkowego stężenia ATP obserwuje się w chorobach neurodegeneracyjnych jak: 

choroba Alzheimera (Davey i wsp. 1998), Parkinsona (Mattson i wsp. 1999), Huntingtona 

(Grunewald i wsp. 1999). 

1.8. Mechanizmy ekscytotoksyczności w działaniu homocysteiny 

Ekscytotoksyczność to według tradycyjnych poglądów (Olney i wsp. 1971), 

długotrwałe lub nadmierne pobudzenie receptorów dla glutaminianu, zwłaszcza 

receptorów NMDA, które w warunkach zubożenia komórek w związki 

wysokoenergetyczne może doprowadzić do wzrostu wewnątrzkomórkowego stężenia 
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wapnia i nekrotycznego uszkodzenia neuronów. Pobudzające aminokwasy poprzez 

ekscytotoksyczność odgrywają kluczową rolę w mechanizmach zwyrodnienia neuronów w 

wielu schorzeniach (Meldrum i wsp. 1990). Istnieją przesłanki świadczące o udziale 

mechanizmów ekscytotoksyczności w neurotoksycznym działaniu aminokwasów 

zawierających siarkę, w tym homocysteiny. Objawy kliniczne ciężkiej 

hiperhomocysteinemii mogą obejmować ataki padaczkowe i demencję (Watkins i wsp. 

1989; Van den Berg i wsp. 1995). Wiadomo również, że aminokwasy zawierające siarkę, 

w tym homocysteina i tiolakton homocysteiny, cysteina, kwas homocysteinowy, kwas 

homocysteinosulfinowy mogą wywoływać drgawki epileptyczne, działając jako 

pobudzający agoniści na receptory dla glutaminianu, zwłaszcza receptory NMDA 

(Folbergrova i wsp. 1993, 1997b; Lipton i wsp. 1997; Wuerthele i wsp. 1982). Kwas 

homocysteinowy oraz kwas homocysteino-sulfinowy znajdujący się w skrawkach mózgu 
• • • • 9+ # jest uwalniany z zakończeń nerwowych w procesie zależnym od stężenia Ca (Do i wsp. 

1997). Przypisywano więc im rolę w neurotransmisji pobudzającej, chociaż ich znaczenie 

fizjologiczne nie jest jasne. Kwas homocysteinowy jest głównie zlokalizowany w 

komórkach glejowych i zwany jest gliotransmiterem, wydzielanym pod wpływem 

noradrenaliny (Do i wsp. 1997). 

1.8.1. Działanie homocysteiny jako liganda jonotropowych receptorów dla glutaminianu. 

Homocysteinę znaleziono u wielu gatunków zwierząt we wszystkich okolicach 

mózgowia; szczególnie obficie występuje ona w móżdżku (Broch i wsp. 1984). Parsons i 

wsp. (1998) wykazali, że homocysteina we względnie niskich stężeniach rzędu 5-15 \.iM 

wywiera selektywne działanie toksyczne na komórki medulloblastoma. Ta specyficzność 

może się zmieniać w zależności od liczby i rodzaju podjednostek receptorów NMDA 

ekspresjonowanych w komórce. Wcześniej Lipton i wsp. (1997) wykazali, że istotnie 

homocysteina jest słabym agonistą miejsca wiążącego agonistę (glutaminan), ale też i 

częściowym agonistą miejsca glicynowego w receptorze NMDA, blokującym go. W 

efekcie w normalnych warunkach przy fizjologicznym stężeniu glicyny, homocysteina jest 

bardzo słabym aktywatorem kanału NMDA i nie jest toksyczna aż do stężeń 

milimolarnych. Jednak, jak spekulowali Lipton i wsp. (1997), w warunkach 

patologicznych jak udar czy uraz mózgu, gdy wzrasta stężenie glicyny, homocysteina w 

stężeniach 10-100 j^M staje się neurotoksyną, ponieważ jej działanie ekscytotoksyczne 

(agonistyczne) przeważa nad neuroprotekcyjnym (antagonistycznym) działaniem 

blokującym aktywację kanału. Glicyna jest niezbędna do wyparcia homocysteiny z jej 
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miejsca wiążącego, które z kolei jest wymagane do aktywacji kanału NMDA. W tych 

warunkach uszkodzenia komórek mogą być wywoływane przez masywny napływ jonów 

wapnia i generację wolnych rodników. 

Uważa się, że inne typy jonotropowych receptorów glutaminianergicznych: receptory 

AMPA i kainianowe nie odgrywają roli w neurotoksyczności homocysteiny. Choć istnieją 

hipotezy zakładające udział receptorów kainianowych w wyładowaniach padaczkowych, 

ale w doświadczeniach, w których u młodych szczurów wywoływano drgawki 

epileptyczne przy użyciu homocysteiny wstrzykiwanej domózgowo, podanie NBQX, 

nieselektywnego, kompetycyjnego antagonisty receptorów AMPA i kainianowych, nie 

dawało oczekiwanych efektów (Folbergrova 1994). Podobnie NBQX nie zmniejszał 

śmiertelności komórek zwojowych siatkówki po inkubacji z milimolarnymi stężeniami 

homocysteiny (Martin i wsp. 2004), ani też NCQX, inny nieselektywny, kompetycyjny 

antagonista receptorów AMPA i kainianowych, nie miał wpływu na wzrost 

wewnątrzkomórkowego stężenia wapnia po inkubacji neuronów korowych w obecności 

homocysteiny (Lipton i wsp. 1997). 

1.8.2. Rola receptorów metabotropowych mGluRs w indukcji ekscytotoksyczności przez 

aminokwasy zawierające siarkę. 

W ciągu ostatnich lat narasta przekonanie, że ważnym elementem mechanizmów 

ekscytotoksycznego uszkodzenia neuronów może być nadmierne pobudzenie receptorów 

metabotropowych (mGluRs) należących do grupy I (Price i wsp. 1992). Jak dotąd poznano 

i sklonowano 8 typów receptorów metabotropowych (Palucha i wsp. 2000). Podzielono je 

na trzy grupy zgodnie z homologią sekwencji aminokwasowej, profilem 

farmakologicznym i typem szlaku przekazywania sygnału wewnątrzkomórkowego (Conn i 

wsp. 1997). Stymulacja receptorów grupy II i III prowadzi do zahamowania cyklazy 

adenylowej i spadku poziomu cyklicznego AMP w komórce. Natomiast receptory grupy I 

powiązane są ze szlakiem aktywacji fosfolipazy C (Schoepp i wsp. 1999). Aktywacja 

należących do grupy I receptorów mGluRl i/lub mGluR5 prowadzi do przekazania 

sygnału przez białko Gq na białka efektorowe czyli fosfolipazę C (PLC). Enzym ten 

katalizuje reakcję hydrolizy fosfatydylo-inozytolo(4,5)bisfosforanu, prowadzącej do 

powstania 1,4,5-trisfosfoinozytolu (IP3) i diacyloglicerolu (DAG). DAG pozostaje w 

plazmolemmie gdzie odpowiada za aktywację kinazy białkowej C (PKC). Natomiast 

uwolniony do cytozolu IP3 indukuje mobilizację jonów wapnia z zasobów 

zlokalizowanych w siateczce endoplazmatycznej (ER). To potęguje wzrost 

21 
http://rcin.org.pl



wewnątrzkomórkowego stężenia wapnia i wzmocnienie sygnału wapniowego, a w 

warunkach patologicznych może przyczyniać się do nekrozy. Wiadomo, że antagoniści 

receptorów metabotropowych należących do grupy I, jak również agoniści grupy II i III 

mGluRs wykazują neuroprotekcję w kilku modelach ischemicznego uszkodzenia mózgu 

(Bond i wsp. 1998, 2000), chociaż w niektórych eksperymentach obserwowano przejawy 

neuroprotekcji indukowanej przez agonistów mGluRs grupy I (Montoliu i wsp. 1997; Cai i 

wsp. 1999; Cambonie i wsp. 2000). 

Grupę aminokwasów zawierających siarkę, do której należą kwas L-cysteinowy, kwas 

L-homocysteinowy, kwas L-cysteino-sulfinowy i L-homocysteino-sulfinowy opisano jako 

endogene ekscytotoksyny. Mogą one aktywować glutaminianergiczne receptory 

jonotropowe (iGluRs) i/lub receptory metabotropowe (mGluRs), i w dostatecznie 

wysokich stężeniach mogą przyczyniać się do uszkodzenia neuronów (Pullan i wsp. 1987; 

Griffiths i wsp. 1990; Porter i wsp. 1993; Frandsen i wsp. 1993; Gorman i wsp. 1994, Shi i 

wsp. 2003; Folbergrowa i wsp. 2001, 2003, 2005). Jak dotąd nie wykazano udziału 

receptorów metabotropowych grupy I (mGluRs GI) w ekscytotoksycznosci homocysteiny. 

1.8.3. Możliwość pośredniego ekscytotoksycznego działania aminokwasów zawierających 

siarkę poprzez hamowanie transporterów glutaminianu. 

Transport aminokwasów przez błony komórkowe ssaków odbywa się dzięki istnieniu 

specyficznych systemów transportowych: L, A i ASC. Homocysteina może wnikać do 

komórek różnymi drogami w zależności od typu komórek. Do ludzkich komórek 

endotelialnych pochodzących z żyły pępowinowej zewnątrzkomórkowa homocysteina jest 

transportowana za pośrednictwem sodowo-niezależnego systemu L i sodowo-zależnego 

systemu ASC, a jej napływ jest hamowany przez cysteinę i cystynę (Ewadh i wsp. 1990). 

Natomiast w przypadku komórek HeLa preferowany jest system A i transportery dla 

glutaminianu (Hultberg 2003). Neurony i astrocyty posiadają systemy transportowe dla 

siarkowych aminokwasów wykazujące wysokie powinowactwo dla kwasu cysteinowego 

lub kwasu cysteinosulfinowego ale znacznie mniejsze dla kwasu homocysteinowego i 

kwasu homocysteinosulfinowego (Grieve i wsp. 1991). Ponadto pobieranie przez komórki 

siarkowych aminokwasów może odbywać się dzięki sodowo-zależnemu mechanizmowi, 

za pomocą którego jest również transportowany L-glutaminian i L-asparaginian (Griffiths i 

wsp. 1989; Arriza i wsp. 1994). Zatem niektóre z obserwowanych efektów działania 

aminokwasów siarkowych mogą wynikać z kompetycji z glutaminianem i hamowania jego 

22 
http://rcin.org.pl



transportu, co może prowadzić do wzrostu stężenia glutaminianu w przestrzeni 

zewnątrzkomórkowej (Kingston i wsp. 1998). 

1.8.4. Wapń, homeostaza, rola fizjologiczna i patologiczna 

Powszechnie akceptowana hipoteza zakłada, że podstawowym elementem mechanizmu 

uszkodzenia neuronów w ekscytotoksyczności jest przeładowanie neuronów wapniem, 

pochodzącym z przestrzeni zewnątrzkomórkowej, zachodzące głównie za pośrednictwem 

receptorów NMDA. W warunkach fizjologicznych jony wapnia są wtórnymi 

przekaźnikami regulującymi wiele szlaków metabolicznych poprzez wiązanie się z 

enzymami lub specyficznymi białkami regulatorowymi, oddziały wuj ąc na procesy 

fosforylacji i defosforylacji białek efektorowych (Abdel-Latif 1986). W ni^ pobudzonej 

komórce nerwowej stężenie jonów wapnia w cytosolu wynosi 10"7 M, natomiast na 

zewnątrz komórki 10" M (Wieloch i wsp. 1982). W czasie pobudzenia komórki, jony 

wapnia napływają przez przepuszczalne dla nich kanały jonowe: kontrolowane przez 

napięcie błonowe tzw. kanały napięciowo-zależne, oraz/albo regulowane przez 

neurotransmitery kanały receptorów jonotropowych. Kluczową rolę odgrywają tu 

receptory NMDA należące do jonotropowych receptorów glutaminianergicznych (Kristian 

i wsp. 1996). Nadmiar jonów wapnia jest usuwany z cytosolu do wewnątrzkomórkowych 

magazynów wapniowych, zwłaszcza do kanałów siateczki endoplazmatycznej przy udziale 

specyficznej ATP-azy wapniowej SERCA (ang. sarcoplasmatic - endoplasmatic reticulum 

calcium ATPase) (Kostyuk i wsp. 1995). Jony wapnia uwalniane są z tych zasobów m. in. 

za pośrednictwem wewnątrzkomórkowych receptorów wrażliwych na 1,4,5-trisfosforan 

inozytolu (IP3) (Rosa i wsp. 1996). Receptory IP3 stanowią element szlaku transdukcji 

sygnałów wewnątrz komórki, wiodącego od różnego typu receptorów metabotropowych 

sprzężonych poprzez białka G z fosfolipazą C do mobilizacji wapnia 

wewnątrzkomórkowego. W warunkach fizjologicznych nadmiar jonów wapniowych we 

wnętrzu komórki może być buforowany przez białka wiążące wapń obecne w neuronach 

np. kalbindynę D28, kalretyninę i kalmodulinę. Nadmiar jonów wapnia usuwany jest z 

komórki aktywnie, przy udziale błonowej ATPazy wapniowej lub przez system antyportu z 

jonami sodu (Blaustein 1974). Jony Ca mogą też być pobierane przez mitochondria. Jest 

to następna, poza syntezą ATP w procesie oksydacyjnej fosforylacji, funkcja tych 

organelli. Jednak ocenia się, że tylko 1-5% wapnia zmagazynowanego w mitochondriach 

jest uwalniana do cytosolu (Kristian i wsp. 1996). W warunkach fizjologicznych wapń do 
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mitochondriów dostaje się w zależnym od energii procesie ułatwionej elektroforetycznej 

dyfuzji zgodnie z gradientem elektrochemicznym i wiąże z jonami fosforanowymi oraz 

grupami polarnymi na wewnętrznej ich powierzchni (Mayer 1987). 

Jony wapnia kontrolują szereg podstawowych szlaków metabolicznych w komórce 

nerwowej. Należą do nich enzymy kataboliczne rozkładające lipidy i białka. Wapń 

wzmaga aktywność fosfolipazy C, która hydrolizuje fosfatydyloinozytol uwalniając 

diacyloglicerol (DAG) oraz IP3 jak również fosfolipazę A2, która z kolei hydrolizuje 

fosfolipidy uwalniając z nich kwasy tłuszczowe, a głównie kwas arachidonowy. Ten 

ostatni jest prekursorem wielu substancji sygnałowych m.in. tromboksanów i leukotrienów 

(Kennedy 1989). Grupą enzymów proteolitycznych zależnych od jonów wapnia są 

kalpainy. Powodują one ograniczoną proteolizę specyficznych białek substratowych. 

Ważną funkcją wapnia w wewnątrzkomórkowym przekazie informacji jest regulacja 

posttranslacyjnej modyfikacji białek, a w szczególności fosforylacja białek. Istotne 

znaczenie w tym procesie odgrywają kinazy białkowe. Poza kinazą białkową C (PKC), 

która jest aktywowana przez jony wapnia i DAG, zidentyfikowano szereg kinaz 

białkowych zależnych od wapnia i kalmoduliny tzw. CaM kinaz. Za podstawowy enzym 

odpowiedzialny za regulację plastyczności synaptycznej uważana jest CaM kinaza II, 

zlokalizowana głównie w części postsynaptycznej neuronów. Wapń pośrednio też reguluje 

aktywność PKA, kinazy białkowej zależnej od cyklicznego AMP, która odgrywa ważną 

rolę w plastyczności synaptycznej, poprzez aktywację cyklazy adenylowej wrażliwej na 

wapń i kalmodulinę. Z kolei za defosforylację białek odpowiada m. in. kalcyneuryna, 

fosfataza białkowa aktywowana przez wapń i kalmodulinę (Ghosh i wsp. 1995). Między 

innymi poprzez wpływ na stan białek i lipidów błonowych, jony wapnia mogą 

modyfikować funkcje wewnątrzkomórkowych organelli oraz funkcjonowanie 

cytoszkieletu wiążąc się bezpośrednio z niektórymi białkami, lub wpływając na poziom ich 

fosforylacji i polimeryzacji (Mattson i wsp. 1995). Zmiany w organizacji cytoszkieletu 

przyczyniają się do zmian aktywności białek błonowych: kanałów jonowych i receptorów. 

Wzrost stężenia jonów wapnia w cytosolu może również aktywować inne ważne szlaki 

sygnalne m. in. czynniki transkrypcyjne jak białko CREB odpowiedzialne za ekspresję 

różnych genów. Generalnie, wapń pośredniczy w aktywacji zarówno genów wczesnej 

odpowiedzi, z których wiele pełni funkcję czynników transkrypcyjnych jak i genów 

efektorowych regulowanych za pośrednictwem czynników transkrypcyjnych (Ghosh i wsp. 

1995). 
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Poprzednio Lipton i wsp. (1997), Kruman i wsp. (2000), Ho i wsp. (2002) wykazali, że 

w neuronach traktowanych mikromolarnymi stężeniami homocysteiny dochodzi do 

wzrostu wewnątrzkomórkowego stężenia wapnia. Autorzy ci wiązali ten efekt z aktywacją 

przez homocysteinę receptorów NMDA i konsekwentnie, z napływem wapnia z 

przestrzeni zewnątrzkomórkowej. Brak jednak danych, czy w tym zjawisku uczestniczy 

także wapń pochodzący z magazynów ER. 

1.8.5. Uprzepuszczalnienie mitochondriów jako ważny element mechanizmów 

ekscytotoksyczności. 

Uważa się obecnie, że dysfunkcja mitochondriów nieodłącznie towarzyszy 

mechanizmom ekscytotoksycznego uszkodzenia neuronów. W sytuacji, gdy dochodzi do 

ostrej nadmiernej aktywacji receptorów NMDA i masowego napływu wapnia do 

neuronów, mitochondria przyjmują nadmiar wapnia na siebie, ulegając przy tym 

uszkodzeniu i inhibicji zdolności do oksydacyjnej fosforylacji, co prowadzi do nekrozy. 

Natomiast w warunkach przewlekłej ekscytotoksyczności, gdy zdolność neuronów do 

produkcji ATP jest zachowana, może dojść do indukcji apoptozy, w czym pośredniczy m. 

in. związana z przeładowaniem mitochondriów wapniem dysfunkcja tych organelli, 

uwalnianie z nich cytochromu c i aktywacja kaspaz (Salinska i wsp. 2003, Lazarewicz i 

wsp. 2005). Jak opisano powyżej, mitochondria mają zdolność pobierania jonów wapnia i 

magazynowania ich w przypadku patologicznie wysokiego wzrostu stężenia wapnia w 

cytosolu, co ma miejsce podczas uszkodzenia neuronów, np. w wyniku 

ekscytotoksyczności i stresu oksydacyjnego. Według znajdujących szeroką akceptację 

poglądów (Gunter i wsp. 1990), mitochondria uczestniczą także w mechanizmach 

indukowanej przez wapń śmierci komórek. W warunkach spoczynkowych stężenie wapnia 

w cytosolu utrzymuje się w zakresie stężeń 70-200 nM, a w komórkach stymulowanych 

wzrasta do 500-1000 nM, a nawet osiąga wyższe stężenia mikromolarne. Poziom wapnia 

w macierzy mitochondriów w nienaruszonych i niestymulowanych komórkach jest 

nieznacznie wyższy niż w cytosolu. Wzrost stężenia wapnia w cytosolu do poziomu 0,2-2 

|iM prowadzi z jednej strony do wydzielania jonów wapnia z magazynów wapniowych w 

ER przez kanały rianodynowe i wrażliwe na IP3, z drugiej jednak strony powoduje wzrost 

pobierania wapnia przez mitochondria. Nagromadzenie przez mitochondria więcej niż 30-
2+ 50 nmoli Ca na mg białka powoduje dysfunkcję tych organelli. Potencjał błonowy 

zostaje zniesiony i mitochondria uwalniają nagromadzony wapń, a także jony potasu, 

magnezu lub inne składniki macierzy np. glutation, natomiast do wnętrza mitochondriów 
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dostaje się woda powodując pęcznienie mitochondriów. Jest to efekt tzw. 

uprzepuszczalnienia błon mitochondrialnych (MPT, ang. mitochondrial permeability 

transition). Przepływ substancji zachodzi przez ułatwioną dyfuzję na zasadzie gradientu 

stężeń przez nieselektywne pory tzw. megakanały, kompleksy białek, na które składają się 

translokaza nukleotydów adeninowych, poryna zewnętrznej błony mitochondrialnej i inne 

białka normalnie pełniące inne funkcje. Megakanały są przepuszczalne dla związków o 

wielkości do 1,5 kDa. Do indukcji MPT przyczynia się nie tylko przeładowanie 

mitochondriów wapniem, ale też ich deenergizacja lub oksydacja grup sulfhydrylowych 

(SH). Wywołana przez utlenienie aktywacja megakanałów może być odwracalna gdy 

przywróci się równowagę red-oks. Stąd aktywność zredukowanych disulfidów w 

mitochondriach jest szczególnie ważna dla obrony przeciwko uszkodzeniom powstałym 

pod wpływem oksydacji. MPT może być hamowana przez wiele środków, które 

ograniczają pobór wapnia albo dostęp czynników indukujących megakanały do miejsc 

aktywnych. Należą tu lokalne anestetyki, N-acetyloamina, butylhydroksytoluen, środki 

redukujące grupy SH, antagoniści kalmoduliny, karnityna, ADP, Mn2+, Mg2+, H+. Obecnie 

do badań nad istotą MPT używany jest immunosupresyjny cykliczny peptyd -

cyklosporyna A (CsA). Ten związek jest w jednakowym stopniu efektywny w przypadku 

stosowania różnych środków indukujących MPT. CsA częściowo znosi pęcznienie 

mitochondriów komórek nerwowych (Kristal i wsp. 1997), uwalnianie z nich wapnia (Kass 

i wsp. 1992; Uchino i wsp. 1995) i glutationu (Savage i wsp. 1994). CsA hamuje indukcję 

megakanałów na zasadzie współzawodnictwa z jonami wapnia o miejsce wiązania z 

cyklofiliną D (Szabo i wsp. 1992). Pod wpływem wapnia, czynników utleniających lub 

sieciujących grupy SH cyklofiliną wiąże się do translokazy nukleotydów adeninowych w 

wewnętrznej błonie mitochondrialnej (Connern i wsp. 1994). To wiązanie pobudza 

otwieranie megakanałów poprzez podwyższenie ich wrażliwości na wapń. Odłączenie 

cyklofiliny od błony mitochondrialnej zamyka megakanały. Cyklofiliną oddysocjowuje od 

błony w wyniku interakcji z CsA (Nicolli i wsp. 1996), co zapobiega aktywacji 

megakanałów. 

Jak opisano powyżej, homocysteina indukuje wzrost wewnątrzkomórkowego stężenia 

wapnia w neuronach, jest też uważana za czynnik wywołujący stres oksydacyjny w 

komórkach. Są to zjawiska sprzyjające aktywacji megakanałów. Nie jest jednak jasne, czy 

w neurotoksyczności homocysteiny uczestniczy MPT, a także jaki jest mechanizm indukcji 

tego zjawiska. Dzięki obserwacjom Kruman i wsp. (2000) wiadomo jedynie, że dochodzi 

do spadku potencjału błonowego w mitochondriach neuronów korowych poddanych 

26 
http://rcin.org.pl



działaniu 250 \xM homocysteiny. Zauważalny spadek pojawiał się jednak dopiero po 12 

godzinach inkubacji, następnie pogłębiał się przez kolejne trzy godziny. 

1.8.6. Dysfunkcja mitochondriów a indukcja apoptozy: mitochondrialne białka pro- i 

antyapoptotyczne. 

Konsekwencją otwarcia megakanałów, oprócz deenergizacji mitochondriów i 

zahamowania syntezy ATP, a także wypływu jonów wapnia, uwalniania zapasów 

zredukowanego glutationu i NAD(P)H2, oraz pęcznienia mitochondriów, jest wypływ z 

mitochondriów, z przestrzeni międzybłonowej, białek proapoptotycznych, które w 

normalnych warunkach nie miałyby możliwości znalezienia się na terenie cytoplazmy 

(Scarlett i wsp. 1997). Jednym z takich białek indukujących apoptozę jest AIF (ang. 

apoptosis inducing factor). AIF jest proteazą, której aktywność jest hamowana przez 

inhibitory proteaz cysternowych - kaspaz (Green i wsp. 1998). AIF wywołuje 

fragmentację izolowanych jąder komórkowych w czasie krótszym niż 15 min. (Kroemer 

1997). Drugim białkiem uwalnianym z mitochondriów wraz z AIF jest cytochrom c -

białko będące jednym ze składników łańcucha oddechowego. Cytochrom c może uwalniać 

się z mitochondriów za pośrednictwem specjalnego kanału utworzonego przez 

proapoptotyczne białko Bax należące do rodziny Bcl-2, a zlokalizowane w zewnętrznej 

błonie mitochondrialnej (Vander Heiden i wsp. 1997). W warunkach normalnych białko 

Bax jest ufosforylowane i związane z antyapoptotycznym białkiem Bcl-2 lub BC1X-L. 

Podwyższona ekspresja tych dwóch ostatnich białek chroni komórkę przed apoptozą 

(Martinou i wsp. 1994; Adams i wsp. 1998). Natomiast w warunkach patologicznych 

wzrasta udział zdefosforylowanego białka Bax, które agreguje i tworzy kanał, poprzez 

który wydostają się AIF i cytochrom c. W tym wypadku nie dochodzi do spadku 

potencjału na wewnętrznej błonie mitochondrialnej (Yang i wsp. 1997). 

1.8.7. Aktywacja kaspaz 

Jak dotąd (Nakagawa i wsp. 2000a) poznano 14 kaspaz czyli białek należących do 

rodziny proteaz cysternowych. W komórkach występują one w formie nieaktywnych 

proenzymów, które ulegają aktywacji proteolitycznej przez inne proteazy z tej samej 

rodziny albo na drodze autokatalizy. Aktywne kaspazy uczestniczą w degradacji szeregu 

białek. Szczególne znaczenie jest przypisywane degradacji polimerazy poli-ADP-rybozy 

(PARP), która jest enzymem naprawczym DNA (Lazebnik i wsp. 1994), a jej degradacja 

może blokować naprawy uszkodzeń DNA. Proteoliza kinaz białkowych PAK (ang. p21Ras 
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activated kinase), które regulują aktywność kinaz z rodziny MAP oraz są ważnymi 

regulatorami eytoszkieletu, jak również FAK (ang. foeal adhesion kinase), które 

uczestniczą w regulacji białek znajdujących się w płytkach adhezji komórkowej i pełnią 

rolę w przekazywaniu sygnałów inicjowanych przez integryny i neuropeptydy (Rozengurt 

1995), prowadzi do powstania ich stale aktywnych form i zaburzonej fosforylacji białek 

komórkowych. Skutkiem tego jest fałdowanie się błon komórkowych, cofanie wypustek i 

rozpad połączeń międzykomórkowych, które należą do pierwszych objawów apoptozy 

(Levkau i wsp. 1998). Degradacja aktyny i lamin jądrowych przez kaspazy albo 

bezpośrednie działanie kaspaz, może aktywować endonukleazy, które uczestniczą we 

fragmentacji jądrowego DNA na odcinki wielkości nukleosomu i jego wielokrotności 

(Rudel i wsp. 1997). 

W komórkach uwolniony cytochrom c może wiązać się z białkiem Apaf-1, zmieniając 

jego konformację. Następnie w procesie zależnym od dATP powstaje kompleks białka 

Apaf-1 z kaspazą 9. Powstanie apoptosomu, kompleksu cytochrom c/białko Apaf-

1/kaspaza 9 pozwala na indukcję proteolitycznych właściwości kaspazy 9, która aktywuje 

kaspazę 3 i prowadzi do apoptozy (Li i wsp. 1997). W neuronach poza kaspazami 9 i 3, 

których aktywacja zależy od uwalnianego cytochromu c, aktywowana jest także kaspaza 

12, zależna od stresu retikulum endoplazmatycznego. ER jest składnikiem komórkowym, 

które odgrywa ważną rolę w utrzymaniu homeostazy wapniowej, i w którym nowo 

syntetyzowane błonowe i wydzielnicze białka są w prawidłowy sposób fałdowane 

(Kuznetsov i wsp. 1992; Paschen i wsp. 1999). Te reakcje są ściśle uzależnione od stężenia 

wapnia w cysternach ER. Wszelkie nieprawidłowości w tych reakcjach powstałe w wyniku 

zachwiania homeostazy wapniowej mogą powodować wzrost ekspresji genów kodujących 

białka stresu zlokalizowane w ER (Paschen i wsp. 1998). Innymi objawami stresu ER są 

zablokowanie startu syntezy białek (Doutheil i wsp. 1997) oraz aktywacja wapniowo-

zależnej proteazy m-kalpainy i prokaspazy 12 zlokalizowanej w ER (Nakagava i wsp. 

2000a). Do aktywacji kaspazy 12 w neuronach dochodzi w różnych okolicznościach 

patogennych. Na przykład Nakagava i wsp. (2000b) pokazali wzrost aktywnej kaspazy 12 

w hodowlach neuronów korowych traktowanych amyloidem ß. Aktywna kaspaza 12 

rozpada się na dwie podjednostki, które indukują kaspazę 3 (Chen i wsp. 1998). Ponadto 

dochodzi też do aktywacji czynnika NF-kappa B (Clemens i wsp. 1997) i amino 

terminalnej kinazy c-Jun (Urano i wsp. 2000). Te wszystkie czynniki powodują w 

rezultacie apoptotyczną śmierć komórki. 
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Są dane świadczące o udziale stresu ER w neurotoksyczności homocysteiny. Althausen 

i wsp. (2000) wykazali 10 krotny wzrost poziomu mRNA genów kodujących białka stresu 

ER (grp78, grp94 i gaddl53) w hodowlach neuronów inkubowanych z homocysteiną w 

stężeniach 10" M. Kruman i wsp. (2000) wykazali, że w hodowanych neuronach 

korowych poddanych działaniu homocysteiny w stężeniach 0,5 - 250 fiM dochodzi do 

aktywacji PARP-u, spadku poziomu NAD+ i aktywacji kaspaz, co prowadzi do 

apoptotycznej śmierci komórek. Ci ostatni autorzy wiążą te efekty z wywołanymi przez 

homocysteinę zaburzeniami metylacji i uszkodzeniem DNA w neuronach. Brak natomiast 

danych na temat roli mechanizmów ekscytotoksyczności, w których pośredniczy wapń i 

dysfunkcji mitochondriów w indukowanej przez homocysteinę aktywacji kaspaz i 

apoptozie. 
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II. CEL PRACY 

W ciągu ostatnich 50 lat, to jest odkąd homocysteina zaczęła przyciągać uwagę 

badaczy, napisano prawie 10 000 publikacji na temat tego aminokwasu, jego szkodliwości 

oraz wpływu na powstawanie lub potęgowanie wielu chorób. Jednak do dziś nie został 

ostatecznie poznany mechanizm cytotoksyczności homocysteiny. W szczególności nie 

wiadomo, jaki jest mechanizm działania homocysteiny uszkadzającego neurony. Rola w 

tym procesie ekscytotoksyczności, w której mogą pośredniczyć receptory NMDA, nie 

została powszechnie uznana. W tej pracy testowana jest hipoteza robocza zakładająca, że 

ekscytotoksyczność z udziałem nie tylko receptorów NMDA ale i receptorów 

metabotropowych dla glutaminianu grupy I jest istotnie pierwotnym mechanizmem 

uszkodzenia neuronów przez homocysteinę. Ponadto w pracy podjęto próbę bardziej 

szczegółowego określenia patogenezy ekscytotoksyczności wywołanej przez homocysteinę 

i identyfikacji wewnątrzkomórkowych mechanizmów tego zjawiska. 

Stąd celem pracy było: 

1. Potwierdzenie poglądu, że ekscytotoksyczność jest kluczowym mechanizmem 

neurotoksyczności homocysteiny. 

2. Ustalenie, czy w neurotoksyczności homocysteiny biorą udział, obok receptorów 

NMDA także receptory metabotropowe dla glutaminianu grupy I. 

3. Poznanie mechanizmów transdukcji sygnału komórkowego w receptorach dla 

glutaminianu indukowanych przez homocysteinę, a w szczególności zbadanie 

wpływu homocysteiny na hydrolizę fosfoinozytydów, oraz na pobieranie i 
94-mobilizacj ę j onów Ca . 

4. Sprawdzenie, jaką rolę w neurotoksyczności homocysteiny odgrywa stres 

oksydacyjny. 

5. Ocena roli dysfunkcji mitochondriów, aktywacji kaspazy 3 i indukcji apoptozy w 

mechanizmie neurotoksyczności homocysteiny. 

Badania przeprowadzono częściowo in vivo na dorosłych królikach z wykorzystaniem 

techniki mikrodializy hipokampa, a przede wszystkim in vitro na pierwotnych hodowlach 

neuronów ziarnistych móżdżku szczura. 
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III. MATERIAŁ I METODY 

3.1.Eksperymenty in vivo i badania ex vivo. 

3.1.1. Metoda dializy-perfuzji hipokampa królika. 

W doświadczeniach stosowano model dializy-perfuzji hipokampa królika, który został 

opracowany i udoskonalony przez Hambergera i współpracowników (Hamberger i wsp. 

1982, 1985, Lehmann i wsp. 1983, Lazarewicz i wsp. 1986) na podstawie metody 

Ungerstedta. Operację implantacji poziomej transhipokampalnej sondy dializacyjnej 

wykonywano na dorosłych królikach albinotycznych obu płci o masie 2,5-3,5 kg, 

poddanych narkozie pentobarbitalowej (Vetbutal 30 mg/kg masy ciała i.V.). Po obu 

stronach czaszki, w wyznaczonych stereotaktycznie punktach ( 4 mm do tyłu i 18 mm w 

bok od bregmy) nawiercano otwory trepanacyjne o średnicy 3,5 mm, w które wkręcano 

śruby ze stali nierdzewnej z centrycznie umieszczonymi kanałami tak, aby kanały 

usytuowane były współosiowo. Sondę dializacyjną umieszczano w grzbietowej części 

hipokampa przy pomocy stalowego drutu - prowadnicy przeprowadzonej przez otwory w 

śrubach, którą po osadzeniu sondy usuwano. Sonda składała się z 10 mm rurki 

dializacyjnej o średnicy zewnętrznej 0,16 mm (Cuprophan, Gambro) przepuszczalnej dla 

związków o ciężarze cząsteczkowym 10-15 kDa. Była ona umocowana między 

fragmentami rurki polietylenowej o średnicy zewnętrznej 0,3 mm. Do perfuzji, 

przeprowadzanej 24 godziny po implantacji używano buforu Krebsa składzie: 122 mM 

NaCl, 3 mM KCl, 1,2 mM MgS04, 0,4 mM KH2P04, 25 mM NaHC03, 1,2 mM CaCl2, 4 

mM HEPES, pH 7,4, podawanego za pomocą pompy infuzyjnej w ilości 2,5 |ul/min. 

3.1.2. Stosowanie substancji farmakologicznie czynnych w doświadczeniach 

mikrodial izacyjnych. 

Substancje farmakologicznie czynne rozpuszczone w buforze Krebsa, podawano 

miejscowo przez sondę dializacyjną przez 20 min. po 30-60 min. trwania eksperymentu. 

Były to: 1 lub 5 mM NMDA, 5 lub 10 mM D,L-homocysteina, 10 \xM MK-801, 1 mM 

glicyna, 1 mM LY367385, 2 mM tADA 

3.1.3. Ocena zmian zewnątrzkomórkowego stężenia wapnia. 

Ocena względnych zmian zewnątrzkomórkowego stężenia jonów wapnia w 

hipokampie królika in vivo przeprowadzono metodą Łazarewicza i współpracowników 
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(1986) przy użyciu izotopu wapnia 45Ca. Radioaktywny wapń (4r,CaCl2 1,3 mM w buforze 

Krebsa) podawano miejscowo przez sondę dializacyjną w ciągu 1 godziny w dawce 25 

|iCi, a następnie przez 1,5 godz. odpłukiwano nadmiar izotopu. W czasie odpłukiwania 

kontrolny poziom radioaktywności w perfuzacie zmniejszał się eksponencjalnie. Przez 30-

40 min. w odstępach 5 lub 10 min. zbierano próbki dializatu przed podaniem badanych 

substancji farmakologicznie czynnych, w czasie ich dodawania (20 min.) i po zmianie 

medium na kontrolne (dalsze 70-80 min.). Radioaktywność 45Ca mierzono w liczniku 

scyntylacyjnym (Wallac 1409), używając mieszaniny scyntylacyjnej Bray'a (Bray 1960). 

Wywołane przez bodźce zmiany radioaktywności 45Ca w próbkach wyrażano jako procent 

wartości kontrolnej obliczonej przez interpolację krzywej wypływu wapnia przed i po 

zastosowaniu bodźca. 

3.1.4. Oznaczanie poziomu glutaminianu w dializacie metodą wysoko sprawnej 

chromatografii cieczowej (HPLC) 

Analizowano próbki dializatu zbierane w odstępach 10-15 min. Do rozdziału 

aminokwasów stosowano metodę wysokosprawnej chromatografii cieczowej w układzie 

faz odwróconych (Lindroth i wsp. 1979, 1985) Używano kolumny AccQ Tag Cis, 3,9 x 

150 mm, o średnicy złoża 4 (im (Waters, USA). Do elucji zastosowano mieszaninę 

metanolu i buforu fosforanowego (50 mM NaH2P04, pH 5,4) ze wzrastającym w czasie 

stężeniem metanolu. Przed wstrzyknięciem na kolumnę dializat (5 |il) rozcieńczano do 

objętości 20 (il i przeprowadzono we fluoryzujące pochodne przy pomocy 

ortoftaldialdehydu (OPA) w 0,8 mM buforze boranowym pH 12,0 i w obecności 2-

merkaptoetanolu. Do rozdziału aminokwasów zastosowano chromatograf Waters 474 i 

detektor fluorymetryczny (Scaning Fluorescence Detector, Waters, USA) przy 

następujących ustawieniach długości fal światła: X ex = 330 nm, 'k em = 418 nm. 

3.2.Eksperymenty in vitro. 

3.2.1. Hodowla komórek ziarnistych móżdżku szczura. 

Do badań używane były 7-dniowe hodowle komórek ziarnistych móżdżku szczura 

preparowane z 7-dniowych szczurów szczepu Wistar obu płci, o masie 12-18 g, wg 

metody opisanej przez Schousboe i wsp. (1985). Zdezynfekowane alkoholem zwierzęta 

(16 sztuk) dekapitowano, a następnie izolowano z nich móżdżki, które krojono na siekaczu 
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Mcii wain na skrawki o wymiarach 400 x 400 firn. Tak rozdrobnioną tkankę umieszczano 

w buforze HIB (120 mM NaCl, 5 mM KCl, 25 mM HEPES, 9,1 mM glukoza) z dodatkiem 

0,025% trypsyny (SIGMA) i 0,05% DNAzy (ROCHE) i wytrząsano w łaźni wodnej przez 

15 min. Następnie po dodaniu roztworu zawierającego inhibitor trypsyny, zawiesinę 

komórek wirowano, a osad zawieszano w ciepłym medium wzrostowym BME (Basal 

Medium Eagle) z dodatkiem soli Earla (SIGMA) uzupełnionym 10% cielęcą surowicą 

płodową (SIGMA), 25 mM KCl i 0,5 % (v/v) roztworem penicyliny/streptomycyny 

(SIGMA) i rozdrabniano przez triturację za pomocą strzykawki z grubą igłą. Całość 

powtórnie wirowano i rozdrabniano aż do uzyskania zawiesiny pojedynczych komórek. 

Przed wysianiem na płytki komórki zabarwione 2% roztworem błękitu trypanu liczono w 

komorze Bürkera. Gęstość wysiewanych komórek wynosiła 4-5 min (w zależności od 

eksperymentu) na dołek 6-dołkowej płytki lub 2 min na dołek 12 dołkowej płytki. 

Trzydzieści sześć godz. po założeniu hodowli, dodawano do komórek 7,5 \xM Ara C 

(arabinozyd cytozyny) aby zapobiec mnożeniu się komórek glejowych i fibroblastów. 

Hodowlę prowadzono w inkubatorze w standardowych warunkach przy 37° C i 5% 

zawartości CO2 w powietrzu o 95% wilgotności. 

3.2.2. Modele neurotoksyczności i ocena przeżywalności komórek. 

W modelu ostrej ekscytotoksyczności indukowanej jak opisała Ankarcrona i wsp. 

(1995), glutaminian, NMDA i D,L-homocysteinę w stężeniach podanych w podpisach do 

ilustracji, dodawano do buforu LOCKE 25 zawierającego: 134 mM NaCl, 25 mM KCl, 4 

mM NaHC03, 5 mM HEPES, 2,3 mM CaC^, 5 mM D-glukozę i 5 lub 50 fiM glicynę, w 

którym inkubowano komórki po usunięciu medium wzrostowego. Inhibitory (MK-801, 

LY367385, MPEP, CsA, FK 506, kwas askorbinowy) były dodawane 10 min. przed 

podaniem neurotoksyn. Komórki poddawano działaniu ekcytotoksyn przez 30 min. w 

standardowych warunkach, po czym przywracano medium wzrostowe. Po 24 godz. 

komórki utrwalano 80% zimnym metanolem i barwiono jodkiem propidyny (5 |ig/ml). 

W modelu przewlekłej ekscytotoksyczności piątego dnia hodowli dodawano 

bezpośrednio do medium D,L-homocysteinę w różnych stężeniach w zakresie 

mikromolarnym. Po 72 godz. hodowle utrwalano metanolem i barwiono jodkiem 

propidyny (PI). 

Hodowle badano przy użyciu mikroskopu fluorescencyjnego ZEISS AXIOVERT 25 i 

liczono żywe i martwe (w momencie utrwalania) neurony. Wyniki wyrażano jako % 

żywych lub martwych neuronów w stosunku do sumy jednych i drugich. 
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3.2.3. Nagromadzanie 45Ca w neuronach 

Pobieranie wapnia radioaktywnego przez komórki ziarniste móżdżku oznaczano 

siedem dni po założeniu hodowli. Po usunięciu medium wzrostowego neurony (5 

min/dołek 6-cio dołkowej płytki) preinkubowano przez 10 min. w 37° C w medium 

zawierającym: 154 mM NaCl, 5,6 mM KCl, 3,6 mM NaHCOs, 1,3 mM CaC^, 5,6 mM 

glukozę, 10 mM HEPES pH 7,35. Następnie dodawano 5 lub 50 [iM glicynę i inhibitory, a 

po kolejnych 5 min. preinkubacji, 45CaCl2 (l|iCi/dołek) razem z ekscytotoksynami i 

inkubowano komórki przez 10 min. Radioaktywne medium usuwano, a komórki 

trzykrotnie przemywano zimnym medium bez glukozy i CaCh, zawierającym 2 mM 

EGTA. Następnie dodawano zimny 0,5 M NaOH do każdego dołka i pozostawiono w 

lodówce przez 30 min. Lizat komórkowy połączono z mieszaniną scyntylacyjną Bray'a, a 

radioaktywność mierzono za pomocą licznika scyntylacyjnego Wallac 1409. 

3.2.4. Oznaczanie stężenia glutaminianu w medium wzrostowym metodą wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej (HPLC) 

Próbki medium po uprzednim odbiałczeniu przy pomocy 0,6 M HCIO4 i zobojętnieniu 

1 M KOH analizowano w sposób opisany w punkcie 3.1.4. 

3.2.5. Badania ultrastrukturalne 

Komórki w ilości 5 min/dołek hodowano w 6-dołkowych płytkach ze szkiełkami 

nakrywkowymi. Siódmego dnia neurony inkubowano przez 30 min. w medium LOCKE 25 

z 1 mM glutaminianem lub 25 mM D,L-homocysteiną w obecności lub bez 0,5 fiM CsA 

albo 0,5 \xM FK 506. Natychmiast po inkubacji komórki na szkiełkach utrwalano w 

roztworze 0,8% formaldehydu i 2,5% glutaraldehydu w buforze fosforanowym o pH 7,2, a 

następnie w 1% OSO4 przez 1 godz. w 4 C. Następnie komórki odwadniano w etanolu i 

zatapiano w Eponie 812. Ultracienkie skrawki badano w mikroskopie elektronowym JEM 

XB 1500. 

3.2.6. Pomiar hydrolizy znakowanych fosfoinozytydów 

Komórki w ilości 4 min/dołek hodowano w 6-dołkowych płytkach w standardowych 

warunkach, w medium wzrostowym zawierającym 25 mM KCl (rozdz.3.2.1.). W części 

eksperymentów, dla zwiększenia ekspresji mGluRs GI w komórkach, w szóstym dniu 

hodowli komórkom zmieniono medium wzrostowe na zawierające 5 mM KCl (Raulli i 

wsp. 1991, Wróblewska i wsp. 1997). Hodowla była utrzymywana w tym medium przez 
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kolejne dwa dni. Dalsze postępowanie było takie jak opisano poniżej. Siódmego dnia po 

wysianiu, neurony inkubowano przez kolejne 24 godziny z dodatkiem myo-[3H]inozytolu 

(aktywność specyficzna 80-100 Ci/mmol, Perkin Elmer Life Sciences, USA) w dawce 3 

(iCi/ml, w celu wyznakowania fosfolipidów w błonach komórkowych (Gorman i wsp. 

1994). Następnie komórki były dwukrotnie przemyte ciepłym (37° C) buforem o składzie: 

118 mM NaCl, 4,7 mM KCl, 1,3 mM CaCl2, 1,2 mM KH2P04, 1,2 mM MgS04, 25 mM 

NaHCC>3, 11,7 mM glukoza, 7 mM LiCl, pH 7,4 i pozostawione jeszcze w tym buforze 

przez dalsze 15 min. Neurony inkubowano przez 30 min. z 12,5 i 25 mM D,L-

homocysteiną i 50 jaM t-ADA. W przypadku podawania antagonistów receptorów 

metabotropowych 25 fiM LY367385 lub 25 jiM MPEP komórki dodatkowo 

preinkubowano przez 10 min. z tymi związkami przed podaniem D,L-homocysteiny. 

Reakcję przerywano przez odessanie medium z badanymi substancjami i utrwalano 

komórki zimnym metanolem (700 f^l). Płytki pozostawiano na lodzie przez kolejne 15 

min., a następnie delikatnie zeskrobywano i dodawano 700 [i\ destylowanej wody. 

Zawiesinę komórek wirowano przez 20 min. przy prędkości 13000 x g. Supernatant 

rozcieńczano do 5 ml wody i całą objętość w porcjach po 2,5 ml nanoszono na kolumny 
• 'l , . 

zawierające 0,7 cm Dowexu (żywica 1 x 8, wielkość sita: 100-200, forma mrówczanowa). 

Kolumny przemywano 10 ml wody, a następnie 18 ml 5 mM roztworu Na2B4Ü7 w 60 mM 

mrówczanie amonu. Znakowane fosfoinozytole były wymywane 15 ml 0,8 M mrówczanu 

amonu w 0,1 M kwasie mrówkowym. Zbierano 2 ml frakcje, w których następnie 

oznaczano radioaktywność [ H] przy użyciu licznika scyntylacyjnego. 

3.2.7. Badanie wpływu homocysteiny na mobilizacją wapnia wewnątrzkomórkowego w 

komórkach ziarnistych móżdżku. 

Siódmego dnia hodowli komórki (2 min/dołek 12-dołkowej płytki) inkubowano przez 

30 min. w warunkach standardowych z barwnikiem fluorescencyjnym Fluo-3/AM 

(Molecular Probes Inc., USA) o stężeniu 16 |_iM w medium zawierającym: 154 mM NaCl, 

5,6 mM KCl, 2,3 mM CaC^, 5,6 mM glukozę oraz 8,6 mM bufor HEPES, pH 7,4. 

Następnie nadmiar barwnika 3 krotnie płukano powyższym medium i pozostawiono w nim 

do dalszych pomiarów (Wahl i wsp. 1989 i Berman i wsp. 2000, warunki nieznacznie 

zmodyfikowano). Zmiany fluorescencji Fluo-3, odpowiadające zmianom w stężeniu 
2+ wewnątrzkomórkowego wapnia [Ca ]j rejestrowano za pomocą mikroskopu konfokalnego 

ZEISS LSM 510 przy długościach fal wzbudzenia i emisji odpowiednio 485 i 538 nm. 

Komórki pobudzano przez podanie 1 mM glutaminianu lub 25 mM D,L-homocysteiny po 
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trwającej 90 sekund wyjściowej obserwacji intensywności fluorescencji, zmiany 

rejestrowano przez 10 min. co 30 sek. Antagonistów receptorów metabotropowych i/lub 

NMDA podawano 3 min. przed dodaniem glutaminianu lub D,L-homocysteiny. Analizę 

obrazu opracowano następnie za pomocą programu komputerowego LSM 510, wersja 3,2. 

Dane zbierano z 10 losowo wybranych pól pomiarowych, a wynik przedstawiono w 

postaci procentowych zmian intensywności fluorescencji Fluo-3, odpowiadających 

wzrostowi stężenia wewnątrzkomórkowego wapnia w neuronach po podaniu badanych 

związków w porównaniu do fluorescencji Fluo-3 w tych samych komórkach przed 

zadziałaniem bodźca. 

3.2.8. Ocena intensywności stresu oksydacyjnego 

• Ilościowe oznaczenie produkcji rodników tlenowych przy użyciu 

dichloroßuoresceiny (DCFH) 

Komórki w ilości 1 min na dołek 24 dołkowej płytki po 7 dniach hodowli in vitro 

inkubowano w warunkach standardowych w obecności 100 DCFH-DA (6-Carboxy-

2',7'-dichlorofluorescin diacetate, Molecular Probes Inc., USA), (Wang i wsp.1999). Po 30 

min. nadmiar barwnika fluorescencyjnego odpłukano dwukrotnie buforem LOCKE 25 i 

komórki pozostawiono w nim do dalszego eksperymentu. Następnie do hodowli podawano 

25 mM D,L-homocysteinę, 1 mM glutaminian lub 250 (aM TBH (tert-butylhydroperoxide) 

i po 30 min. mierzono poziom fluorescencji komórek co 10 min. przez 2 godz. przy użyciu 

czytnika fluorescencyjnego Fluoroscan Ascent FL (Thermo Labsystems, Finlandia). Do 

pomiaru zastosowano filtry: dla światła wzbudzającego (ex) 485 nm i dla światła 

emitowanego (em) 538 nm. 

• Indukcja deficytu glutationu przy użyciu BSO i badanie wpływu na 

neurotoksyczność homocysteiny 

Deficyt glutationu wywołano wg Wullner i wsp. (1999). Czwartego dnia hodowli 

neuronów ziarnistych medium wzrostowe uzupełniono inhibitorem syntazy y-glutamyl-

cysteiny (BSO) w stężeniach: 0,5 - 2,5 mM, a po 24 godz. inkubacji w warunkach 

standardowych dodano 250 fiM D,L-homocysteinę. Po kolejnych 3 dniach inkubacji 

komórki utrwalono i obliczono przeżywalność wg procedury podanej w punkcie 3.2.2. 
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3.2.9. Wskaźniki indukcji apoptozy 

• Ocena uwalniania cytochromu c z mitochondriów do cytosolu 

Komórki w ilości 5 min/dołek wysiewano i hodowano w 6-dołkowych płytkach ze 

szkiełkami nakrywkowymi. Siódmego dnia neurony inkubowano przez 30 min. w medium 

wzrostowym z 1 mM glutaminianem lub 25 mM D,L-homocysteiną. Natychmiast po 

inkubacji komórki na szkiełkach utrwalano przez 15 min. w temperaturze pokojowej w 4% 

roztworze paraformaldehyde a następnie płukano je przez 3-krotne trwające 5 min. 

inkubacje w PBS. Permeabilizację błon przeprowadzono w temperaturze pokojowej w 1% 

roztworze TRITON X-100 w PBS. Powtórnie płukano komórki przez trzykrotne 5-min. 

inkubacje w PBS. Wiązania nieswoiste blokowano przez 1 godzinę w roztworze 10% 

surowicy koziej (SIGMA) w PBS-ie i 0,1% TRITON-ie. Następnie inkubowano komórki z 

mysim przeciwciałem monoklonalnym anty cyt c (PharMingen, rozcieńczenie 1:200 w 

medium o składzie jak używano do blokowania), przez 24 godziny w 4° C. Kolejnego dnia 

po uprzednim przepłukaniu komórek PBS-em inkubowano neurony przez 1 godzinę w 

temp. pokojowej z drugorzędowym anty-mysim przeciwciałem IgGl (Southern 

Biotechnology Associates) sprzężonym z fluoresceiną (rozcieńczenie 1:300 w PBS). 

Następnie szkiełka przepłukano PBS-em (2x5 min.) i wykonano przeparaty do dalszej 

analizy pod mikroskopem konfokalnym ZEISS LSM 510, gdzie obserwowano różnice w 

intensywności fluorescencji poszczególnych komórek w zależności od podanego przed 

utrwaleniem związku (glutaminianu lub homocysteiny). 

• Ocena aktywacji kaspazy 3 
• • • 9 Komórki w ilości 10 min/butelkę o powierzchni 25 cm hodowane przez 7 dni w 

warunkach standardowych i poddane 30 min. działaniu 25 mM D,L-homocysteiny lub 1 

mM glutaminianu z uwzględnieniem wpływu 0,5 \iM CsA, 0,5 jiM FK 506, 0,5 ^M MK-

801 i 25 \iM LY367385 po odessaniu medium inkubacyjnego, zalewano zimnym buforem 

0 objętości 300 jil i składzie 15 mM TRIS-HC1, pH 7,6, 0,25 M sacharoza, 1 mM DTT, 1 

mM MgCb, 2 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0,5 mM PMSF, koktail antyfosfatazowy 

(rozc. 1:100, SIGMA) i antyproteazowy (rozc. 1:200, SIGMA) i pozostawiano na lodzie 

przez 5 min. (Siesjö i wsp. 1999). Następnie komórki delikatnie zeskrobano, połączono 

neurony z dwóch butelek i przeniesiono do probówek Eppendorfa umieszczonych w lodzie 

1 homogenizowano teflonowym tłokiem 15 x. Homogenat wirowano przy obrotach 700 x g 

przez 5 min., a uzyskany supernatant wirowano ponownie przy 12000 x g przez 20 min. W 
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tak otrzymanym cytosolu oznaczono białko metodą Lowry'ego, a następnie próbki 

poddano dalszej analizie metodą Western biot. Próbki przygotowano inkubując je z 

buforem o składzie: 0,125 M TRIS, 10% glicerol, 0,22% błękit bromofenolowy, 2% SDS, 

0,1% 2-merkaptoetanol, przez 5 min w temp. 100° C. Do elektroforezy pobrano po 50 [ig 

białka/studzienkę i poddano rozdziałowi przez 50 min. na 15% żelu poliakrylamidowym 

wg metody Laemmli (1970) przy napięciu 170V. Następnie dokonano transferu 

rozdzielonych białek metodą elektroblotingu (Towbin i wsp., 1979) na błonę 

nitrocelulozową (0,2 (im, Hybond-ECL, Amersham) przez 1,5 godz. przy natężeniu prądu 

350 mA. 

Po 3 krotnym (przez 5 min.) przepłukaniu błony nitrocelulozowej w TBST (50 mM 

TRIS, 153 mM NaCl, Tween 0,05%, pH 7,5) blokowano niespecyficzne wiązania przez 

inkubację w 5% odtłuszczonym mleku w TBST przez 1 godz. Po kolejnym trzykrotnym 

płukaniu w TBST błonę nitrocelulozową poddano inkubacji z pierwotnym przeciwciałem 

monoklonalnym, anty kaspazą 3 [Caspase 3 (8G10) Rabbit Monoclonal Antibody, Cell 

Signaling Technology] w rozcieńczeniu 1:1000 w 5% mleku w TBST i pozostawiono na 

noc w 4° C. Następnego dnia po standardowym przepłukaniu w TBST błonę inkubowano 

przez 30 min. w temp. pokojowej z wtórnym, poliklonalnym przeciwciałem typu IgG (Anti 

Rabbit IgG, SIGMA) połączonym z peroksydazą chrzanową rozcieńczonym w stosunku 

1:4000 w 5% mleku w TBST przez 30 min. w temp. pokojowej. Do detekcji białka użyto 

metody chemilumunescencyjnej ECL wykorzystując zestaw firmy PIERCE 

• Obserwacja zmian morfologicznych jąder komórkowych z użyciem barwnika 

fluorescencyjnego Hoechst 33258 

Siódmego dnia hodowli komórki przeniesiono do medium LOCKE 25 gdzie poddano 

je 30 min. inkubacji z 1 mM Glu lub 25 mM D,L-homocysteiną w obecności lub bez 0,5 

l_iM CsA lub 0,5 ^M FK 506. Następnego dnia utrwalono je przez 15 min. w temp. 

pokojowej, 4% paraformaldehydem w PBS, odpłukano roztworem PBS i zabarwiono (5 

min. inkubacji) znacznikiem fluorescencyjnym Hoechst 33258 (0,1 (ig/ml w PBS, 

SIGMA) (Chan i wsp. 2001). Zmiany w kondensacji chromatyny obserwowano pod 

mikroskopem fluorescencyjnym ZEISS AXIOVERT 25. Fotografowano 12 pól w sześciu 

niezależnych dołkach i obliczano procentowy udział komórek apoptotycznych w stosunku 

do wszystkich martwych komórek. W tym celu komórki dodatkowo zabarwiono jodkiem 

propidyny (5 |!g/ml). Analizę wykonywano z użyciem programu komputerowego KS 300. 
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3.2.10. Metody statystyczne stosowane przy analizie wyników 

Wyniki przedstawiano w postaci średniej arytmetycznej ± standardowy błąd średniej 

(SEM) lub odchylenie standardowe (SD), z podaniem liczebności grup w nawiasach 

Znamienności statystyczne różnic między wartościami średnich w poszczególnych grupach 

były wykonane przy użyciu testu ANOVA, a następnie stosowano test Dunnette'a. Za 

wartość graniczną znamienności statystycznej przyjmowano p<0,05. 

39 
http://rcin.org.pl



IV. WYNIKI 

4.1. Wpływ homocysteiny na homeostazę wapnia w hipokampie królika: badania 

in vivo. 

4.1.1. Różnice w charakterystyce zmian w wypływie znakowanego wapnia z hipokampa 

królika wywołanych przez NMDA i homocysteine. 

Wykazane przez innych autorów (Lipton i wsp. 1997) złożone oddziaływanie 

homocysteiny na receptory NMDA nasunęło przypuszczenie, że mogą być istotne różnice 

między NMDA, a D,L-homocysteiną w obserwowanych in vivo działaniach na 

domózgowe podawanie tych agonistów. Za celowe uznałam więc zbadanie aktywacji przez 

homocysteinę kanału receptora NMDA z uwzględnieniem jej wpływu na miejsce 

glicynowe tego receptora w mózgu in vivo. W tym celu wykorzystałam metodę 

mikrodializy hipokampa królika połączoną z oceną zmian zewnątrzkomórkowego stężenia 

wapnia na podstawie badania dynamiki wypływu do dializatu radioaktywnego wapnia, 

którym uprzednio wyznakowano endogenną pulę wapnia w hipokampie. 

Jak pokazano na Ryc.l i 2 podawanie NMDA i D,L-homocysteiny przez 20 min. przez 

sondę dializacyjną powodowało odmienne zmiany w wypływie 4>Ca z hipokampa królika. 

Podanie 1 lub 5 mM NMDA obniżało w sposób zależny od dawki aktywność 

radioaktywnego wapnia w dializacie (Ryc.l). Natomiast wprowadzenie do medium 

dializacyjnego 5 lub 10 mM D,L-homocysteiny indukowało wzrost radioaktywności 45Ca 

w badanych próbach (Ryc.2). Również i w tym wypadku obserwowane zmiany były 

zależne od stężenia homocysteiny. W celu dokładniejszego ustalenia roli receptorów 

NMDA w indukcji zakłóceń w wypływie znakowanego wapnia wywoływanych przez 

NMDA lub homocysteinę, podano do medium 10 [iM MK-801, który jest 

bezkompetycyjnym antagonistą receptorów NMDA (Ryc.l i 3). Zastosowanie MK-801 

silnie zahamowało efekt podawania NMDA wyrażający się obniżeniem wypływu 45Ca, 

podczas gdy wywołany przez homocysteinę wyrzut 4"Ca był słabo hamowany przez MK-

801 (Ryc.l i 3). Może to świadczyć o niewielkim udziale receptorów NMDA w 

wywołanym przez homocysteinę pobudzeniu wypływu 45Ca z hipokampa królika. 

Podstawowy mechanizm wyrzutu 4?Ca wydaje się nie być związany z receptorem NMDA. 

Równoczesne podanie 5 mM homocysteiny z 1 mM glicyną, ligandem wiążącego 

koagonistę receptora NMDA blokowanego przez homocysteinę znacznie wzmaga wyrzut 
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znakowanego wapnia (Ryc.3). Z kolei ten wynik wskazuje na możliwość wzmocnienia 

wyrzutu 4:>Ca w warunkach pełnej aktywacji receptora NMDA. 

5) 120 

80 -

Q. 

60 -

1 mM NMDA 
5 mM NMDA 
1 mM NMDA 
+ 10 nM MK-801 

40 -
•o 

20 to 
40 60 80 

czas (min) 

100 120 140 160 

Ryc.l 

Zależny od dawki spadek radioaktywności 45Ca w dializacie z hipokampa królika 

wywołany przez podanie 1 i 5 mM NMDA. Modulacja przez 10 ^M MK-801. X ± SEM (n 

= 4). * Średnie w sposób znaczący różne od efektów 1 mM NMDA (p < 0,05). 
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Ryc.2 

Zależny od dawki D,L-Hcy wyrzut 45Ca do dializatu. X ± SEM (n = 4). * Różnice 

znacząco istotne od efektów 5 mM D,L-homocysteiny (p < 0,05). 
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Ryc.3 

Wpływ 10 |uM MK-801 i 1 mM glicyny (Gly) na uwalnianie 45Ca do dializatu wywołane 

podaniem 5 mM D,L-homocysteiny (D,L-Hcy). X ± SEM (n = 4). * Średnie znacząco 

różne od efektów działania 5 mM D,L-homocysteiny (p < 0,05). 
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Ryc.4 

Wyrzut 45Ca wywołany przez D,L-homocysteinę (D,L-Hcy) i tADA: hamowanie efektu 

działania D,L-Hcy przez 1 mM LY 367385. X ± SEM (n = 3-4). * Średnie znacząco różne 

od efektów działania 5 mM D,L-homocysteiny (p < 0,05). 

W następnym doświadczeniu testowano hipotezę roboczą, że wyrzut 4?Ca do dializatu 

zachodzący pod wpływem podawania homocysteiny, może być w głównej mierze 

odbiciem aktywacji receptorów metabotropowych grupy I (mGluRs GI) i zachodzącej za 

ich pośrednictwem mobilizacji wapnia pochodzącego z wewnątrzkomórkowych 

magazynów w endoplazmatycznym retikulum (ER). W tym celu został użyty związek o 

symbolu LY367385, który jest selektywnym antagonistą podtypu mGluRl receptorów 

mGluR GI. Jak pokazano na Ryc.4, wypływ 4:>Ca do dializatu spowodowany podaniem 5 

mM D,L-Hcy był niemal całkowicie zniesiony w obecności 1 mM LY367385. Z kolei 

podanie do dializatu 2 mM tADA, selektywnego agonisty izoformy mGluR5 receptorów 

GI mGluRs, skutkowało wzrostem 45Ca. W tym wypadku obserwowano jednak znaczne 

różnice u poszczególnych osobników w odpowiedzi 45Ca na podanie agonisty. Te wyniki 
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przemawiają na rzecz prawdziwości hipotezy przypisującej homocysteinie rolę agonisty 

mGluRs GL 

4.1.2. Wpływ homocysteiny na stężenie glutaminianu w dializacie. 

Są dane (Griffiths i wsp. 1989; Arriza i wsp. 1994; Kingston i wsp. 1998) świadczące o 

możliwości hamowania przez homocysteinę aktywności transporterów dla glutaminianu, 

co mogłoby prowadzić do nagromadzania tego neuroprzekaźnika w przestrzeni 

międzykomórkowej. W takich warunkach opisane powyżej efekty mogłyby być przypisane 

aktywacji mGluRs GI przez kwas glutaminowy, a nie przez homocysteinę. Dla 

wyjaśnienia tej kwestii testowano przy użyciu HPLC stężenie glutaminianu w dializacie po 

podaniu 5 mM D,L-homocysteiny. Wyniki przedstawione na Ryc.5 wskazują, że w 

próbkach zbieranych podczas 20 minutowego podawania homocysteiny, stężenie 

glutaminianu wzrasta o 117 ± 9,1% licząc od poziomu wyjściowego 0,46 ±0,14 jiM, i 

powraca do normy natychmiast po odstawieniu homocysteiny. Wydaje się, że nie jest to 

biologicznie istotny przyrost stężenia kwasu glutaminowego. 

mV 

14 15 

, 1— czas (min) 

16 

Ryc.5 

Przykładowy fragment chromatogramu obrazujący wpływ 5 mM D,L-homocysteiny (D,L-

Hcy) na stężenie glutaminianu w dializacie hipokampa królika. kontrola, 5 
mM D,L-Hcy. 
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4.2. Charakterystyka receptorowa neurotoksyczności homocysteiny: badania in 

vitro 

4.2.1. Potencjał neurotoksyczny homocysteiny i glutaminianu 

Jak pokazano na Ryc.6, już po względnie krótkiej (30 min.) inkubacji komórek 
r o 

ziarnistych móżdżku z glutaminianem sodu w stężeniach rzędu 10" - 10" M dochodzi do 

zależnej od dawki degeneracji neuronów, obserwowanej 24 godz. po ekspozycji. W tym 

eksperymencie stężenie, przy którym połowa komórek umiera (EC50) dla glutaminianu 

wynosiło 0,17 mM. Podanie D,L-homocysteiny w tych samych warunkach i do tej samej 

hodowli, również powodowało neurodegenerację komórek, jednakże EC50 dla D,L-

homocysteiny wynosił 17,4 mM, a więc jej neurotoksyczny potencjał był w przybliżeniu o 

2 rzędy wielkości niższy w porównaniu do glutaminianu. Obserwowano jednak zmienność 

tych wartości i różnice we wrażliwości neuronów na te związki pomiędzy kolejnymi 

preparatykami. 
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Ryc.6 

Ostra neurotoksyczność L-glutaminianu i D,L-homocysteiny w hodowli pierwotnej 

neuronów ziarnistych móżdżku: zależność od stężenia. (X ± SD, n = 6). 

L-Glu 
D,L-Hcy 
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4.2.2. Udział receptorów NMDA w neurotoksyczności homocysteiny. 

Wcześniejsze prace (Lipton i wsp. 1997) pokazują, że homocysteina nie tylko ma 

powinowactwo do miejsca wiążącego agonistów receptora NMDA, ale także jest 

częściowym agonistą miejsca glicynowego tych receptorów blokując je. To zahamowanie 

może być zniesione przez dodanie glicyny w wyższych stężeniach mikromolarnych. W 

następnych eksperymentach testowano, w jaki sposób dodanie 50 \iM glicyny wpływało na 

wzrost potencjału neurotoksycznego homocysteiny i czy podanie MK-801, 

bezkompetycyjnego antagonisty receptorów NMDA, zahamuje neurotoksyczność 

homocysteiny. Jak pokazuje Ryc.7, dodanie 50 glicyny do 25 MM D,L-homocysteiny 

potęguje neurotoksyczny efekt homocysteiny, powodując spadek przeżywalności 

neuronów z 96 do 74%. W obecności 0,5 |liM MK-801 ta neurotoksyczność była tylko 

nieznacznie obniżana do poziomu obserwowanego w komórkach poddanych działaniu 

homocysteiny bez dodania 50 |IM glicyny. Ta silnie wyrażona oporność neurotoksyczności 

homocysteiny na hamowanie przez antagonistę receptorów NMDA kontrastuje z typem 

neurotoksyczności reprezentowanym przez glutaminian, gdzie 50 fiM glicyna dość słabo 

wzmacniała neurotoksyczność, a spadek przeżywalności po potraktowaniu neuronów 

glutaminianem także w obecności glicyny, był niemal całkowicie znoszony przez MK-801. 
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25 mM D,L-Hcy 1 mM L-Glu 

I kontrola 
] agonista 
] + 50 nM Gly 
3+ 5 0  G l y  +  0 , 5  M K - 8 0 1  

Ryc.7 

Rola receptorów NMDA w ostrej neurotoksyczności glutaminianu i homocysteiny w 

neuronach ziarnistych móżdżku. Uszkodzenie neuronów przez 25 mM D,L-homocysteinę 

było modyfikowane przez dodanie 0,5 jiM MK-801 i/lub 50(iM glicyny (Gly). (X ± SD, n 

= 6). * Wartości istotnie różne od efektów działania samego agonisty (p < 0,05). 

48 

http://rcin.org.pl



JSC Q) 
i. 

E 
o 

100 

80 

60 

* * 
T 

i 

•N 
40 

20 

1 mM L-Glu 
+ 5 nM Gly 

0,3 mM NMDA 25 mM D,L-Hcy 
+ 5 ^iM Gly + 50 |j.M Gly 

kontrola 
agonista 
+ 0,5 p.M MK-801 

Rye. 8 

Wpływ 0,5 fiM MK-801 na neurotoksyczność wywoływaną przez 1 mM glutaminian (L-

Glu), 0,3 mM NMDA i 25 mM D,L-homocysteinę (D,L-Hcy) w komórkach ziarnistych 

móżdżku szczura. (X ± SD, n = 6). * Średnie znacząco różne od efektów samych 

agonistów (p < 0,05). 

4.2.3. Pobieranie znakowanego wapnia przez neurony, a neurotoksyczność homocysteiny, 

glutaminianu i NMDA. 

W kolejnych eksperymentach badano, czy neurotoksyczności indukowanej przez 1 mM 

glutaminian, 0,3 mM NMDA i 25 mM D,L-homocysteinę towarzyszy adekwatne 

pobudzenie napływu znakowanego wapnia do neuronów. Wiadomo, że w 

neurotoksyczności wywoływanej przez kwas glutaminowy i NMDA pośredniczą receptory 

NMDA oraz jony wapnia napływające z zewnątrz do komórek. W tych doświadczeniach 
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stężenie NMDA było tak dobrane, aby powodowało w przybliżeniu podobną 

neurotoksyczność jaką wywoływała 25 mM D,L-homocysteina z dodatkiem 50 |j.M 

glicyny. Jak prezentuje Ryc.8, neurotoksyczność była największa w przypadku inkubacji 

komórek z 1 mM glutaminianem (L-Glu) z 5 |iM glicyną, następnie po podaniu 25 mM 

D,L-homocysteiny z 50 fiM glicyną i najmniejsza indukowana przez 0,3 mM NMDA z 5 

\iM glicyną. W zgodzie z danymi z Ryc.7 pozostaje fakt, że podanie 0,5 }iM MK-801 tylko 

w nieznacznym stopniu redukowało neurotoksyczność wywołaną przez homocysteinę, ale 

niemal całkowicie znosiło neurotoksyczne działanie glutaminianu i NMDA. 

Można zaobserwować ścisłą zależność między poziomem neurotoksyczności, a 

napływem zewnątrzkomórkowego wapnia w przypadku glutaminianu i NMDA (Ryc.9). W 

przeciwieństwie do tego, pomimo znacznej neurotoksyczności przewyższającej działanie 

NMDA, 25 mM D,L-homocysteina podawana z 50 \iM glicyną powodowała tylko 

nieznaczny napływ znakowanego wapnia, który wynosił netto tylko 4% poboru 43Ca 

wywołanego przez 1 mM GLU i 3% - wywołanego przez 0,3 mM NMDA. We wszystkich 

przypadkach napływ wapnia do neuronów był całkowicie zahamowany przez MK-801. Te 

dane wskazują, że nawet w warunkach sprzyjających aktywacji receptorów NMDA przez 

homocysteinę, neurotoksyczności homocysteiny towarzyszy bardzo nieznaczne 

pobudzenie receptorów NMDA i wzrost napływu przez nie do neuronów wapnia 

zewnątrzkomórkowego. 
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Ryc.9. 

Pobieranie 45Ca przez neurony ziarniste móżdżku po inkubacji z 1 mM glutaminianem (L-

Glu), 0,3 mM NMDA i 25 mM D,L-homocysteiną (D,L-Hcy). Efekt podania 0,5 fiM MK-

801. (X ± SD, n = 6). * Średnie znacząco różne (p < 0,05) od efektów samych agonistów. 

4.2.4. Wpływ homocysteiny na stężenie glutaminianu w medium inkubacyjnym. 

Jak ilustruje Ryc.10, 30 min inkubacja komórek ziarnistych móżdżku szczura z 25 mM 

D,L-homocysteiną w obecności lub przy braku 50 [iM glicyny powodowała znamienny 

statystycznie wzrost stężenia glutaminianu w medium o 123% ± 1% w przypadku samej 

homocysteiny i o 161% ± 3,4% gdy homocysteinę podawano łącznie z 50 |iM glicyną. W 

tym samym doświadczeniu zbadano również wpływ immunofilin: cyklosporyny A (CsA) i 

FK 506, na wywołany przez homocysteinę wzrost stężenia glutaminianu w medium. 

Inkubacja w obecności 0,5 |iM CsA lub 0,5 fiM FK 506 tylko nieznacznie obniżała 
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stężenie glutaminianu w medium w porównaniu do komórek traktowanych wyłącznie 

homocysteine Różnice między próbami zawierającymi homocysteinę nie są istotne 

statystycznie. Poziom wyjściowy glutaminianu wynosił 1,05 [iM ± 0,03 ^iM. Bezwzględny 

wzrost stężenia glutaminianu w medium wywoływany przez homocysteinę nie był więc 

znaczący z punktu widzenia ostrej neurotoksyczności. 
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Rye. 10 

Wpływ 25 mM D,L-homocysteiny na stężenie glutaminianu w medium inkubacyjnym. 

Rola 0,5 |iM CsA i 0,5 (iM FK 506. (X ± SD, n = 3). * Średnie znacząco różne (p < 0,05) 

od kontroli. 

4.2.5. Rola receptorów metabotropowych dla glutaminianu grupy I w neurotoksyczności 

homocysteiny. 

Dane uzyskane w eksperymentach przeprowadzonych in vivo (rozdz. 4.1) wskazujące 

na aktywację przez homocysteinę mobilizacji wapnia wewnątrzkomórkowego, za 

pośrednictwem receptorów metabotropowych dla glutaminianu grupy I skłoniły do 

testowania hipotezy, że neurotoksyczne działanie homocysteiny także może być częściowo 

związane z pobudzeniem przez homocysteinę receptorów metabotropowych grupy I 

(mGluRs). W tym celu zastosowano związki, które są selektywnymi antagonistami 

receptorów GI mGluRs o symbolach: LY367385 (TOCRIS) - selektywnego antagonistę 

izoformy mGluRl i MPEP (TOCRIS) - selektywnego antagonistę mGluR5. 

kontrola 25 mM Hey 25 mM Hcy+50 25 mM Hcy+0,5 25 mM Hcy+0,5 
uM Gly uM CsA uM FK506 
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4.2.5.1. Receptory metabotropowe grupy I, a przeżywalność neuronów przy ostrej i 

przewlekłej ekspozycji na homocysteine 

Jak zaprezentowano na Ryc.ll, neurotoksyczność wywołana przez 25 mM D,L-

homoeysteiny w nieobecności glicyny, praktycznie nie była obniżana przez 0,5 pM MK-

801, co jest zgodne z poprzednio uzyskanymi obserwacjami. Podobnie antagonista 

mGluRl, 25 pM LY367385 podany osobno był nieefektywny. Jednak zaaplikowanie 

obydwu związków łącznie prawie całkowicie zapobiegało neurotoksyczności 

homocysteiny. Podanie 10 pM t-ADA, który jest selektywnym agonistą mGluR grupy I z 

wyraźnym powinowactwem do mGluR5, indukuje znaczącą neurodegenerację neuronów. 

Niewiele różniący się obraz otrzymano gdy homocysteinę dodawano łącznie z 50 pM 

glicyną (Ryc.12). W tym przypadku sam LY367385 był podawany w stężeniach 25 i 250 

pM i uzyskano zależną od dawki inhibicję neurotoksyczności homocysteiny. Po dodaniu 

0,5 pM MK-801, dla obu stężeń LY367385 uzyskano niemal całkowitą neuroprotekcję. Te 

wyniki wskazują więc na współudział obu typów receptorów dla glutaminianu: 

jonotropowych receptorów NMDA i metabotropowych receptorów grupy I w ostrej 

neurotoksyczności homocysteiny. 

> 
N 30 

• kontrola 

• 25 mM Hey 

• +0,5 uMIVK-801 

• +25 uM LY367385 

• +25 uM LY367385łO,5 uM 
MK-801 

• 10 uMtADA 

Rye. 11 

Udział receptorów metabotropowych grupy I wraz z receptorami NMDA w ostrej 

neurotoksyczności homocysteiny. Wpływ antagonistów: MK-801 i LY367385. (X ± SD, n 

= 6). * Średnie znacząco różne (p < 0,05) od Hey. 
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• kontrola 

• 25 m M Hey+50 uM Gly 

• +25 uM LY367385 

• +250 uM LY367385 

• +25 uM LY367385+0.5 
uM MK-801 

• +250 uM LY367385+0.5 
uM MK-801 

Ryc.12 

Neuroprotekcyjne działanie 25 i 250 |iM LY367385 oraz 0,5 fiM MK-801 w ostrej 

neurotoksyczności wywoływanej przez 25 mM homocysteinę w obecności 50 }iM glicyny. 

(X ± SD, n = 6). * Średnie istotnie różne (p < 0,05) od Hey. 

Wobec zastosowania w dotychczas przedstawionych eksperymentach, dotyczących 

neurotoksyczności, protokołu doświadczeń obejmującego ostre (30-min.) inkubacje 

wymagające stosowania wysokich milimolarnych stężeń homocysteiny, uzyskane wyniki 

trudno odnosić do hiperhomocysteinemii in vivo. Jednakże, jak przedstawiono na Ryc.13 i 

14, podobną tendencję zaobserwowano w przypadku przewlekłego stosowania stężeń w 

zakresie mikromolarnym, a więc odpowiadających poziomom homocysteiny mierzonym w 

ludzkiej surowicy w przypadkach ciężkiej hiperhomocysteinemii. Inkubacja komórek z 

mikromolarnymi stężeniami (75-1000 ^iM) D,L-homocysteiny przez trzy dni również 

powodowała zależny od dawki spadek przeżywalności neuronów. Efekt ten był pogłębiony 

przez dodanie 50 fiM glicyny. Zależność od glicyny była znaczna w przypadku niższych 

stężeń homocysteiny (75-250 fiM), a zanikała przy stężeniu 1 mM. 
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Rye. 13 

Przewlekła neurotoksyczność homocysteiny wywoływana przez inkubację neuronów 

ziarnistych móżdżku w obecności mikromolarnych stężeń D,L-homocysteiny przez 3 dni. 

Rola 50 \iM glicyny. (X ± SD, n = 6). * Wartości statystycznie różne (p < 0,05) od samej 

Hey. 

Analogiczne wyniki jak w przypadku ostrej neurotoksyczności homocysteiny, 

świadczące o współudziale w niej obok receptorów NMDA także receptorów 

metabotropowych grupy I uzyskano inkubując neurony przez trzy dni w obecności 250 |j.M 

D,L-homocysteiny i antagonistów receptora mGluRl - LY367385, receptora mGluR5 -

MPEP i receptora NMDA - MK-801. Podawanie homocysteiny wraz z antagonistami 25 

|iM LY367385, 25 |nM MPEP oraz 0,5 fiM MK-801 dodawanymi oddzielnie powodowały 

tylko nieznaczny wzrost przeżywalności komórek. Natomiast LY367385 lub MPEP 

podane łącznie z MK801 niemal całkowicie znosiły neurotoksyczność homocysteiny 

(Ryc.14). 

W celu sprawdzenia czy w neurotoksyczności homocysteiny uczestniczą obydwa 

podtypy receptorów metabotropowych, a mianowicie mGluRl i/lub mGluR5, hodowle 
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neuronów inkubowano przez 3 dni z 250 |iiM D,L-homocysteiną w obecności antagonisty 

receptorów NMDA - 0,5 fiM MK-801 i antagonisty receptorów mGluRl LY367385, w 

stężeniach 2,5-25 |iM lub antagonisty mGluR5 MPEP, w stężeniach 5-50 (iM (Ryc. 15). 

Wyniki tych badań wskazują, że zarówno jeden jak i drugi podtyp analizowanych 

receptorów mGluRs grupy I może brać udział, obok receptorów NMDA w 

neurotoksyczności wywoływanej przez homocysteinę. Wykazano przy tym, że nieco 

niższe stężenia LY367385 niż MPEP wystarczą, aby uzyskać ten sam efekt 

neuroprotekcyj ny. 
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Ryc. 14 

Udział receptorów metabotropowych grupy I w przewlekłej neurotoksyczności 

homocysteiny. Wpływ inhibitorów receptorów metabotropowych LY367385 i MPEP oraz 

MK-801, antagonisty receptorów NMDA na przeżywalność neuronów po 3 dniowej 

inkubacji komórek z 250 ^iM D,L-homocysteiną. (X ± SD, n = 6). * Średnie istotnie różne 

(p < 0,05) od Hey. 
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Rye. 15 

Wpływ różnych stężeń antagonistów receptorów mGluRs grupy I LY367385 i MPEP oraz 

0,5 jjM MK-801, antagonisty receptorów NMDA na przeżywalność neuronów po 3 

dniowej inkubacji komórek z 250 fiM D,L-homocysteiną. (X ± SD, n = 6). Średnie istotnie 

różne (p < 0,05) od: * - 250 fiM Hey, ** - 250 jiM Hey + 0, 5 MK-801. 

4.2.5.2. Wpływ homocysteiny na uwalnianie fosforanów inozytolu w komórkach ziarnistych 

móżdżku szczura. 

W następnym etapie badań określono wpływ homocysteiny na degradację 

fosfatydyloinozytolu związaną z aktywacją fosfolipazy C przez receptory GI mGluRs. W 

tym celu komórki ziarniste móżdżku były przez 24 godz. hodowane w obecności 
3 • [ H]inozytolu dla wyznakowania fosfolipidów inozytolowych, a następnie poddano je 

inkubacji z homocysteiną i badano uwalnianie fosforanów inozytolu. Ryc.lóA ilustruje 

zależny od dawki homocysteiny wzrost poziomu znakowanych fosforanów inozytolu w 

neuronach. Hodowle inkubowane przez 30 min. z 12,5 lub 25 mM D,L-homocysteiną 

wykazywały wzrost radioaktywności we frakcji fosforanów inozytolu odpowiednio o 34% 

i 95% w przypadku neuronów poddanych działaniu 12,5 i 25 mM D,L-homocysteiny. 

Wzrost ten był częściowo hamowany o 38%, gdy wraz z 25 mM D,L-homocysteiną 

podawano 25 jiM MPEP i w większym stopniu o 51%, jeśli komórki inkubowano z 25 
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mM D,L-homocysteinę i 25 LY367385. Podanie 50 jaM tADA do medium 

powodowało wzrost poziomu znakowanych fosforanów inozytolu o 33% w porównaniu z 

kontrolą. 
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Rye. 16A 
3 • Radioaktywność fosforanów [ H]inozytolu w komórkach ziarnistych móżdżku szczura 

poddanych działaniu D,L-homocysteiny i tADA. Neurony hodowane przez 7 dni w 

medium zawierającym 25 mM KCl zostały wyznakowane [JH]inozytolem, po czym przez 

30 min inkubowano w obecności badanych substancji. (X ± SD, n = 6). 

Ponieważ w neuronach ziarnistych móżdżku hodowanych w zapobiegających 

apoptozie warunkach podwyższonego stężenia jonów potasu poziom ekspresji receptorów 

GI mGluRs, a zwłaszcza odpowiedzialnego za neurotoksyczność mGluRl jest stosunkowo 

niski, w części eksperymentów zastosowano zabieg polegający na przeniesieniu hodowli 

po 5 dniach inkubacji w medium zawierającym 25 mM KCl na dwa dni do medium 

wzrostowego z 5 mM KCl. W tym wypadku dodanie 25 mM D,L-homocysteiny 

spowodowało 10 krotny, w porównaniu z kontrolą, wzrost radioaktywności znakowanych 

fosfoinozytoli. Wcześniejsza 10 min. inkubacja z 25 (iM MPEP lub 25 fiM LY367385 

poprzedzająca dodanie homocysteiny obniżała wywołane przez homocysteinę uwalnianie 

znakowanych fosforanów inozytolu. W tych warunkach doświadczalnych wzrosty 

radioaktywności wynosiły odpowiednio 8,5 razy i 7,5 razy w porównaniu z kontrolą. 
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Aplikacja 50 fiM t-ADA skutkowała bardzo niewielkim wzrostem radioaktywności w 

stosunku do kontroli (Ryc.lóB). 
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Ryc.lóB 

Radioaktywność fosforanów [3H]inozytolu w komórkach ziarnistych móżdżku szczura 

poddanych działaniu D,L-homocysteiny i tADA. Neurony hodowane przez 2 ostatnie dni 

w medium zawierającym 5 mM KCl. Inne wyjaśnienia jak w Ryc.l5A. (X ± SD, n = 6). * 

Średnie istotnie różne od kontroli (p< 0,05). 

4.2.5.3. Wpływ homocysteiny na stężenie wapnia w neuronach ziarnistych móżdżku. 

Wykazany w poprzednim rozdziale, wywołany przez homocysteinę wzrost stężenia 

fosforanów inozytoli w komórkach jest wskaźnikiem zachodzącego za pośrednictwem 

mGluRs Gl i fosfolipazy C uwalniania inozytolo-tris fosforanu (IP3). Następstwem tego 

może być mobilizacja wapnia wewnątrzkomórkowego z retikulum endoplazmatycznego 

przez receptory IP3 i wzrost wewnątrzkomórkowego stężenia wapnia. Dla oceny tego 

zjawiska zastosowano wrażliwą na wapń sondę fluorescencyjną Fluo-3 oraz mikroskop 

konfokalny. W tych warunkach odbiciem wzrostu stężenia Ca2+ w neuronach jest wzrost 

intensywności fluorescencji komórek przedstawiony tu w skali umownej tzn. 
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wzrastającemu stężeniu wapnia i co za tym idzie wzrostowi intensywności fluorescencji 

odpowiada przesunięcie barwy od koloru niebieskiego do czerwonego. Zmiany w stężeniu 

jonów wapnia w neuronach po podaniu 1 mM glutaminianu i 25 mM D,L-homocysteiny w 

stosunku do kontroli obrazuje Ryc.17. Jak można zauważyć po podaniu 1 mM 

glutaminianu większość komórek została zabarwiona w kolorze czerwonym, co odpowiada 

maksymalnej intensywności fluorescencji, a więc najwyższemu stężeniu 

wewnątrzkomórkowego wapnia (Ryc.l7A,B). Natomiast podanie 25 mM D,L-

homocysteiny do medium powodowało pojawienie się w większości komórek zabarwienia 

zielonego do żółtozielonego, co świadczy o znacznie niższym wzroście stężenia 

wewnątrzkomórkowego wapnia w porównaniu z efektem glutaminianu (Ryc.l7C,D). 

Ryc.17 

Wpływ 1 mM glutaminianu (A,B) i 25 mM D,L-homocysteiny (C,D) na stężenie 

wewnątrzkomórkowego wapnia w neuronach ziarnistych móżdżku mierzone 
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intensywnością fluorescencji Fluo-3. W umownej skali barwa niebieska odpowiada 

najniższej intensywności fluorescencji, a barwa czerwona najwyższej. Panele A i C -

kontrola, panel B - 1 mM glutaminian, panel D - 25 mM D,L-homocysteina. 

Zastosowanie mikroskopu konfokalnego pozwoliło na ilościową analizę wyników. Jak 

pokazano na Ryc.18 podanie homocysteiny powodowało wzrost fluorescencji Fluo-3, a 

więc i stężenia wapnia wewnątrzkomórkowego w neuronach średnio o 48%. Dodanie do 

medium antagonistów receptorów NMDA i/lub receptorów metabotropowych 5 min. przed 

podaniem 25 mM D,L-homocysteiny obniżało przyrost stężenia wewnątrzkomórkowego 

wapnia. Zarówno w obecności 0,5 (iM MK-801 jak i 25 jj.M LY367385 obniżało 

powodowany przez homocysteinę wzrost wewnątrzkomórkowego steżenia wapnia do 

połowy. Natomiast podanie łącznie MK-801, LY367385 niemal całkowicie zapobiegało 

wywołanemu przez homocysteinę wzrostowi stężenia wapnia w komórkach. Hamowanie 

przez MK-801 i LY367385 wzrostu steżenia wapnia w komórkach wywołanego przez 

homocysteinę miało więc charakter addytywny i może świadczyć o równym udziale 

receptorów NMDA i mGluRs GI w tym bardzo słabo wyrażonym efekcie. 
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Ryc.18 

Wpływ 25 uM LY367385 i 0,5 ^iM MK-801 na wzrost stężenia wapnia 

wewnątrzkomórkowego w neuronach ziarnistych móżdżku po podaniu 25 mM D,L-

homocysteiny. Wskaźnikiem wzrostu stężenia wapnia jest względny przyrost fluorescencji 

Fluo-3. (X ± SD, n = 10). * Wartości znacząco różne od kontroli (p < 0,05). 
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4.2.6. Udział procesów związanych z indukcją apoptozy w neurotoksyczności 

homocysteiny. 

Dla wstępnej ogólnej oceny indukcji apoptozy poprzez szlak mitochondrialny, w czasie 

30 min. inkubacji neuronów ziarnistych móżdżku w obecności 25 mM D,L-homocysteiny 

badano zmiany ultrastrukturalne mitochondriów, analizowano czy zachodzi 

przemieszczanie cytochromu c do cytosolu, czy następuję proteolityczna aktywacja 

kaspazy 3 i obserwowano barwienie się jąder komórkowych barwnikiem fluorescencyjnym 

Hoechst. Ekscytotoksyną referencyjną w tych doświadczeniach był 1 mM glutaminian, a 

przy ocenie patologii mitochondriów stosowane były immunosupresanty 0,5 |aM Cs A i 0,5 

FK 506. 

4.2.6.1. Zmiany w ultr astruktur ze mitochondriów wywołane przez ostrą inkubacją z 

homocysteine 

Komórki inkubowane z 1 mM Glu ukazywały dobrze widoczne obrzmiałe 

mitochondria z towarzyszącą dezorganizacją ich wewnętrznej struktury. Liczne neurony 

zawierały mocno spęczniałe, powiększone mitochondria z elektronowo-przejrzystą 

macierzą i pozostałościami grzebieni (Ryc.l9B). Neurony wcześniej poddane działaniu 

CsA ujawniały znaczące obniżenie zawartości w neuronach spęczniałych pod wpływem 

Glu mitochondriów. W komórkach inkubowanych w obecności CsA, większość 

neuronalnych mitochondriów wykazywała dobrze zachowaną strukturę (Ryc.l9C). 

Podanie FK 506 nie wywierało protekcyjnych efektów na neuronalne mitochondria 

(Ryc.l9D). 

W hodowlach inkubowanych z 25 mM Hey, komórki ziarniste ujawniały spęczniałe 

mitochondria, jednak w wyraźnie mniejszym stopniu niż w przypadku inkubacji z Glu 

(Ryc.l9B). Preinkubacja z CsA w wyraźnie mniejszym stopniu hamowała wywoływane 

przez Hey obrzmienie mitochondriów niż w wypadku działania Glu (Ryc.l9C). FK 506 nie 

zabezpieczało mitochondriów przed zmianami ultrastrukturalnymi wywoływanymi przez 

Hey (Ryc.l9D). Mitochondria neuronów poddane działaniu wyłącznie CsA (nie pokazano) 

lub FK 506 (nie pokazano) pozostawały nienaruszone, podobnie jak w kontroli (Ryc.l9A). 
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Rye. 19 

Ultrastruktura komórek ziarnistych móżdżku szczura - kontrola (A). Skala - 500 nm. MT 

- mitochondria. Zmiany w ultrastrukturze mitochondriów neuronów ziarnistych pod 

wpływem 30 min. inkubacji z 1 mM glutaminianem (panel lewy) lub 25 mM homocysteiną 

(panel prawy) (B). Skala - 500 nm, MT - mitochondria. Wpływ 0,5 pM cyklosporyny A 

(CsA) na ultrastrukturę mitochondriów po 30 min. inkubacji z 1 mM glutaminianem (panel 
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(CsA) na ultrastrukturę mitochondriów po 30 min. inkubacji z 1 mM glutaminianem (panel 

lewy) lub 25 mM homocysteiną (panel prawy) (C). Wpływ 0,5 jiM FK 506 na 

ultrastrukturę mitochondriów po 30 min. inkubacji z 1 mM glutaminianem (panel lewy) 

lub 25 mM homocysteiną (panel prawy). Skala - 500 nm (A, B, D); 1000 nm (C); MT -

mitochondria. 

4.2.6.2. Udział uwalniania cytochromu c do cytosolu neuronów w ostrej neurotoksyczności 

homocysteiny. 

W celu określenia udziału cytochromu c (cyt. c) w neurotoksyczności homocysteiny 

badano wypływ cyt. c z mitochondriów do cytosolu neuronów po 30 min. inkubacji 

komórek z 1 mM glutaminianem lub 25 mM D,L-homocysteiną. Testowano wpływ na te 

efekty 0,5 |iM CsA i 0,5 |^M FK 506. W tych doświadczeniach zastosowano metodę 

rejestracji zmian w immunoreakcji w cytosolu uwalnianego cyt. c, która polegała na 

bezpośredniej obserwacji (w mikroskopie konfokalnym) wzrostu intensywności 

fluorescencji komórek uprzepuszczalnionych i poddanych reakcji z przeciwciałem anty 

cyt. c sprzężonej z fluoresceiną (Ryc.20 A-G). Kolory w skali umownej od niebieskiego do 

czerwonego, przedstawione na zdjęciach odpowiadają wzrastającej intensywności 

fluorescencji, a więc i zwiększonemu stężeniu cyt. c w cytosolu. W komórkach 

kontrolnych (Ryc.20 A) obserwowano bardzo niski poziom immunoreaktywności cyt. c w 

cytosolu. Jak można zauważyć na Ryc.20 B komórki inkubowane z 1 mM glutaminianem 

uwalniały do cytosolu znaczne ilości cyt. c. Podanie 25 mM D,L-homocysteiny również 

zwiększało immunoreakcję z cyt. c w cytoplazmie (Ryc.20 E) w porównaniu z kontrolą 

(Ryc.20 A), jednak to zjawisko było znacznie słabiej wyrażone niż w przypadku efektu 

glutaminianu. Zarówno po inkubacji komórek z Glu jak i Hey obserwowano w medium 

liczne fragmenty neuronów (Ryc.20 B - G). W przypadku preinkubacji komórek z CsA 

(Ryc.20 C i F) otrzymano obrazy pośrednie między kontrolą, a odpowiednio efektami 

glutaminianu lub homocysteiny. Ten immunosupresant wyraźnie obniżał uwalnianie cyt. c 

do cytosolu, przy czym CsA działa silniej w przypadku efektów uzyskanych przez 

glutaminian niż przez homocysteinę. Efekt działania FK 506 jest praktycznie niewidoczny 

w obydwu przypadkach. 

64 
http://rcin.org.pl



Ryc.20 

Immunoreaktywność przeciwciała przeciw cytochromowi c w cytoplazmie komórek 

ziarnistych móżdżku szczura: A - kontrola; po 30 minutowj inkubacji z: B - 1 mM 

glutaminianem, C - 1 mM Glu + 0,5 ^IM CsA, D - 1 mM Glu + 0,5 jj,M FK 506, E - 25 

mM D,L-homocysteiną, F - 25 mM Hey + 0,5 |aM CsA i G - 25 mM Hey + 0,5 |iM FK 

506. Powiększenie ok. 2400x - A, 2300x - (B - G). 

4.2.6.3. Udział aktywacji kaspazy 3 w neurotoksycznym działaniu homocysteiny 

Trzydziestominutowa inkubacja neuronów ziarnistych z 25 mM D,L-homocysteiną lub 

1 mM glutaminianem indukowała rozpad prokaspazy 3 na jej aktywne podjednostki. Efekt 

działania obu tych aminokwasów był w przybliżeniu jednakowy. Dodanie do medium 

inkubacyjnego immunosupresantów 0,5 (J.M CsA lub 0,5 fiM FK 506 albo antagonistów 

receptorów NMDA 0,5 fiM MK-801 lub antagonisty receptorów mGluRl 25 (iM 

LY367385 w każdym wypadku bardzo silnie hamowało aktywację proteolityczną kaspazy 
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3, o czym świadczy osłabienie immunoreaktywności odpowiednich prążków widocznych 

na immunoblocie (Ryc.21). Zarówno w przypadku działania homocysteiny jak i 

glutaminianu nieco silniejszy potencjał hamujący na aktywację kaspazy 3 wykazuje FK 

506 niż CsA. Mogłoby to świadczyć o większej aktywacji szlaku związanego ze stresem 

ER niż z dysfunkcją mitochondriów i uwalnianiem cytochromu c do cytosolu. MK-801 i 

LY367385 całkowicie hamowały wywołany przez homocysteinę rozpad prokaspazy 3 na 

aktywne podjednostki. Może to dowodzić, że kluczową rolę w aktywacji kaspazy 3 przez 

homocysteinę odgrywa ekscytotoksyczność zachodząca za pośrednictwem receptorów 

NMDA i mGluRs należących do grupy I. 
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Ryc.21 

Wpływ 1 mM glutaminianu i 25 mM D,L-homocysteiny na aktywację kaspazy 3. Rola 

immunosupresantów CsA - 0,5 [xM i FK 506 - 0,5 |iM oraz antagonistów receptorów 

NMDA MK-801 - 0,5 |uM i mGluRl LY367385 - 25 ^M 

4.2.6.4. Wpływ cyklosporyny A i FK 506 na przeżywałność neuronów. Udział apoptozy w 

śmierci neuronów ziarnistych po ostrej ekspozycji na działanie homocysteiny. 

W celu sprawdzenia jakiego rodzaju śmiercią giną neurony pod wpływem inkubacji z 

homocysteine komórki po utrwaleniu poddano działaniu wiążącego się z DNA barwnika 

fluorescencyjnego Hoechst 33258, który jest znanym, powszechnie stosowanym 

markerem jądrowym. Jak przedstawiono na Ryc.22, 24 godz. po 30 min. inkubacji 

neuronów zarówno z 25 mM homocysteiną, jak i z 1 mM glutaminianem ok. 50% 

neuronów było martwych, a 25% wykazywała objawy apoptotyczne. W obecności 0,5 |iM 
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CsA proporcja neuronów martwych po inkubacji z glutaminianem i homocysteiną obniżyła 

się do odpowiednio 32% i 22%. Po działaniu glutaminianu w obecności CsA zawartość w 

hodowli komórek wykazujących kondensację chromatyny spadała poniżej 10%, podczas 

gdy w hodowlach poddanych działaniu homocysteiny i CsA zawartość neuronów o 

wyglądzie apoptotycznym obniżała się tylko nieznacznie. Inny immunosupresant FK 506 

nie miał wpływu na wywołaną przez glutaminian i homocysteinę neurotoksyczność i 

kondensację chromatyny. 
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Ryc.22 

Wpływ cyklosporyny A (CsA) i FK 506 na ostrą ekscytotoksyczność homocysteiny i 

glutaminianu ocenianą na podstawie barwienia jodkiem propidyny (PI) oraz na 
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kondensację chromatyny i fragmentację jąder wykazaną w barwieniu odczynnikiem 

Hoechst 33258. Komórki były inkubowane przez 30 min. z 25 mM D,L-homocysteiną (A) 

lub 1 mM glutaminianem (B). Neurotoksyczność oceniano po 24 godz. N+A (PI) -

wszystkie komórki martwe wybarwione jodkiem propidyny. A (Hoechst) - komórki o 

cechach apoptotycznych wyznakowane barwnikiem fluorescencyjnym Hoechst. (X ± SD, 

n = 10). Wartości istotnie różne (p < 0,05) względem kontroli - *, względem samych 

agonistów - * * 

4.2.7 Udział stresu oksydacyjnego w neurotoksyczności homocysteiny 

Do oceny roli stresu oksydacyjnego w ostrej lub przewlekłej neurotoksyczności 

indukowanej przez homocysteinę zastosowano trzy różne typy doświadczeń. 

• Pomiar wolnych rodników tlenowych przy utyciu dichlorofluoresceiny (DCFH) 

Jak przedstawiono na Ryc.23, dwugodzinna inkubacja komórek uprzednio 

wyznakowanych barwnikiem fluorescencyjnym DCFH powodowała liniowy wzrost 

fluorescencji komórek we wszystkich grupach doświadczalnych. W przypadku komórek 

kontrolnych wzrost fluorescencji wyniósł w tym czasie 3 jednostki umowne. Inkubacja 

komórek z 1 mM glutaminianem indukowała wzrost fluorescencji o 4 jednostki. Dla 25 

mM D,L-homocysteiny ten wzrost wynosił tylko 1,25 jednostki umownej, a więc poniżej 

kontroli. Natomiast dodanie 250 \xM TBH, substancji często stosowanej do generowania 

wolnych rodników w komórkach spowodowało 14 krotny wzrost intensywności 

fluorescencji DCFH w neuronach odpowiadający wzrostowi stężenia 

wewnątrzkomórkowego wolnych rodników tlenowych. 
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Ryc.23 

Zmiany fluorescencji dichlorofluoresceiny (DCFH) w komórkach ziarnistych móżdżku 

szczura pod wpływem 25 mM D,L-homocysteiny (Hey), 1 mM glutaminianu (Glu) i 250 

|iM tert-butyHydroperoxide (TBH) 

• Wpływ substancji obniżającej stężenie wewnątrzkomórkowego glutationu na 

przeżywalność neuronów w obecności homocysteiny 

Sugerowano oddziaływanie homocysteiny na układ anty oksydacyjny związany z 

glutationem jako na możliwy mechanizm cytotoksycznego działania homocysteiny. Dla 

obniżenia wewnątrzkomórkowego stężenia glutationu został zastosowany inhibitor syntazy 

y-glutamyl-cysteiny o nazwie BSO (Wullner i wsp. 1999). Stężenia BSO dobrano tak, aby 

sam ten związek nie przyczyniał się do wzrostu śmiertelności komórek Jak ilustruje 

Ryc.24, podanie różnych stężeń (0.5-2.5 mM) BSO nie powodowało obniżenia 

przeżywalności komórek ziarnistych móżdżku szczura. Gdy BSO podawano na 24 godz. 

przed 3-dniową inkubacją z 250 D,L-homocysteiną nie obserwowano istotnego 

wzrostu neurotoksyczności homocysteiny. 
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Rye. 24 

Przeżywalność neuronów po 3 dniowej inkubacji komórek w obecności 250 uM D,L-

homocysteiny z różnymi stężeniami D,L-buthionine-[S,R]-sulfoximine (BSO). X ± SD, n 

= 6, p < 0.05. 

• Wpływ kwasu askorbinowego na przeżywalność neuronów 

Kwas askorbinowy jest endogennym antyoksydantem, którego stosowanie w terapii 

hiperhomocysteinemii było rozważane przez Bostom i wsp. (1994). W obecnej pracy 

badano neuroprotekcyjne działanie kwasu askorbinowego (wit. C) w neurotoksyczności 

homocysteiny. Witaminę C podawano w stężeniach 0,1-1,0 mM 10 min. przed dodaniem 

na 30 min. 25 mM D,L-homocysteiny (Ryc.25). Kwas askorbinowy tylko w stężeniach 100 

i 250 (iM powodował istotny wzrost przeżywalności neuronów z 56% w przypadku samej 

homocysteiny do odpowiednio 66 i 69% w przypadku łącznej inkubacji z wit.C. 
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Wpływ witaminy C na przeżywalność neuronów po 30 min. inkubacji z 25 mM D,L-

homocysteiną. X ± SD, n = 6. * - Średnie znacząco różne (p < 0.05) od efektu działania 

samej Hey. 
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V. DYSKUSJA 

Ocena strony metodycznej 

W doświadczeniach in vitro stosowano model hodowli pierwotnej neuronów 

ziarnistych móżdżku szczura. Zalety stosowania tego modelu, a także główne trendy badań 

opisuje praca przeglądowa Contestable'a z 2002. Komórki ziarniste móżdżku stanowią 

największą, homogenną populację neuronów w mózgu ssaka. Ich rozwój jest dobrze 

poznany i opisany stąd hodowla tych neuronów jest jednym z modeli z wyboru, służących 

do badania wielu komórkowych i molekularnych mechanizmów prowadzących do 

przeżycia lub śmierci komórek, a w szczególności do neurodegeneracji i neuroprotekcji. 

Jest to model szeroko stosowany w wielu laboratoriach na świecie od niemal 30 lat. Nie 

sposób tu wymienić wszystkich aspektów badanych z użyciem tego modelu. Wspomnieć 

należy, że przy użyciu tych hodowli testowano rolę czynników troficznych, wpływ 

różnych stężeń potasu lub surowicy na przeżywalność. Badano udział aktywacji genów z 

rodziny Bcl-2 i ich pro- lub antyapoptotyczną rolę w neuronach. Dalej określano wpływ 

aktywacji kaspaz czy też zmian w metabolizmie mitochondriów oraz nadmiernej produkcji 

wolnych rodników. Wreszcie badano również aspekty związane z ekscytotoksycznym 

uszkodzeniem neuronów jak aktywację receptorów dla glutaminianu czy też przeładownie 

komórek wapniem. Analizowano także różnice między śmiercią apoptotyczną, a 

nekrotyczną neuronów zachodzącą pod wpływem różnych czynników neurotoksycznych. 

Ta przytoczona za Contestabile (2002) uniwersalna przydatność hodowli pierwotnych 

neuronów ziarnistych móżdżku do badań mechanizmów neurotoksyczności i 

ekscytotoksyczności czyni z nich model z wyboru dla poznania uszkadzającego neurony 

działania homocysteiny. 

W doświadczeniach in vivo dotyczących wywołanych przez homocysteinę zaburzeń 

homeostazy wapnia i poziomu endogennego glutaminianu, zastosowano model dializy-

perfuzji hipokampa królika wprowadzony przez Ungersteda i udoskonalony przez 

Hambergera i wsp. (1985). Technika ta pozwala na jednoczesną obserwację składu płynu 

zewnątrzkomórkowego oraz podawanie związków farmakologicznie czynnych wprost do 

badanej okolicy mózgu, w tym przypadku do formacji hipokampa. Otrzymywane próbki 

dializatu nie wymagają dalszego oczyszczania przed dalszymi badaniami (np. przy użyciu 

HPLC), gdyż sonda dializacyjna jest nieprzepuszczalna dla białek i lipidów. Szybkość 

dyfuzji podawanych substancji przez błonę sondy dializacyjnej jest wystarczająco duża, by 

można było przyjąć, że ich stężenie w dializacie jest proporcjonalne do stężenia w 
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przestrzeni zewnątrzkomórkowej. Wcześniejsze badania wykazały, że wydajność dializy 

dla aminokwasów przy użyciu stosowanej w tej pracy metody wynosi 40% (Lehman i wsp. 

1983), a dla jonów wapnia 22% (Lazarewicz i wsp. 1986). Metoda ta nie jest w pełni 

adekwatna dla oznaczania bezwzględnych ilości badanych związków w płynie 

międzykomórkowym, stąd wszystkie zmiany stężeń przedstawiono w jednostkach 

względnych, mianowicie w procentach wartości kontrolnej. 

Zgodnie z założeniami tej pracy, badając rolę receptorów NMDA w 

ekscytotoksyczności homocysteiny w doświadczeniach in vitro i in vivo jako kontrolę 

pozytywną w stosunku do homocysteiny stosowano glutaminian lub NMDA. Wyniki jakie 

otrzymano były porównywalne z danymi literaturowymi. 

Dla sprawdzenia czy efekt działania D,L-homocysteiny [HS-(CH2)2-CH(NH2)-COOH] 

jest swoisty dla niej, jako kontrolę zastosowano dwa inne aminokwasy siarkowe, a 

mianowicie L-metioninę H3CS-(CH2)2-CH(NH2)-COOH] i L-cysteinę [HS-(CH2)-

CH(NH2)-COOH]. Badano przeżywalność neuronów w obecności tych aminokwasów 

podawanych w identycznych stężeniach jak D,L-homocysteinę czyli 25 mM lub 12,5 mM. 

To dwukrotnie mniejsze stężenie wynikło z faktu, że tylko forma L-homocysteiny jest 

czynna biologicznie (Van Aerts i wsp. 1993; Lipton i wsp. 1997, Weiss 2005). Wykazano, 

że tak cysteina jak i metionina w obydwu stężeniach nie wpływały na przeżywalność 

neuronów (wyników nie przedstawiono w tej rozprawie). Wydaje się zatem, że za skutki 

działania homocysteiny odpowiedzialne są jej swoiste właściwości. Niestety z powodów 

technicznych niemożliwe było przeprowadzenie doświadczeń z formą D-homocysteiny dla 

potwierdzenia lub wykluczenia jej aktywności biologicznej. Enancjomery D lub L nie są 

dostępne w sprzedaży ze względu na bardzo krótki okres trwałości, rzędu kilku godz., i to 

przy zachowaniu specjalnych warunków przechowywania. 

Rola ekscytotoksyczności w neurotoksycznym działaniu homocysteiny 

W tej rozprawie była testowana hipoteza, że pierwotnym mechanizmem 

ekscytotoksycznego działania homocysteiny może być ekscytotoksyczność. Nie jest to 

nowa sugestia; już przed 9 laty Kim i Pae (1996) postulowali taki mechanizm 

neurodegeneracji wywołanej przez homocysteinę, wskazując na receptory NMDA jako na 

białka pośredniczące w tym procesie. Dalsze badania Kim'a prowadzone pod 

kierownictwem Liptona doprowadziły do sprecyzowania warunków w jakich receptor 

NMDA może być aktywowany przez homocysteinę (Lipton i wsp. 1997). Okazało się, że 

do tego jest konieczny znaczny wzrost stężenia glicyny w środowisku. Ponieważ 
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homocy Steina wykazuje nie tylko powinowactwo do miejsca wiążącego kwas 

glutaminowy, ale także blokuje miejsce glicyno we, hamując tym samym aktywację kanału 

NMDA, konieczny jest nadmiar glicyny do wyparcia homocysteiny z miejsc 

modulatorowych. Znaczny i długotrwały wzrost stężenia glicyny w płynie 

zewnątrzkomórkowym mózgu jest zjawiskiem rzadkim i trudno z nim wiązać ujawnienie 

się przewlekłej neurotoksyczności homocysteiny. Dlatego ostatnio uwagę środowiska 

naukowego przykuwała alternatywna hipoteza wiążąca mechanizm uszkadzającego 

działania homocysteiny na neurony z zaburzeniami metabolizmu grup metylowych. W 

hiperhomocysteinemii nagromadzona w komórce S-adenozylohomocysteina (SAH) jest 

silnym kompetycyjnym antagonistą wielu metylotransferaz (Yudkoff 1999), co w 

konsekwencji, przy długotrwałym działaniu, może prowadzić do ograniczenia naprawy 

uszkodzonego DNA i do apoptotycznej śmierci komórki (Duan i wsp. 2002; Kruman i 

wsp. 2000, 2002). Istnieje możliwość, że oba te mechanizmy współuczestniczą w 

przewlekłej neurotoksyczności homocysteiny. 

W swojej rozprawie wracam do hipotezy obciążającej ekscytotoksyczność 

odpowiedzialnością za neurotoksyczne działanie homocysteiny, zakładając jednak istnienie 

nowego, bardziej prawdopodobnego mechanizmu receptorowego tego zjawiska, niż 

sugerowane przez Liptona i wsp. (1997) zaangażowanie wyłącznie receptorów NMDA 

przy wysokim stężeniu glicyny. Przyjmując za podstawę klasyczną definicję 

ekscytotoksyczności, jako uszkodzenia neuronów spowodowanego nadmiernym lub 

długotrwałym pobudzeniem receptorów glutaminianergicznych (Olney 1971), dla 

weryfikacji hipotezy o ekscytotoksyczności homocysteiny przyjęłam jako kryterium 

wykazanie neuroprotekcyjnego działania antagonistów receptorów dla pobudzających 

aminokwasów w neurotoksyczności homocysteiny. W celu uniknięcia nakładania się 

ekscytotoksyczności będącej głównym przedmiotem moich badań na mechanizm związany 

z możliwym metabolicznym efektem homocysteiny, co mogłoby komplikować efekty 

przedłużającej się ekspozycji komórek na ten aminokwas, do badań zastosowano głównie 

model ostrej ekscytotoksyczności. Ten wybór pociąga za sobą pewne konsekwencje. W 

tym modelu konieczne jest stosowanie znacznie wyższych stężeń agonistów receptorów 

przy skróconym czasie ekspozycji w porównaniu do modelu chronicznego. Obniżenie 

przeżywalności i uszkodzenie komórek występuje z opóźnieniem. Ponadto stężenie 

homocysteiny stosowane w takim modelu jest zupełnie nieadekwatne do stężeń jakie 

można spotkać we krwi i płynach ustrojowych w hiperhomocysteinemii, która jest z natury 

stanem chronicznym. Ten model może jedynie przybliżać warunki jakie mogą zaistnieć in 
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vivo. Model ostrej neurotoksyczności jest natomiast szczególnie przydatny dla ujawnienia 

mechanizmów jakie zachodzą podczas ekspozycji komórek na działanie agonistów. 

Wyniki uzyskane w ostrym modelu weryfikowano w chronicznym modelu 

eksperymentalnym, gdzie stosowano stężenia homocysteiny porównywalne do 

występujących u pacjentów z hiperhomocysteinemią. 

Jak wykazały wcześniejsze badania (Kim i wsp. 1996) homocysteina jest słabą 

neurotoksyną. Efekt cytotoksyczny 16-22 godzinnej inkubacji neuronów ziarnistych był 

obserwowany dopiero przy jej stężeniach powyżej 10" M. Dane ze stosowanego w 

obecnej pracy modelu ostrej toksyczności homocysteiny potwierdzają powyższe wyniki, 

ponieważ do uzyskania porównywalnej neurodegeneracji komórek potrzeba o dwa rzędy 

wyższego stężenia D,L-homocysteiny niż L-glutaminianu. Nawet jeśli przyjąć, że 

prawdopodobnie tylko forma L jest aktywna biologicznie (Van Aerts i wsp. 1993; Lipton i 

wsp. 1997; Weiss 2005), to używane w tych doświadczeniach stężenia są nieporównanie 

wyższe od tych, które występują we krwi pacjentów z homocysteinemią (Scott 1999; 

Yudkoff 1999). Należy jednak podkreślić, że podobnie jak w pracy Liptona i wsp. (1997), 

także w moich badaniach obserwowałam przewlekłe neurotoksyczne działanie 

homocysteiny stosowanej w wysokich stężeniach mikromolarnych zbliżonych do 

wykrywanych w klinice. Wyniki uzyskane w tej pracy wskazują, że neurony ziarniste 

móżdżku w hodowli pierwotnej są skutecznie chronione przez antagonistów receptorów 

dla glutaminianu zarówno przed ostrym jak i przewlekłym toksycznym działaniem 

homocysteiny. Warunkiem uzyskania niemal pełnej neuroprotekcji jest jednak 

zastosowanie kombinacji antagonistów receptorów NMDA i mGluR GI. Stosowanie 

wymienionych antagonistów oddzielnie powodowało natomiast bardzo słabe działanie 

neuroprotekcyjne. Oznacza to istnienie nowych interesujących uwarunkowań 

receptorowych, co będzie przedmiotem dalszych rozważań. Tym nie mniej, uzyskane 

wyniki potwierdzają, że homocysteina jest ekscytotoksyną, a w konsekwencji 

wywoływane przez nią działanie uszkadzające neurony można zakwalifikować jako 

ekscytotoksyczność. Praktycznie pełna neuroprotekcja, uzyskana w komórkach ziarnistych 

móżdżku poddanych działaniu homocysteiny w obecności kombinacji antagonistów 

receptorów NMDA i mGluR GI zarówno w eksperymentach ostrych jak i przewlekłych 

wskazuje na to, że w neuronach wykazujących wysoką ekspresję tych receptorów dla 

glutaminianu, jakimi są komórki ziarniste móżdżku, ekscytotoksyczność odgrywa 

pierwotną i decydującą rolę w neurotoksyczności homocysteiny. W stosowanym w tej 

pracy modelu doświadczalnym inne mechanizmy, w tym sugerowane w literaturze 
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zaburzenia metylacji (Duan i wsp. 2002; Kruman i wsp. 2000, 2002), nie wydają się mieć 

istotnego znaczenia dla przeżycia neuronów w warunkach ekspozycji na homocysteinę. 

Hipoteza o roli tego mechanizmu w neurotoksyczności homocysteiny wykracza poza 

zakres mojej rozprawy. 

Receptorowe mechanizmy ekscytotoksyczności indukowanej przez homocysteinę 

Jak wspomniano powyżej, punktem wyjścia dla badań przedstawionych w tej 

rozprawie była hipoteza przypisująca receptorom NMDA kluczową rolę w 

ekscytotoksyczności homocysteiny (Kim i wsp. 1996; Lipton i wsp. 1997). Ponadto 

ogólnie przyjmuje się, że konwencjonalne, związane z wapniem mechanizmy 

ekscytotoksycznego uszkodzenia neuronów wywołanego przez kwas glutaminowy lub 

NMDA zachodzą za pośrednictwem tych receptorów (Choi 1994; Berridge i wsp. 1998). 

Wyniki tej rozprawy potwierdzają współudział receptorów NMDA w neurotoksyczności 

homocysteiny, jednak wskazują, że tym receptorom nie można przypisać wyłącznej 

odpowiedzialności za badany efekt. Już autorzy wiążący neurotoksyczność homocysteiny z 

jej powinowactwem do receptorów NMDA sugerowali liczne ograniczenia aktywacji tego 

szlaku neurotoksyczności. Homocysteina jak również inne aminokwasy siarkowe łatwo 

reaguje z NO tworząc S-nitrozohomocysteinę. W ten sposób homocysteina inaktywuje 

nadmiar NO, który wytwarza się i bierze udział w neurotoksyczności indukowanej poprzez 

aktywację receptorów NMDA. Ekscytotoksyczny potencjał S-nitrozohomocysteiny jest 

znacznie niższy od homocysteiny (Kim 1999). Jak wykazali D'Emilia i wsp. (1999), 

neurotoksyczność lub neuroprotekcja zależy od stosunku S-nitrozohomocysteiny do 

homocysteiny i innych tioli. Jednakże najważniejszym mechanizmem łagodzącym skutki 

wywoływanej przez homocysteinę ekscytotoksyczności zachodzącej za pośrednictwem 

receptorów NMDA może być blokowanie przez homocysteinę miejsca wiążącego glicynę 

w receptorze NMDA (Lipton i wsp. 1997). Ci autorzy pokazali, że glicyna podawana w 

wysokich stężeniach (>50 p,M) wypiera homocysteinę z tego miejsca co przyczynia się do 

aktywacji kanału NMDA i wyzwolenia neurotoksyczności homocysteiny. Wykazali oni 

również, że bezkompetycyjni antagoniści receptora NMDA, MK-801 i memantyna, 

zapobiegają neurotoksyczności w hodowli neuronów poddanych przewlekłemu działaniu 

100 jiM homocysteiny i 50 jiM glicyny. Stąd w opisywanych w tej rozprawie 

doświadczeniach stosowano 50 |^M glicynę i MK-801 jako narzędzia do testowania roli 

receptorów NMDA w neurotoksyczności homocysteiny. 
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Zgodnie z wcześniejszymi danymi Liptona i wsp. (1997), w eksperymentach 

przedstawionych w tej rozprawie ostra neurotoksyczność homocysteiny jest silniej 

wyrażona w obecności 50 \.iM glicyny. Ten wzrost choć istotny statystycznie nie 

przekracza 75%. Te dane różnią się od wyników uzyskanych w pracach grupy Liptona. 

We wcześniej publikowanych pracach tych autorów dodanie 50 jiM glicyny potęgowało 

przewlekłą neurotoksyczność homocysteiny i zwiększało trzykrotnie ubytek neuronów 

inkubowanych przez 24 godz. z 1 mM homocysteiną (Lipton i wsp. 1997; Kim 1999). 

Bardziej istotne różnice pomiędzy danymi z modelu chronicznego Liptona i wynikami 

pochodzącymi z modelu ostrego i przewlekłego stosowania homocysteiny 

przedstawionymi w tej rozprawie, dotyczą działania MK-801. W naszych eksperymentach 

ten antagonista receptorów NMDA słabo obniżał neurotoksyczność wywoływaną przez 

homocysteinę, znosząc wyłącznie wzmacniający efekt dodania 50 |iM glicyny. W 

eksperymentach Liptona neuroprotekcja wywoływana przez MK-801 była praktycznie 

całkowita. Tych rozbieżności nie można wiązać z różnymi stężeniami MK-801 

stosowanymi w doświadczeniach grupy Liptona i przez nas (odpowiednio 10 jiM i 0,5 

HM), ponieważ w naszych badaniach podanie 0,5 |iM MK-801 skutecznie zapobiegało 

neurotoksyczności glutaminianu. Wydaje się, że mogą one częściowo wynikać z różnic w 

modelach komórkowych (komórki ziarniste móżdżku, a neurony korowe) i protokołach 

stosowanych w eksperymentach: w czasach ekspozycji i stężeniach homocysteiny. Nie 

mamy obecnie pełnego wyjaśnienia dla przyczyn różnic między wynikami poprzednich 

badaczy, a rezultatami tej rozprawy. Nasze eksperymenty dotyczące przewlekłej (3 

dniowej) neurotoksyczności D,L-homocysteiny wykazały, że przy niższych stężeniach 

tego aminokwasu rzędu 75 - 250 |j,M neurotoksyczność była silniej pobudzana przez 50 

[iM glicynę, czyniąc te wyniki podobnymi do znanych z obserwacji Liptona i wsp. (1997) i 

Kima (1999). Jednak w obecności 1 mM D,L-homocysteiny pobudzający efekt 50 fxM 

glicyny zanikał, czego nie obserwował Kim (1999). Ponadto nasze wyniki uzyskane w tym 

samym modelu chronicznym przy stosowaniu 250 fiM D,L-homocysteiny, podobnie jak w 

doświadczeniach dotyczących ostrej toksyczności homocysteiny wykazały bardzo słaby 

efekt neuroprotekcyjny samego MK-801, co jest w sprzeczności z poprzednio 

publikowanymi badaniami. Różnice w modelu komórkowym mogą odgrywać tu 

najistotniejszą rolę. O ile Lipton i wsp. (1997) oraz Kim (1999) a także D'Emilia i Lipton 

(1999) stosowali hodowle neuronów korowych, pierwszą pracę opisującą zależną od 

receptorów NMDA toksyczność homocysteiny wykonano, podobnie jak moje badania, na 

komórkach ziarnistych móżdżku (Kim i Pae 1996). Jednak ci autorzy nie stosowali MK-
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801, a innych antagonistów receptorów NMDA: APV i kwas 7-Cl-kynureninowy, które 

tylko częściowo hamowały neurotoksyczność homocysteiny. Kim i Pae nie określili 

jednoznacznie natury składowej toksyczności homocysteiny, która nie była wrażliwa na 

działanie antagonistów receptorów NMDA. 

Wyniki tej rozprawy nie tylko potwierdzają ekscytotoksyczne działanie homocysteiny, 

ale także wskazują na złożony receptorowy mechanizm tego efektu wychodzący poza 

udział wyłącznie receptorów NMDA. Są to nowe obserwacje, poprzednio nie 

prezentowane w literaturze dotyczącej działania homocysteiny na układ nerwowy. Oprócz 

komponenty zależnej od aktywacji receptora NMDA, o której świadczy zgodnie z 

wcześniejszymi danymi (Lipton i wsp. 1997), wzmacniający wpływ glicyny w wysokich 

stężeniach, nasze eksperymenty ujawniły jeszcze jeden składnik tego zjawiska, który jest 

niewrażliwy na bezkompetycyjnego antagonistę receptora NMDA, MK-801. LY367385, 

antagonista receptora metabotropowego grupy I selektywny wobec mGluRl, podobnie jak 

MK-801 podawane oddzielnie tylko nieznacznie obniżają ostrą neurotoksyczność 

homocysteiny. Jednakże te związki podawane łącznie powodują niemal całkowitą 

neuroprotekcję. Ponadto wykazałam, że agonista receptorów metabotropowych grupy I 

(mGluR GI), selektywny wobec mGluR5, t-ADA indukuje uszkodzenie i śmierć 

neuronów. Przewlekłej neurotoksyczności homocysteiny zapobiega też stosowanie wraz z 

MK-801 antagonisty mGluR5, MPEP. Zatem receptory metabotropowe należące do grupy 

I pośredniczą w ekscytotoksyczności skierowanej wobec komórek ziarnistych móżdżku i 

wraz z receptorami NMDA mogą uczestniczyć w neurotoksyczności wywoływanej przez 

homocysteinę. 

Rola receptorów metabotropowych dla glutaminianu grupy I w mechanizmach 

neurotoksyczności była wielokrotnie postulowana i demonstrowana doświadczalnie 

(przegląd informacji zawiera praca Pilca - 2003). Ich pobudzenie prowadzi do aktywacji 

fosfolipazy C i pobudzenia związanych z nią szlaków transdukcji sygnału: aktywacji 

kinazy białkowej C i mobilizacji wapnia wewnątrzkomórkowego. W komórkach 

nerwowych skutkiem aktywacji mGluR GI jest wzmocnienie przepływu jonów przez 

receptory NMDA przy zwiększeniu pobudliwości komórek na skutek hamowania kanałów 

potasowych i pobudzenia nieselektywnych kanałów przepuszczalnych dla sodu, a w 

efekcie potęgowanie neurodegeneracji zachodzącej za pośrednictwem receptorów NMDA 

(Bruno i wsp. 1995; Conn i wsp. 1997). Można więc oczekiwać neuroprotekcyjnego 

działania antagonistów receptorów metabotropowych grupy I w warunkach nadmiernego 

pobudzenia receptorów NMDA. Istotnie, badania na hodowlach pierwotnych neuronów 
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mózgu potwierdzają, że zarówno antagoniści mGluRl jak i mGluR5 hamują 

ekscytotoksyczność (Bruno i wsp. 1999, 2000; Battaglia i wsp. 2001). 

Do testowania czy mGluRs grupy I mGluRl i mGluR5 odgrywają rolę w ostrej i 

przewlekłej neurotoksyczności homocysteiny w hodowli neuronów ziarnistych wybrano 

jako narzędzia farmakologiczne: LY367385, MPEP i t-ADA. LY367385 jest selektywnym 

antagonistą mGluRs grupy I z większym powinowactwem do podtypu mGluRl a niż do 

mGluR5a. Ten związek był stosowany w wielu badaniach na komórkach hipokampa, 

prążkowia czy na komórkach Purkinjego (Nakamura i wsp. 2000; Pisani i wsp. 2001; 

Miniaci i wsp. 2001; Mannaioni i wsp. 2001). MPEP, to antagonista receptorów mGluR5. 

Związek ten stosowano w wielu wcześniejszych eksperymentach przez licznych autorów 

(Rae i wsp. 2004; Blaabjerg i wsp. 2003; Domenici i wsp. 2004; Movsesyan i wsp. 2004). 

Nasze wyniki wskazują, że LY367385 i MPEP podane oddzielnie nie mają istotnego 

wpływu na ostrą neurotoksyczność indukowaną przez homocysteinę przy braku glicyny, 

natomiast w obecności 50 \xM glicyny LY367385 wykazuje zależną od dawki 

neuroprotekcję. W przypadku podawania LY367385 lub MPEP łącznie z antagonistą 

receptorów NMDA MK-801 uzyskano zależną od dawki neuroprotekcję, przy czym 

LY367385 wykazał silniejsze od MPEP działanie neuroprotekcyjnie. Te wyniki sugerują, 

że oba podtypy receptorów metabotropowych należących do grupy I biorą udział w ostrej 

ekscytotoksyczności homocysteiny. O ile rola podtypu mGluRl w ekscytotoksyczności 

jest powszechnie akceptowana (Mukhin i wsp. 1996; Faden i wsp. 2001, Meli i wsp. 

2002), są opinie (O'Leary i wsp. 2000; Movsesyan i wsp. 2001; Meli i wsp. 2002), że 

hamowanie mGluR5 daje efekty neuroprotekcyjne tylko przy wysokich stężeniach 

antagonistów, w których mają one działanie hamujące na receptory NMDA. Jednak należy 

pamiętać, że w eksperymentach opisanych w tej rozprawie także gdy receptory NMDA 

były zahamowane przez bezkompetycyjnego antagonistę tych receptorów MK-801, 

antagonista mGluR5, MPEP hamował neurotoksyczność homocysteiny w sposób zależny 

od dawki. Ten wynik jest nowym elementem w sporze o udział mGluR5 w mechanizmach 

neurotoksyczności, potwierdzającym niewątpliwy współudział mGluR5 w 

neurotoksyczności homocysteiny w komórkach ziarnistych móżdżku. 

Dodatkowym argumentem może być wynik eksperymentu z użyciem t-ADA, który to 

związek podany w niskim stężeniu 10 |iM, imituje efekt działania homocysteiny i również 

indukuje znaczącą neurodegenerację. Ten związek jest agonistą mGluR5 i mGluRl, z 

preferencją do mGluR5. Stosowano go w wielu wcześniejszych badaniach (Kozikowski i 

wsp. 1993; Manahan-Vaughan i wsp. 1996 a,b; Klein i wsp. 1997). Wykazano też, że t-
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ADA działa również jako koagonista z glicyną na receptor NMDA NRl-la/NR2A, 

jednakże ten efekt jest widoczny w wysokich stężeniach, powyżej 10~3 M (Contractor i 

wsp. 1998), nie ma więc odniesienia do naszych eksperymentów in vitro. Interesujące, że 

w badaniach na kulturach neuronów korowych wykazano, że t-ADA potęguje działanie 

neurotoksyczne NMDA przy braku własnych właściwości ekscytotoksycznych (Bruno i 

wsp. 1995), podczas gdy wyniki naszych badań ujawniły taką aktywność. 

Masgrau i wsp. (2001) przy użyciu różnych agonistów i antagonistów mGluRs 

pokazali, że w komórkach ziarnistych móżdżku aktywacja fosfolipazy C i mobilizacja 

wewnątrzkomórkowego wapnia zachodzi wyłącznie za pośrednictwem receptora mGluRl. 

Natomiast Rae i wsp. (2004) dowodzą, że w komórkach CA1 hipokampa uwalnianie 

wapnia z ER zachodzi za pośrednictwem obydwu podtypów receptorów: mGluRl i 

mGluR5, a działanie to jest synergistyczne. W oparciu o zaobserwowane przez nas efekty 

antagonistów i agonistów użytych w ostrych i przewlekłych doświadczeniach, można 

wyciągnąć wniosek, że zarówno mGluRl jak i mGluR5 z preferencją jednak tego 

pierwszego, uczestniczą w neurotoksyczności homocysteiny w komórkach ziarnistych 

móżdżku. 

Obserwacja, że homocysteina indukuje swój efekt neurotoksyczny częściowo poprzez 

receptory mGluRs należące do grupy I można powiązać z danymi z literatury odnośnie 

oddziaływania licznych innych aminokwasów siarkowych z receptorami mGluRs grupy I: 

mGluRl a i mGluR5a. Dotyczy to L-izomerów tych związków, a mianowicie: cysteiny, 

sulfinianu cysteiny, siarczanu-O-seryny i sulfinianu homocysteiny (Aramori i wsp. 1992; 

Porter i wsp. 1993; Gorman i wsp. 1994; Kingston i wsp. 1998). Jednakże takiego 

uogólnienia nie można stosować do wszystkich aminokwasów zawierających siarkę. 

Kingston i wsp. (1998) opisał brak aktywacji grupy I mGluRs przez kwas L-

homocysteinowy. 

Istnieją również różnice pomiędzy różnymi aminokwasami siarkowymi w ich 

oddziaływaniu na transport i uwalnianie glutaminianu z komórek(GriffIths i wsp. 1989; 

Grieve i wsp. 1991; Dunlop i wsp. 1991, 1992; Croucher i wsp. 2001), co przyczynia się 

do wzrostu stężeń glutaminianu w przestrzeni zewnątrzkomórkowej. Wyniki badań innych 

autorów wykazały, że zaleganie glutaminianu w przestrzeni zewnątrzkomórkowej i jego 

udział w pobudzaniu receptorów mGluRs jest znaczny w przypadku L-cysteinianu i 

sulfinianu L-cysteiny, natomiast ten efekt jest bez znaczenia przy neurotoksycznym 

działaniu sulfinianu L-homocysteiny (Gorman i wsp. 1994). Wyniki naszych badań 

mikrodializacyjnych połączonych z badaniem poziomu aminokwasów w dializacie 
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wykazały, że podawanie homocysteiny w medium dializacyjnym skutkuje tylko 

nieznacznym wzrostem stężenia glutaminianu w dializacie. Analogiczne rezultaty 

uzyskano badając stężenie glutaminianu w medium inkubacyjnym w ostrych 

eksperymentach z użyciem hodowli pierwotnych neuronów ziarnistych móżdżku szczura. 

Te wyniki potwierdzają hipotezę, że homocySteina, może bezpośrednio działać na 

receptory mGluRs grupy I, które pośredniczą w neurotoksyczności wywoływanej przez 

homocysteinę, a jej działanie wtórne poprzez nagromadzający się glutaminian jest mało 

prawdopodobne. 

Indukowane przez homocysteine mechanizmy transdukcji sygnału w receptorach dla 

pobudzających aminokwasów 

Potwierdzony w tej pracy współudział receptorów NMDA w mechanizmie 

ekscyto toksycznej śmierci neuronów wywołanej przez homocy steinę nakazuje zbadanie, 

jaki jest wpływ homocysteiny na pobieranie wapnia przez neurony, zwłaszcza na ich 

napływ do neuronów przez kanały receptorów NMDA. W warunkach fizjologicznych jony 

wapnia pełnią w tych receptorach funkcję przekaźnika aktywującego zależne od wapnia 

szlaki transdukcji sygnału, natomiast patologicznie wysoki napływ wapnia i wzrost jego 

stężenia wewnątrz komórki powoduje uszkodzenie i śmierć neuronów. Choć wzrost 

wewnątrzkomórkowego stężenia jonów wapnia jest ważnym wskaźnikiem potencjalnych 

patologicznych procesów, to jednak uważa się, że całkowita ilość nagromadzonych jonów 

wapnia decyduje o tym czy komórka ulegnie degeneracji (Eimerl i wsp. 1994; Hartley i 

wsp. 1993; Lu i wsp. 1996). Napływ znakowanego wapnia do neuronów podczas krótkiej 

(5-10 min.) inkubacji z ekscytotoksyną jest dobrym miernikiem ich obciążenia wapniem. 

W eksperymentach przedstawionych w tej rozprawie porównywano neurotoksyczność z 

napływem 45Ca wywoływanym przez glutaminian, NMDA i homocysteinę podaną wraz z 

glicyną. Zgodnie z wcześniejszymi doniesieniami (Eimerl i wsp. 1994; Hartley i wsp. 

1993; Lu i wsp. 1996) w przypadku glutaminianu i NMDA występuje duża zgodność 

między napływem znakowanego wapnia do komórek i neurotoksycznością. Natomiast w 

przypadku homocysteiny znacznemu zwyrodnieniu neuronów towarzyszy tylko niewielkie 

pobudzenie pobierania radioaktywnego wapnia. Nasze wyniki pochodzące z badań 

hodowli pierwotnych neuronów wykazały, że wywołany przez homocysteinę napływ 

zewnątrzkomórkowego wapnia do neuronów jest bardzo słabo wyrażony i zupełnie nie 

odpowiada tak wysokiej neurotoksyczności homocysteiny. Można więc spekulować, że 

czynnikiem odpowiedzialnym za neurotoksyczność homocysteiny może być wzrost 
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wewnątrzkomórkowego stężenia wapnia spowodowany mobilizacją wapnia pochodzącego 

z zasobów wewnątrzkomórkowych, podczas gdy niewielki napływ jonów wapnia z 

zewnątrz mógłby odgrywać jedynie rolę regulatorową. To przypuszczenie nasuwają także 

wyniki naszych badań z użyciem mikrodializy hipokampa królika, które wskazują, że w 

odróżnieniu od NMDA aktywującego napływ wapnia do neuronów, homocysteina 

indukuje wyrzut znakowanego wapnia z wewnętrznych magazynów, a proces ten zależy od 

aktywacji zarówno receptorów NMDA jak i receptorów metabotropowych należących do 

grupy I (Lazarewicz i wsp. 2003). 

Istotnie, wyniki uzyskane w modelu in vivo z zastosowaniem sondy mikrodializacyjnej 

pokazują, że w przeciwieństwie do NMDA, który powodował zależny od stężenia spadek 

radioaktywności 45Ca w dializacie z rejonu hipokampa królika, homocysteina indukowała 

zależny od stężenia wyrzut 4?Ca do dializatu. MK-801, bezkompetycyjny antagonista 

receptorów NMDA w różnym stopniu wpływał na te efekty obydwu związków, silnie 

hamował działanie NMDA, a słabo efekt homocysteiny. Natomiast LY367385, antagonista 

mGluRs grupy I, hamował wywołany przez homocysteinę wyrzut 45Ca, a t-ADA agonista 

mGluRs grupy I, w tych samych warunkach eksperymentalnych, indukował wyrzut 

radioaktywnego wapnia do dializatu. Zatem, wydaje się, że obserwowany efekt działania 

homocysteiny może zachodzić głównie za pośrednictwem receptorów mGluRs grupy I 

związanych z fosfolipazą C i mobilizacją wewnątrzkomórkowych zasobów wapnia przy 

udziale IP3, jednak przy udziale aktywacji receptorów NMDA, co by prowadziło do 

napływu wapnia zewnątrzkomórkowego. 

Obecnie uzyskane dane są zgodne z wcześniejszymi obserwacjami (Lazarewicz i wsp. 

1993), że NMDA indukuje zachodzący za pośrednictwem receptorów NMDA spadek 

wypływu radioaktywnego wapnia z hipokampa królika. Wykazano też poprzednio, że 

zgodnie z właściwościami funkcjonalnymi receptora NMDA, glicyna wzmaga ten efekt, a 

MK-801 go hamuje (Lazarewicz i wsp. 1992). We wcześniejszych eksperymentach z 

użyciem mikrodializy hipokampa królika udowodniono, że spadek zawartości 45Ca w 
• • 2"ł" • dializacie odpowiada jednoczesnemu spadkowi stężenia Ca w przestrzeni 

międzykomórkowej (Lazarewicz i wsp. 1986; Lazarewicz i wsp. 1995). Tak więc w tych 

warunkach eksperymentalnych, wywołany przez NMDA, wrażliwy na MK-801 spadek 

wypływu 4?Ca z hipokampa królika jest odbiciem aktywacji kanału NMDA i napływu 

wapnia do neuronów. 

W przeciwieństwie do tego dobrze poznanego efektu działania NMDA, podanie 

homocysteiny przez sondę dializacyjną do hipokampa królika indukowało, zależny od 

82 
http://rcin.org.pl



dawki tego aminokwasu, wyrzut 4?Ca do dializatu. Podobny efekt był już wcześniej 

obserwowany w naszej pracowni w doświadczeniach dializacyjnych, gdy szczurom, a nie 

królikom w analogiczny sposób podawano do hipokampa NMDA (Lazarewicz i wsp. 

1997). Wykazano wówczas, że ten efekt, zachodzący za pośrednictwem receptorów 

NMDA, odzwierciedla wywołany przez wapń wyrzut wapnia (CICR) z 

wewnątrzkomórkowych magazynów wapnia w ER przez obficie występujące w neuronach 

hipokampa szczura kanały rianodynowe (Lazarewicz i wsp. 1998). Nie obserwowano 

jednak tego efektu NMDA u królika, ponieważ ich ekspresja w hipokampie królika jest 

niska w przeciwieństwie do hipokampa szczura (Salinska i wsp. 2000). Z tych powodów 

wywołany przez homocysteinę wyrzut 45Ca do dializatu hipokampa królika wydaje się nie 

być związany z aktywacją receptorów rianodynowych. Prawdopodobnym wytłumaczeniem 

tego efektu może być wiązanie go z mobilizacją wewnątrzkomórkowego wapnia poprzez 

kanały wrażliwe na IP3, zachodzącą za pośrednictwem mGluRs grupy I. Tę hipotezę 

testowano przy użyciu LY367385, selektywnego antagonistę mGluRl grupy I. Znaczące 

zahamowanie przez ten związek wywoływanego przez homocysteinę wyrzutu 45Ca 

sugeruje, że mGluRs grupy I związane z fosfolipazą C mają swój istotny udział w tym 

procesie. Dodatkowym potwierdzeniem tej tezy jest wynik uzyskany po podaniu przez 

sondę mikrodializacyjną t-ADA, związku który jest agonistą mGluRs grupy I. W tym 

wypadku również nastąpił wzrost wyrzutu 45Ca do dializatu. Należy jednak pamiętać, że 

jest to agonista podtypu mGluR5, który w wyższych stężeniach (powyżej 10" M) może 

współdziałać jako koagonista z glicyną i aktywować miejsce modulatorowe na 

podjednostkach NRl-la/NR2A receptora NMDA (Contractor i wsp. 1998). Zatem wyniki 

uzyskane z zastosowaniem mikrodializy i detekcji wypływu znakowanego wapnia z 

hipokampa królika służyły za wymagającą potwierdzenia wskazówkę, że wywoływany 

przez homocysteinę wyrzut 4?Ca jest odbiciem mobilizacji wewnątrzkomórkowego 

wapnia, w której pośredniczą mGluRs należące do grupy I. Ponadto bazując na efektach 

antagonistów i agonistów receptorów mGluRs grupy I użytych w tych badaniach in vivo, 

można sądzić, że oba podtypy receptorów mGluRs grupy I, a mianowicie mGluRl czy 

mGluR5, są odpowiedzialne za efekt działania homocysteiny. Należy jednak zachować w 

tej sprawie ostrożność, ponieważ w eksperymentach mikrodializacyjnych substancje 

farmakologiczne podawane za pośrednictwem sondy są w relatywnie wysokich stężeniach, 

aby pokonać barierę przepuszczalności. Wiadomo, że selektywność względem podtypów 

mGluR wielu dostępnych antagonistów i agonistów podawanych w wysokich stężeniach 

jest ograniczona (Montoliu i wsp. 1997). 
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W badaniach in vivo MK-801, bezkompetycyjny antagonista receptorów NMDA, 

nieznacznie obniżał wywołany przez homocysteinę wyrzut 45Ca, co wskazuje, że receptory 

NMDA biorą niewielki udział w tym procesie. Ponadto glicyna, która była podawana w 

nadmiernym stężeniu, aby wyeliminować wywoływaną przez homocysteinę blokadę 

miejsca glicynowego w receptorze NMDA (Lipton i wsp. 1997), silnie wzmacniała wyrzut 

radioaktywnego wapnia do dializatu. Działanie glicyny może mieć jednak złożony 

charakter. Z jednej strony, wcześniejsze eksperymenty z użyciem mikrodializy wykazały, 

że glicyna silnie wzmaga wywołany przez NMDA spadek wypływu 45Ca w hipokampie 

królika co może świadczyć o pozytywnej modulacji przez glicynę receptorów NMDA 

także w mózgu in vivo (Lazarewicz i wsp. 1992). Z drugiej strony Nicoletti (1989) 

wykazał, że glicyna wzmaga odbywającą się za pośrednictwem mGluRs hydrolizę 

fosfoinozytoli w hodowlach neuronów. Jest więc prawdopodobne, że na tej drodze nie 

związanej z aktywacją receptora NMDA glicyna wzmaga obserwowany przez nas 

wywoływany przez homocysteinę wyrzut 45Ca. 

Konkluzja, że w mechanizmie obserwowanego w eksperymentach mikrodializacyjnych 

wyrzutu 4?Ca pod wpływem homocysteiny uczestniczą zarówno receptory mGluRs grupy I 

jak i receptory NMDA jest częściowo zgodna z wcześniejszymi wynikami uzyskanymi na 

hodowlach neuronów (Gorman i wsp. 1994). Autorzy ci twierdzili, że w ich 

eksperymentach hydroliza fosfoinozytoli indukowana przez pobudzające aminokwasy 

siarkowe odbywa się głównie przy udziale receptorów NMDA, a w przypadku L-

cysteinianu, sulfinianu L-cysteiny i sulfinianu L-homocysteiny mGluRs odgrywają 

dodatkową rolę. Mechanizm tego zjawiska pozostaje jednak niejasny. Jak wspomniano 

powyżej, również t-ADA, agonista mGluRs grupy I, który to związek w naszych 

eksperymentach stymulował wyrzut 45Ca, wydaje się posiadać słaby dodatkowy składnik 

aktywujący kanał NMDA (Contractor i wsp. 1998). Zatem wyniki otrzymane w 

eksperymentach in vivo wykazują, że wyrzut 45Ca prawdopodobnie odzwierciedla 

mobilizację wewnątrzkomórkowego wapnia z magazynów zależnych od IP3, w czym 

pośredniczą głównie receptory mGluR należące do grupy I, natomiast ten efekt może być 

potęgowany przez udział receptorów NMDA. Oba poznane podtypy receptorów mGluR GI 

poprzez białko Gq związane są ze szlakiem aktywacji fosfolipazy C (PLC). Enzym ten 

katalizuje reakcję hydrolizy fosfatydylo-inozytolo(4,5)bisfosforanu, prowadzącej do 

powstania dwóch wtórnych przekaźników: diacyloglicerolu (DAG) i trifosfoinozytolu 

t(l,4,5)IP3]. 
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• • 9 4-Regulacja poziomu cytozolowego wapnia [Ca ]c jest podstawowym mechanizmem 

kontroli wielu form aktywności komórkowej od dojrzewania do śmierci. Przejściowe 
• • 94 wzrosty i oscylacje w stężeniu [Ca ]c odbywające się przy udziale receptorów dla IP3 

i/lub receptorów rianodynowych są uważane za zmiany związane z fizjologią komórki. 
'y i 

Natomiast długo utrzymujące się wzrosty w [Ca ]c o dużej amplitudzie traktuje się jako 

zmiany, które mogą prowadzić do śmierci komórki. (Hajnoczky i wsp. 2000). IP3 jest 

odpowiedzialny za uwalnianie wapnia z wewnątrzkomórkowych magazynów poprzez 

wiązanie się do receptorów zlokalizowanych w regionach ER, a następnie ich aktywację. 

Przez wiązanie czterech cząsteczek (1,4,5)IP3, receptor, który również funkcjonuje jako 
• 94-kanał jonowy, ulega aktywacji i Ca wypływają zgodnie z gradientem z ER (Pattni i wsp. 

2004). Powtórne napełnienie ER odbywa się dzięki napływowi Ca2+ z przestrzeni 

zewnątrzkomórkowej przez kanały pojemnościowe i aktywności ATPazy wapniowej 

SERCA. W neuronach udział kanałów pojemnościowych jest niejasny. 

Istnieją trzy izoformy receptorów dla IP3 w zależności od typów komórek. W móżdżku 

występuje typ I. Wiadomo z literatury, że stymulacja przez glutaminian receptorów mGluR 

GI (Nicoletti i wsp. 1986; Aronica i wsp. 1993; Toms i wsp. 1995) prowadzi do uwalniania 

fosforanów inozytolu w komórkach ziarnistych móżdżku. Także niektóre aminokwasy 

siarkowe, które są pochodnymi homocysteiny, sprzyjają hydrolizie fosfoinozytydów w 

neuronach ziarnistych (Gorman i wsp. 1996; Shi i wsp. 2003). 

Wyniki tej pracy wskazują, że w komórkach ziarnistych móżdżku hodowanych w 

warunkach sprzyjających podwyższonej ekspresji receptorów mGluRl (przy 5 mM 

stężenia potasu w medium), homocysteina podana w milimolarnych stężeniach indukuje 

znaczące uwolnienie fosforanów inozytolu, co potwierdza jej słabe, ale dające się 

wykazać, powinowactwo do receptorów metabotropowych grupy I. Trzeba jednak 

uwzględnić fakt, że komórki inkubowane w normalnych warunkach, to jest w medium 

wysokopotasowym, odpowiadały niską aktywacją hydrolizy inozytydów na homocysteinę 

podaną w stężeniu indukującym znaczną neurodegenerację. Jak wspomniano powyżej, 

neurotoksyczności homocysteiny w neuronach ziarnistych móżdżku nie toważyszy 
• 2"t" • • znaczący napływ jonów Ca ze środowiska zewnętrznego. Omówione tu eksperymenty 

ujawniły nową rozbieżność - brak znaczącej aktywacji uwalniania IP3. W konsekwencji 

rodzi się pytanie, czy indukowana w tych warunkach przez homocysteinę mobilizacja 

wapnia wewnątrzkomórkowego odpowiada ostrej neurotoksyczności tych aminokwasów? 

Wyniki badań znanych z literatury nie odpowiadały wyraźnie na to pytanie. Dotychczas 

opublikowane wyniki badań z użyciem wrażliwych na wapń barwników fluorescencyjnych 
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pozwoliły na zmierzenie zmian w stężeniu wewnątrzkomórkowego wapnia w pierwotnych 

hodowlach neuronów korowych poddanych działaniu homocysteiny w obecności lub braku 

50 (iM glicyny (Lipton i wsp. 1997; Kim 1999). Wzrost wewnątrzkomórkowego stężenia 

wapnia po inkubacji z 2x10"3 M homocysteiną był znacząco potęgowany przez dodanie 50 

(iM glicyny i porównywalny z takim, jaki następował po inkubacji komórek z 2x10"5 M 

NMDA. Wzrost ten był wrażliwy na MK-801. Nasze wyniki nie potwierdziły tych 

obserwacji. Choć wyniki naszych badań z użyciem barwnika fluorescencyjnego Fluo-3 

pokazują, że po inkubacji komórek z homocysteiną dochodzi do umiarkowanego wzrostu 

intensywności fluorescencji komórek będącej odbiciem wzrostu wewnątrzkomórkowego 

stężenia jonów wapnia, jednak wzrost ten jest znacznie słabszy niż wywołany przez 

glutaminian. Nasze dane są zgodne ze spostrzeżeniami innych autorów (Kruman i wsp. 

2000). 
9 + 

W naszych badaniach wzrost stężenia Ca był nieznacznie potęgowany przez dodanie 

glicyny (dane nie przedstawione w pracy), natomiast zaobserwowaliśmy tylko częściowo 

(w ok. 50%) jego hamowanie przez podanie LY367385 lub MK-801 osobno. Łączne 

podanie obu antagonistów receptorów mGluRl i NMDA niemal całkowicie blokowało ten 

efekt. Te wyniki wskazują więc, że zarówno receptory NMDA jak i receptory mGluR GI 

uczestniczą w mechanizmie wzrostu wewnątrzkomórkowego stężenia wapnia 

indukowanym przez homocysteinę. To współdziałanie ma charakter addytywny. Taki 
9+ profil hamowania wzrostu [Ca ]j przez MK-801 i LY367385 nie odpowiada wykazanej 

przez nas charakterystyce neuroprotekcyjnego działania tych antagonistów receptorów dla 

glutaminianu. W naszych badaniach dotyczących tak ostrej jak i przewlekłej 

neurotoksyczności homocysteiny, zgodnie z wcześniejszymi odkryciami (Lipton i 

wsp. 1997), dodanie glicyny w wysokim stężeniu 50 fiM potęgowało neurodegenerację 

neuronów ziarnistych móżdżku. Jednak MK-801, bezkompetycyjny antagonista receptora 

NMDA zapobiegał wyłącznie dodatkowej, zależnej od glicyny neurotoksyczności 

indukowanej przez homocysteinę. Podanie MK-801 śladowo tylko hamowało 

neurotoksyczność indukowaną przez homocysteinę w nieobecności glicyny. W przypadku 

jednoczesnego podania MK-801 z LY367385, który to antagonista również nie zapobiegał 

neurotoksyczności gdy był podawany sam, obserwowano niemal całkowite zniesienie 

neurotoksyczności homocysteiny. Te wyniki można interpretować jako przejaw 

synergizmu obligatoryjnego mechanizmu neurotoksyczności homocysteiny wymagającego 

jednoczesnej aktywacji receptorów mGluRs grupy I i receptorów NMDA. 

86 
http://rcin.org.pl



Powstaje pytanie, jakie mogą być mechanizmy udziału receptorów NMDA i mGluR GI 

w indukcji neurotoksyczności na zasadzie synergizmu obligatoryjnego i to przy braku 

jasnego zaangażowania wapnia w ten proces. Z pewnością interakcje pomiędzy 

receptorami NMDA i mGluRs mogą być złożone. Możliwe są wzajemne oddziaływania na 

poziomie wtórnych przekaźników i między białkami receptorowymi. Ponadto narzędzia 

badawcze nie zawsze są selektywne. Chociaż wzmocnienie neurotoksyczności 

homocysteiny przez glicynę wydaje się odzwierciedlać mechanizm aktywacji receptorów 

NMDA (Lipton i wsp. 1997), to z drugiej strony (jak wspomniano powyżej) Nicoletti i 

wsp.(1989) wykazał, że glicyna wzmaga indukowaną za pośrednictwem mGluRs hydrolizę 

fosfoinozytoli w hodowlach neuronów. O znaczącej roli receptorów NMDA w działaniu 

homocysteiny mogą też świadczyć pośrednio nasze wyniki dotyczące hydrolizy 

fosfoinozytoli pod wpływem homocysteiny. Inkubacja neuronów z antagonistami mGluRs 

grupy I, a mianowicie: LY367385 (antagonista mGluRl) i MPEP (antagonista mGluR5) 

tylko w niewielkim stopniu hamowały wywoływaną przez homocysteinę hydrolizę 

fosfolipidów inozytolowych. Interpretacja ta zgadza się częściowo z wcześniejszymi 

wynikami uzyskanymi na hodowlach neuronów ziarnistych przez Gorman i wsp. (1994). 

Autorzy wywnioskowali, że w ich doświadczeniach, hydroliza fosfoinozytolów 

indukowana przez pobudzające aminokwasy siarkowe zachodzi głównie za pośrednictwem 

receptorów NMDA, a w przypadku takich aminokwasów jak L-cysteinian, sulfinian L-

cysteinowy, sulfinian L-homocysteinowy receptory mGluRs odgrywają dodatkową rolę. 

Mechanizm tego zjawiska w przypadku homocysteiny nie jest jasny. Należy jednak 

zwrócić uwagę na fakt, że obaj antagoniści receptorów mGluRs grupy I byli podawani w 

stężeniach o trzy rzędy wielkości niższych niż homocysteina. Nawet przy słabym 

powinowactwie homocysteiny do mGluR GI mogła ona konkurować z kompetycyjnym 

antagonistą mGluRl LY367385. Niestety, z braku środków w tej pracy musiałam 

zrezygnować z eksperymentów określających zależność dawka-efekt tego zjawiska oraz 

charakterystyki wpływu MK-801 na wywołaną przez homocysteinę hydrolizę fosfolipidów 

inozytolowych. 

Rozpatrując inne drogi interakcji między receptorami NMDA i mGluRs grupy I, należy 

przypomnieć sugestie dotyczące bezpośredniego wiązania poprzez białko G receptorów 

NMDA do systemu wtórnych przekaźników (Monaghan i wsp. 1986). Nie znalazły one 

jednak żadnego eksperymentalnego potwierdzenia. Wykazano natomiast funkcjonalne 

powiązanie pomiędzy receptorami: mGluR Gl, NMDA i IP3, odbywające się za 

pośrednictwem Ca lub specjalnych białek. Dane Masgrau i wsp. (2001) wskazują, że 
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odpowiedź fosfolipazy C na pobudzenie mGluRs jest zależna od wapnia. Ponadto Yang i 

wsp. (2002) zidentyfikowali neuronalne białka wiążące wapń (CaBPs), które wiążą się 

specyficznie i w sposób zależny od wapnia do receptorów IP3 i aktywują otwarcie kanału 

nawet przy braku IP3. Otwarcie receptorów IP3 jest w złożony sposób zależne od stężenia 

wapnia w cytosolu (Berridge i wsp. 2000). Ten wapniowo-zależny mechanizm 

funkcjonalnego powiązania między receptorami NMDA a mGluRs grupy I może być 

pomocny w funkcjonowaniu receptorów IP3 jako indukowanych przez wapń kanałów 

uwalniających wapń (CICR) wykorzystujących CaBPs jako czujnik poziomu wapnia 

(Bootman i wsp. 2002). Bazując na tych danych, można postulować, że napływ wapnia 

przez receptory NMDA, które są pobudzane przez homocysteinę, zwłaszcza w obecności 

glicyny, może powodować lokalny wzrost stężenia wewnątrzkomórkowego wapnia. To z 

kolei może potęgować wywoływany przez homocysteinę, zachodzący za pośrednictwem 

mGluRs wyrzut wapnia poprzez receptory IP3. 

Tę interpretację trzeba by poszerzyć o dodatkowe wyjaśnienie, jak taki mechanizm 

może funkcjonować i uczestniczyć w ekscytotoksyczności homocysteiny, pamiętając o 

bardzo nieznacznym napływie wapnia do neuronów i zaobserwowanych przez nas 

stosunkowo niewielkich wzrostach stężenia wapnia w komórkach pobudzanych przez 

homocysteinę. Niewątpliwie takie oddziaływanie byłoby możliwe tylko przy istnieniu 

ścisłej przestrzennej kolokalizacji i funkcjonalnego powiązania między receptorami 

mGluRs, NMDA i IP3. Obecnie zwiększa się wiedza na temat białek zagęszczeń 

postsynaptycznych. Zostały zidentyfikowane m. inn. rodziny białek Shank i Homer. Wiążą 

się one z innymi białkami, oddziałującymi z receptorami mGluR i NMDA w 

zagęszczeniach postsynaptycznych i współdziałają w zakotwiczaniu receptorów IP3 w 

cysternach ER zlokalizowanych w kolcach dendrytycznych (Brakeman i wsp. 1997; Ehlers 

i wsp. 1999; Tu i wsp. 1999; Sala i wsp. 2001; Serge i wsp. 2002). Białka Homer biorą 

udział w zakotwiczaniu receptorów mGluRs w błonach komórkowych (Cirulea i wsp. 

2000). Ostatnio wykazano, że możliwa jest niezależna od agonisty IP3 aktywacja 

receptorów IP3 w neuronach, regulowana przez białka Homer (Ango i wsp. 2001; Fagni i 

wsp. 2002). Wydaje się, że białka Homer i Shank wraz z białkami PSD 95 są dobrymi 

kandydatami na czynnki mogące czynnościowo sprzęgać receptory NMDA i mGluRs 

grupy I oraz receptory IP3, prowadząc do mobilizacji wewnątrzkomórkowego wapnia. 

Dotąd brak jest danych literaturowych dotyczących roli białek zagęszczeń 

postsynaptycznych w neurotoksyczności homocysteiny. Wiadomo, że najwyższy poziom 

białek Homer notowany jest w wielu regionach mózgu, mięśniach szkieletowych i sercu 
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(Soloviev i wsp. 2000). Sato i wsp. (2001) wykazali, że w hodowlach neuronów 

ziarnistych móżdżku myszy pod wpływem glutaminianu lub NMDA dochodzi do wzrostu 

ekspresji białka Homer la przy braku wzrostu białka Homer lb/c. Wzrost mRNA dla 

białka Homer la jest szybki (obserwowany po 1 godz.) i kontrolowany przez napływ 

jonów wapnia z przestrzeni zewnątrzkomórkowej, za pośrednictwem receptorów NMDA, 

gdyż tylko MK-801 i AP5 całkowicie blokowały indukcję mRNA białka Homer la. 

Podanie antagonistów kanałów AMPA lub napięciowo-zależnych kanałów wapniowych 

jak CNQX czy nifedypina miało słaby wpływ lub wykazywało brak działania hamującego 

na poziom Homer la mRNA. Nie był natomiast sprawdzany udział receptorów 

metabotropowych w tym zjawisku. Chelatowanie zewnątrzkomórkowych jonów wapnia 

przez EGTA znosiło indukcję Homer la mRNA. Zatem nawet niewielki napływ 

zewnątrzkomórkowego wapnia jest warunkiem koniecznym do aktywacji Homer la 

mRNA. Oddziaływania mGluRs z białkami Homer mogą być dwojakiego rodzaju 

(Kammermeier i wsp. 2000). Białko Homer la (forma krótka) może łączyć się z mGluRs 

grupy I, przenikać przez błonę i modulować aktywność napięciowo-zależnych kanałów 

wapniowych i kanałów potasowych zlokalizowanych w błonie komórkowej, co może 

osłabiać sygnał wapniowy pochodzący z mGluRs i IP3. W alternatywnym mechanizmie 

białka Homer 2b, 3 (formy długie) łączą się z mGluRs grupy I, które następnie łączą się ze 

sobą dzięki istnieniu struktury zwiniętego zwoju (ang. coiled coil) C-terminalnej części 

białka Homer. Ta struktura sprawia też, że dochodzi do związania z receptorem IP3 na 

błonie ER. W tym przypadku wewnątrzkomórkowy sygnał wapniowy jest silny, a 

modulacja napięciowo-zależnych kanałów wapniowych i potasowych słaba. Są więc 

podstawy do sugestii, że homocySteina może mieć wpływ na aktywację białek z rodziny 

Homer. 

Reasumując, wyniki tej pracy wskazują, że receptory NMDA i mGluR GI współdziałają 

w mechanizmie ekscytotoksycznego działania homocysteiny w warunkach ostrej i 

przewlekłej neurotoksyczności. To współdziałanie ma cechy synergizmu obligatoryjnego, 

ponieważ do wystąpienia neurotoksyczności wymagany jest jednoczesny udział obu typów 

receptorów dla kwasu glutaminowego. Ponadto stwierdzono brak zgodności pomiędzy 

toksycznym działaniem homocysteiny na neurony, a stosunkowo słabym pobudzeniem 

przez nią wtórnych przekaźników aktywowanych w receptorach NMDA i mGluR GI. 

Homocy Steina słabo aktywuje napływ wapnia do neuronów za pośrednictwem receptorów 

NMDA. Choć wykazano, że homocysteina aktywuje hydrolizę fosfoinozytoli oraz 

aktywuje mobilizację wapnia wewnątrzkomórkowego i wzrost stężenia wapnia w 
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neuronach, jednak ten ostatni efekt był słabiej wyrażony, niż w przypadku działania kwasu 

glutaminowego podawanego w stężeniach indukujących porównywalną ostrą degenerację 

neuronów. Zaburzenia komórkowej homeostazy wapnia i zależnych od wapnia szlaków 

transdukcji sygnału są uważane za podstawowe mechanizmy pośredniczące w uszkodzeniu 

neuronów wywołanym ekscytotoksycznością (Sattler i wsp. 2000). Jak interpretować brak 

porównywalnych z efektami działania glutaminianu zaburzeń homeostazy wapnia w 

neuronach poddanych działaniu homocysteiny, przy zbliżonych efektach toksycznych obu 

aminokwasów stosowanych w dobranych stężniach? Sądzimy, że w przypadku działania 

glutaminianu lub NMDA wzrost stężenia wapnia w komórkach jest uogólniony i daleko 

przekraczający konieczny próg lokalnego stężenia wapnia w rejonach komórki nerwowej 

indukujący jej śmierć nekrotyczną lub apoptotyczną. Natomiast w przypadku działania 

homocysteiny proponujemy wyjaśnienie, że przyrost stężenia wapnia w komórkach może 

umykać naszemu badaniu, bo jest lokalny i kompensowany przez pobieranie jonów Ca2+ 

przez mitochondria. Jest to jednak tłumaczenie oparte na spekulacjach. W tej sytuacji 

konieczne stało się rozpatrzenie alternatywnych mechanizmów łączących pobudzenie 

przez homocysteinę receptorów dla kwasu glutaminowego z letalnym uszkodzeniem 

neuronów. Konkurencyjna do wapniowej hipoteza brana pod uwagę w tej pracy zakłada, 

że czynnikiem patogennym indukowanym przez homocysteinę może być stres 

oksydacyjny. 

Udział stresu oksydacyjnego w neurotoksyczności homocysteiny 

Indukcja stresu oksydacyjnego przez homocysteinę była sugerowana zarówno jako 

mechanizm cytotoksycznego działania tego aminokwasu przede wszystkim na śródbłonek 

naczyń (Tyagi i wsp. 2005), jak i jej neurotoksyczności (Ho i wsp. 2002). Szkodliwość 

wolnych rodników wynika z ich wysokiej reaktywności, co sprawia, że wchodzą one w 

reakcje z lipidami, białkami i kwasami nukleinowymi. Wolne rodniki mogą generować 

łańcuchowe reakcje peroksydacji lipidów, w których czynnikiem uruchamiającym jest 

wytwarzanie anionorodników ponadtlenkowych, a następnie rodników hydroksylowych. 

Peroksydacja lipidów błonowych może zaburzać strukturę i funkcję błon biologicznych, 

zwłaszcza mitochondriów, retikulum endoplazmatycznego i błony plazmatycznej 

neuronów (Olanow 1993). Oddziaływanie wolnych rodników na białka może odbywać się 

w sposób pośredni, poprzez modyfikację ich aktywności lub bezpośrednio zmieniając ich 

strukturę. Jednak szczególnie ważną rolę w neurodegeneracji może odgrywać uszkodzenie 

nici DNA (Gilliams-Francis i wsp. 2003). Omawiając tę kwestię należy jednak uwzględnić 
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szereg okoliczności. Z jednej strony indukcja stresu oksydacyjnego przez aminokwasy 

zawierające grupy sulfhydrylowe mogłaby być rozpatrywana jako mechanizm niezależny 

od ekscytotoksyczności. Jak już wcześniej powiedziano, za jedną z głównych przyczyn 

cytotoksycznego działania homocysteiny uważana jest jej zdolność do generowania 

wolnych rodników (ang. reactive oxygen species, ROS). Z kolei tworzące się wolne 

rodniki indukują peroksydację lipidów. Jednak badania prowadzone in vitro pokazują 

zależny od stężenia pro- lub anty oksydacyjny charakter działania homocysteiny na 

lipoproteiny o niskiej gęstości (LDL) (Perna i wsp. 2003). Homocysteina w niskim 

stężeniu może promować, a w wysokim - hamować peroksydację lipidów (Lynch 2000). 

Trzeba też pamiętać, że omówione powyżej wyniki tej rozprawy wskazują, że w 

warunkach jednoczesnego zahamowania zarówno receptorów NMDA jak i mGluR GI 

neurotoksyczność homocysteiny ulega niemal zupełnemu zniesieniu. Nie pozostawia to 

miejsca dla mechanizmów neurotoksyczności wychodzących poza zakres toksyczności 

pobudzeniowej. Wiadomo z kolei, że ekscytotoksyczność jest nieodłącznie związana z 

generacją wolnych rodników i stresem oksydacyjnym (Nicholls 2004). Zwiększona 

produkcja reaktywnych form tlenu towarzysząca z reguły nadmiernemu pobudzeniu 

receptorów dla glutaminianu, może przyczyniać się do śmierci neuronów. Głównym 

źródłem produkcji wolnych rodników są mitochondria. Zaburzenie funkcji mitochondriów 

po przeładowaniu ich wapniem i uprzepuszczalnieniu, oraz uszkodzenie łańcucha 

oddechowego, powoduje nadprodukcję i nagromadzanie się ROS. Inny mechanizm polega 

na tym, że nadmierny napływ wapnia do komórki może aktywować zależne od wapnia 

proteazy, przekształcając proteolitycznie enzym dehydrogenazę ksantyny w oksydazę 

ksantyny. Aktywacja oksydazy ksantyny prowadzi do produkcji rodników 

ponadtlenkowych i H2O2 (Michaelis 1998). Procesem generującym ROS, chociaż o 

mniejszym znaczeniu, może być metabolizm lipidów. Napływ wapnia do komórek 

aktywuje fosfolipazę A2, co prowadzi do uwalniania kwasu arachidonowego. W wyniku 

tlenowych przemian kwasu arachidonowego katalizowanych przez cyklooksygenazę i 

lipooksygenazę dochodzi do zaburzeń produkcji wolnych rodników (Chan 1998). Ważnym 

elementem ekscytotoksyczności, którego produkcja jest uzależniona od jonów wapnia i 

którego działanie jest częściowo związane ze stresem oksydacyjnym jest tlenek azotu -

NO. W neuronach uczestniczy on zarówno w transdukcji sygnału w receptorach 

glutaminianergicznych jak i w mechanizmie ekscytotoksyczności (Dawson i wsp. 1993). 

NO jest bardzo reaktywnym rodnikiem. Łatwo wchodzi w reakcję z anionorodnikiem 

ponadtlenkowym (O2") tworząc anion nadtlenoazotawy (ONOO"), któremu przypisuje się 
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rolę w apoptozie neuronów korowych (Bonfoco i wsp. 1995; Dawson i wsp. 1993) i wielu 

linii komórkowych (Estevez i wsp. 1995; Lin i wsp. 1995). ONOO" może oddziaływać z 

zawartą w białkach tyrozyną (Ischiropoulos i wsp. 1992) lub utleniać tiole (Radi i wsp. 

1991). 

Jednak jak przedstawiono powyżej, w indukcji stresu oksydacyjnego w 

ekscytotoksyczności pośredniczą jony wapnia, których wzrost stężenia w neuronach w 

warunkach neurotoksyczności homocysteiny był znacznie niższy niż pod działaniem 

kwasu glutaminowego. Stąd wyniki eksperymentów przeprowadzonych w tej rozprawie 

były trudne do przewidzenia. 

Wyniki badań przedstawione w tej rozprawie wskazują^ że stres oksydacyjny nie jest 

mechanizmem bezpośrednio odpowiedzialnym za śmierć neuronów poddanych działaniu 

homocysteiny w stężeniach rzędu 10~4 - 10° M. Z kolei w doświadczeniach przewlekłych 

nie stwierdzono, aby warunki prowadzące do obniżenia wewnątrzkomórkowego stężenia 

glutationu, sprzyjające indukcji stresu oksydacyjnego miało jakikolwiek wpływ na 

przeżywalność neuronów i pogłębiało toksyczność homocysteiny stosowanej w stężeniach 

mikromolarnych. W doświadczeniach dotyczących ostrej neurotoksyczności z użyciem 

milimolarnych stężeń homocysteiny również nie potwierdzono wzrostu produkcji wolnych 

rodników tlenowych. Zastosowana w tej pracy metoda monitorowania stresu 

oksydacyjnego z zastosowaniem DCFA pozwala tylko na detekcję rodników tlenowych. 

Tym nie mniej rodniki tiylowe, które mogłyby się tworzyć w obecności homocysteiny 

szybko reagują z innymi rodnikami i w efekcie powstaje rodnik ponadtlenkowy, łatwo 

wykrywalny tą metodą. Zauważony w tej pracy brak wzrostu ROS można wytłumaczyć 

tym, że homocysteina produkuje tylko nieznaczną ilość nadtlenku wodoru 1:4000 mola 

H^CVmol homocysteiny i to tylko w obecności jonów metali jako katalizatorów 

(Zappacosta i wsp. 2001). Ci sami autorzy zauważyli, że w obecności homocysteiny nie 

dochodzi do nagromadzania rodników nadtlenoazotynowych. Są poglądy, że homocysteina 

w wysokich mikromolarnych, a tym bardziej milimolarnych stężeniach działa jako anty- a 

nie jako pro-oksydant (Zappacosta i wsp. 2000). Istnieje co prawda szereg doniesień, w 

których wykazano wzrost produkcji wolnych rodników tlenowych w neuronach 

inkubowanych w obecności homocysteiny (Kruman i wsp. 2000; White i wsp. 2001; Ho i 

wsp. 2002). Stosowano w nich jednak mikromolarne stężenia homocysteiny, a nie 

milimolarne jak przedstawione w tej rozprawie w eksperymentach ostrych. 

Należy pamiętać, że jednym z mechanizmów usuwania powstającego NO jest zdolność 

homocysteiny, jak również innych aminokwasów siarkowych, do reakcji z NO tworząc S-

92 
http://rcin.org.pl



nitrozohomocysteinę. W ten sposób homocysteina inaktywuje nadmiar NO, który bierze 

udział w neurotoksyczności indukowanej poprzez aktywację receptorów NMDA. Ponadto, 

jak już wcześniej wspomniano, ekscytotoksyczny potencjał S-nitrozohomocysteiny jest 

znacznie niższy od homocysteiny (Kim 1999). W eksperymentach ostrych, gdy badano 

neuroprotekcyjny potencjał antyoksydacyjny witaminy C w neurotoksyczności 

homocysteiny, również nie stwierdzono jej znaczącego wpływu na przeżywalność 

komórek ziarnistych. Witamina C jest potencjalnym antyoksydantem, ale może również 

zapobiegać bezpośredniej inaktywacji NO przez anionorodnik ponadtlenkowy lub 

zwiększać stężenie wewnątrzkomórkowego zredukowanego glutationu (Perna i wsp. 

2003). Witamina C tylko nieznacznie i tylko w niewielkim zakresie stężeń istotnie 

zwiększała przeżywalność neuronów. 

W doświadczeniach, w których badano przewlekły wpływ homocysteiny, dla 

ułatwienia indukcji stresu oksydacyjnego do hodowli dodawano inhibitora syntazy y-

glutamylocysteiny, co stwarza warunki sprzyjające obniżeniu zawartości glutationu w 

neuronach. (Wullner i wsp. 1999). W tych warunkach doświadczalnych spowodowanie 

przez samą homocysteinę stosowaną w stężeniach mikromolarnych tzw. 

neurotoksyczności oksydacyjnej związanej z obniżeniem zawartości glutationu w komórce 

było mało prawdopodobne. White i wsp. (2001) wykazali, że w przeciwieństwie do 

działania 1-2 mM glutaminianu, homocysteina w stężeniu 50 fiM przy 16 godzinnej 

inkubacji z neuronami korowymi nie miała wpływu na poziom wewnątrzkomórkowego 

glutationu. Glutation jest głównym wewnątrzkomórkowym tiolem obecnym w komórkach 

w stężeniach rzędu 10" M (Meister 1988). Jest on zmiataczem wolnych rodników 

chroniącym komórki przed stresem oksydacyjnym. W obecności jonów metali i tlenu może 

produkować wysoko reaktywne, częściowo zredukowane związki tlenowe (Misra 1974). 

Tiole również mogą inicjować peroksydację lipidów (Tien i wsp. 1982), a także 

przyczyniać się do oksydacyjnego rozpadu białek w reakcjach wymagających żelaza (Kim 

i wsp. 1985). Szybkość z jaką jony metali utleniają tiole zależy zarówno od metalu jak i 

chemicznej struktury tiolu (Jocelyn 1972). Innym ważnym czynnikiem kontrolującym 

utlenianie tioli jest pH. Generalnie reakcja tioli jest hamowana w środowisku kwaśnym, a 

promowana w alkalicznym. W środowisku neutralnym o pH 7,4 około 10% tioli jest 

obecna w postaci anionu RS", a anion ten jest częściowo reaktywny. Rodnik tiylowy łatwo 

wchodzi w reakcje z innymi tego typu rodnikami lub też z anionem RS" tworząc rodnik 

disiarczkowy, który z kolei może przyłączać tlen tworząc rodnik ponadtlenkowy. Zatem 

aby ochronić komórkę przed stresem oksydacyjnym w tym przypadku glutation musi 
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współdziałać z dysmutazą ponadtlenkową (Winterbourn 1993). W przewlekłych 

eksperymentach pH medium inkubacyjnego wynosiło 7,5, a w ostrych 7,4, zatem nie 

sprzyjało tworzeniu rodników tiylowych. Innym sugerowanym wyjaśnieniem braku reakcji 

komórek na obniżenie w nich poziomu glutationu podczas trzydniowej inkubacji z 

homocysteiną może być fakt, że neurony ziarniste móżdżku są chronione przed ROS przez 

S-nitrozoglutation, a nie przez glutation (Li i wsp. 2004). 

Podsumowując, uzyskane wyniki nie dostarczyły argumentów na rzecz znaczącego 

udziału stresu oksydacyjnego w neurotoksyczności homocysteiny w warunkach 

doświadczalnych tej rozprawy. 

Homocysteiną a zaburzenia struktury i funkcji mitochondrion w neuronach, aktywacja 

kaspaz i indukcja apoptozy 

Współczesne poglądy wiążą ekscytotoksyczność poprzez rozwijające się w tych 

warunkach zmiany patologiczne mitochondriów zarówno z nekrotyczną jak i apoptotyczną 

śmiercią nauronów (Rego i wsp. 2003). W znacznym uproszczeniu, proponowana 

kolejność zdarzeń w ekscytotoksyczności indukowanej w sposób konwencjonalny, a więc 

poprzez nadmierne lub długotrwałe pobudzenie receptorów NMDA i napływ przez te 

kanały jonów wapnia do neuronów, przedstawia się jak następuje. W przypadku silnego 

pobudzenia receptorów NMDA dochodzi do napływu jonów wapnia z przestrzeni 

zewnątrzkomórkowej, czemu towarzyszy napływ jonów sodowych i chlorkowych. To 

pociąga za sobą napływ wody i pęcznienie komórek. Jony wapnia aktywują m. in. zależne 

od wapnia enzymy kataboliczne oraz indukują patologiczny wariant 

wewnątrzkomórkowych sygnałów. Są one interwencyjnie pobierane przez mitochondria, 

które ulegają uprzepuszczalnieniu, pęcznieniu i deenergizacji. Dochodzi do 

nieodwracalnego załamania energetyki komórki. W tym przypadku śmierć ma charakter 

nekrotyczny. W przypadku słabszego bodźca uszkadzającego, gdy nie dochodzi do 

trwałego zaburzenia funkcji energetycznych komórki, indukowany jest proces 

programowanej śmierci neuronów - apoptozy (Ankarcrona i wsp. 1995; Bonfoco i wsp. 

1995; Hirashima i wsp. 1999; Tenneti i wsp. 2000). Niektórzy autorzy (Portera-Cailliau i 

wsp. 1997) uważają, że śmierć neuronów w wyniku ekscytotoksyczności ma charakter 

nekrotyczny lub stanowi kontinuum między apoptozą i nekrozą. Istotną rolę w inicjacji 

apoptozy przypisuje się patologii mitochondriów (Green i wsp. 1998). Jedną z 

najwcześniej obserwowanych zmian w tym procesie jest spadek potencjału na wewnętrznej 
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błonie mitochondrialnej. Konsekwencją tego jest otwarcie megakanałów, pęcznienie 

mitochondriów i uwolnienie z przestrzeni międzybłonowej do cytoplazmy białek 

proapoptotycznych. Należą do nich czynnik aktywujacy apoptozę (AIF) ulegający 

przemieszczeniu do jądra (Yu i wsp. 2002) oraz cytochrom c, białko będące składnikiem 

łańcucha oddechowego, a uważane za inicjatora aktywacji kaskady kaspaz, która prowadzi 

do fragmentacji DNA i śmierci komórki (Li i wsp. 1997). 

Ponieważ, jak to omówiono powyżej, nasze badania wykazały, że w komórkach 

ziarnistych móżdżku ekscytotoksyczność hamocysteiny jest związana ze znikomym tylko 

pobieraniem wapnia z zewnątrz, w szczególności za pośrednictwem receptorów NMDA, 

indukowany przez ten aminokwas wzrost wewnątrzkomórkowego stężenia wapnia wydaje 

się zależeć w głównej mierze od mobilizacji wapnia wewnątrzkomórkowego za 

pośrednictwem receptorów IP3 z zasobów ER. Wiadomo z literatury, że jedną z dróg 

wiodącą do śmierci komórki może być niemal bezpośrednia propagacja sygnału 

wapniowego z ER do mitochondriów (Ankarcrona i wsp. 1995, Szalai i wsp. 1999), co 

wiąże się z przestrzenną kolokalizacją ER i mitochondriów w komórce. Wykazano 
9 4-funkcjonalną zależność między uwalnianiem z ER Ca wrażliwych na IP3, a poborem 

Ca2" przez mitochondria. Mitochondria zlokalizowane w fizycznym bliskim sąsiedztwie 

ER gwałtownie pobierają wapń uwalniany z ER, a w okolicy tych organelli lokalne 

stężenie wapnia może być znacznie wyższe niż wynikałoby z pomiaru całkowitego 

stężenia Ca2+ w cytosolu (Mattson i wsp. 2000). Liczne badania na poziomie komórkowym 

potwierdziły interakcje pomiędzy mitochondriami a siateczką endoplazmatyczną i 

zlokalizowanymi w niej receptorami dla IP3 w modulacji wewnątrzkomórkowego sygnału 

wapniowego indukowanego przez pobudzenie receptorów metabotropowych (Hajnoczky i 

wsp. 2000). Wiadomo, że jest to złożony proces, w którym istotną rolę odgrywają takie 

czynniki jak przestrzenna organizacja obszaru komórki zaangażowanego w indukcję 

sygnału wapniowego oraz właściwości czasowe różnych komponent tego procesu 

(Berridge 1997; Putney 1998). Co ważniejsze wykazano, że sygnał wapniowy indukowany 

w cytoplazmie na skutek pobudzenia receptorów metabotropowych i następnie receptorów 

dla IP3 propaguje do mitochondriów, które intensywnie pobierają uwolniony wapń 

(Csordas i wsp. 1999), i w których dochodzi do aktywacji zależnych od wapnia 

dehydrogenaz i pobudzenia metabolizmu (Robb-Gaspers i wsp. 1998). W ten sposób 

oscylacje wapniowe indukują oscylacje aktywności metabolicznej mitochondriów (Rohacs 

i wsp. 1997). 
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Rola przemieszczeń jonów wapnia pomiędzy ER a mitochondriami w kontroli śmierci 

komórek poprzez indukcję mitochondrialnej drogi aktywacji apoptozy, zwłaszcza w 

neuronach, nie jest jasna. Wykazano, ze szybkie i krótkotrwałe przemieszczenia wapnia z 

puli zależnej od IP3 w ER do mitochondriów o charakterze regulacyjnym nie powodują 

aktywacji megakanałów, depolaryzacji i deenergizacji mitochondriów, oraz uwolnienia 

cytochromu c, ponieważ te organelle dysponują różnymi mechanizmami usuwania 

nadmiaru wapnia (Ichas i wsp. 1997, 1998). Hajnoczky i wsp. (2000) w oparciu o własne 

dane sugerują, że agoniści receptorów metabotropowych sprzężonych z uwalnianiem IP3 

indukują mitochondrialny szlak apoptozy tylko w komórkach poddanych równocześnie 

innym bodźcom proapoptotycznym. Potwierdzono natomiast, że długotrwałe i masowe 

obciążenie mitochondriów wapniem napływającym z poza komórki lub uwolnionym z ER 

na skutek zahamowania ATPazy SERCA daje efekt letalny, z różnego stopnia 

zaangażowaniem mitochondrialnego szlaku indukcji apoptozy (Hoek i wsp. 1997; Nicholls 

i wsp. 1998). 

W tej pracy analizowano dwa wskaźniki patologii mitochondriów, ich spęcznienie 

obserwowane w mikroskopie elektronowym in situ w utrwalonych komórkach oraz 

uwalnianie cytochromu c do cytoplazmy, wykazane także w komórkach in situ drogą 

detekcji immunocytochemicznej po poddaniu komórek uprzepuszczalnieniu ich błon 

plazmatycznych. Dla wykazania roli w obserwowanych efektach specyficznego zjawiska 

uprzepuszczalnienia mitochondriów na skutek aktywacji megakanałów mitochondrialnych 

zastosowano przy tym jako narzędzi farmakologicznych immunosupresantów 

cyklosporynę A (CsA) oraz FK 506 (tacrolimus). W mitochondriach CsA wiążąc się z 

cyklofilinąD zapobiega aktywacji megakanału, a w cytoplazmie jej kompleks z cyklofiliną 

blokuje aktywność fosfatazy białkowej - kalcyneuryny (Ankarcrona i wsp. 1996). 

Natomiast FK 506, choć podobnie jak CsA hamuje cytoplazmatyczne szlaki transdukcji 

sygnału blokując w kompleksie z białkiem FKBP kalcyneurynę, nie ma wpływu na 

aktywację kanałów mitochondrialnych (Friberg i wsp. 1998). Nasze badania ultrastruktury 

neuronów ziarnistych móżdżku szczura wykazały, że pod wpływem trwającej 30 min. 

inkubacji z 25 mM D,L-homocysteiną dochodzi do obrzmienia mitochondriów jednak w 

mniejszym stopniu niż w przypadku ekspozycji na 1 mM glutaminian, chociaż obie 

ekscytotoksyny w tych samych warunkach powodowały porównywalną śmiertelność 

neuronów. Jak już omówiono powyżej, spęcznienie mitochondriów uważane jest za ważny 

czynnik patogenny prowadzący do nekrotycznej śmierci neuronów lub mogący inicjować 

procesy apoptotyczne (Regan i wsp. 1995). Obrzmienie mitochondriów związane z ich 
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uprzepuszczalnieniem, hamowane przez Cs A, sprzyja uwalnianiu cytochromu c 

(Skulachev 1996). Zgodnie z tym założeniem w naszych badaniach neurony inkubowane w 

obecności glutaminianu i CsA wykazały dobrze zachowaną ultrastrukturę ze znacznie 

mniejszą liczbą spęczniałych mitochondriów, a większość neuronalnych mitochondriów 

miała zachowaną strukturę. Natomiast w hodowlach inkubowanych z 25 mM Hey 

preinkubacja z CsA w mniejszym stopniu hamowała obrzmienie mitochondriów 

wywoływane przez Hey, które samo w sobie było jednak znacznie mniejsze niż w 

przypadku działania glutaminianu. FK 506 w obydwu przypadkach nie miał wpływu na 

pęcznienie mitochondriów. Blokowanie przez CsA, ale nie przez FK 506 pęcznienia 

mitochondriów wywołanego inkubacją komórek z kwasem glutaminowym jest zgodne z 

obserwacjami innych autorów (Friberg i wsp. 1998; Brustovetsky i wsp. 2002) i 

obserwowanym in vivo neuroprotekcyjnym działaniem CsA w hipoglikemii i 

niedokrwieniu mózgu (Folbergrova i wsp. 1997; Li i wsp. 1997; Friberg i wsp. 1998; 

Domańska-Janik i wsp. 2004). Interesująca jest obserwacja, że nieco słabiej wyrażone 

pęcznienie mitochondriów wywołane przez homocysteinę było słabiej hamowane przez 

CsA. Brustovetsky i Dubinsky (2000) wskazywali na ograniczenia zdolności cylkosporyny 

A do hamowania uprzepuszczalnienia mitochondriów mózgu. Przekroczenie pewnego 

progu pobudzenia ekscytotoksycznego mogłoby spowodować ich zdaniem nieskuteczność 

działania cyklosporyny. Być może ostrej neurotoksyczności homocysteiny towarzyszy 

dodatkowy, nieokreślony na razie czynnik powodujący pęcznienie pewnej frakcji 

mitochondriów w neuronach komórek ziarnistych słabiej hamowane przez cyklosporynę. 

Uwalnianie cytochromu c z mitochondriów do cytosolu neuronów w hodowli, 

towarzyszące ekscytotoksyczności wywołanej przez kwas glutaminowy lub NMDA i 

przeładowaniu mitochondriów wapniem, było obserwowane przez wielu autorów (Atlantę 

i wsp. 1999, 2000; Luetjens i wsp. 2000; Budd i wsp. 2000). Obserwowano je także in vivo 

po niedokrwieniu mózgu (Domańska-Janik i wsp. 2004). Brustovetsky i wsp. (2002) 

wykazali uwalnianie cytochromu c z izolowanych mitochondriów mózgu tylko 

poddawanych pęcznieniu powodującemu uszkodzenie zewnętrznej błony 

mitochondrialnej, oraz w hodowli neuronów poddanej ostrej ekscytotoksyczności z 

uszkodzeniem zewnętrznej błony mitochondriów. Z kolei inni autorzy obserwowali także 

uwalnianie cytochromu c z mitochondriów mózgu poddanych działaniu niskich stężeń 

wapnia, nie wykazujących aktywacji megakanałów, obrzmienia mitochondriów i 

uszkodzenia ich błon (Andrejev i wsp. 1999; Schild i wsp. 2001). Nasze wyniki wskazują 

jednak na pełną równoległość wywołanego przez kwas glutaminowy i homocysteinę 
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uwalniania cytochromu c do cytosolu i pęcznienia mitochondriów. Badanie uwalniania 

cytochromu c do cytosolu pod wpływem działania homocysteiny wykazało, że jest ono 

słabiej wyrażone w porównaniu do efektu glutaminianu, a siła działania na to zjawisko 

CsA i FK 506 jest analogiczna do ich wpływu na ultrastrukturę mitochondriów 

obserwowaną w mikroskopie elektronowym. Wyniki obserwowane w przypadku działania 

glutaminianu są zgodne z obserwacjami innych autorów (Brustovetsky i wsp. 2002). 

Efekty działnia homocysteiny są zbliżone, choć nie identyczne. Można przyjąć, że 

zarówno przy inkubacji neuronów z 1 mM kwasem glutaminowym, jak i z 25 mM D,L-

homocysteiną dochodzi w neuronach do wyraźnego upośledzenia struktury i funkcji 

mitochondriów prowadzącego do uwalniania z nich czynników proapoptotycznych. 

Zwraca jednak uwagę znacznie słabsze działanie homocysteiny, co znajduje odbicie w 

omówionym poprzednio słabiej wyrażonym pęcznieniu mitochondriów i słabszej generacji 

sygnału wapniowego. Słabszy protekcyjny efekt CsA w neuronach inkubowanych z 

homocysteiną niż w komórkach poddanych działaniu kwasu glutaminowego odpowiada 

omówionym powyżej obserwacjom dotyczącym pęcznienia mitochondriów. 

Uwolnienie z mitochondriów cytochromu c jest zaledwie etapem wstępnym w 

indukcji mitochondrialnego szlaku apoptozy. Cytochrom c w cytosolu w obecności dATP 

kompleksuje z Apaf-1 i aktywuje go. Powstały kompleks wiąże się z prokaspazą 9 i ją 

uaktywnia tworząc tzw. apoptosom Aktywna kaspaza 9 (inicjująca) aktywuje kolejne 

elementy tej kaskady proteolitycznej. W wyniku proteolitycznego przekształcenia przez 

kaspazę 9 prokaspazy 3 w aktywną kaspazę dochodzi do proteolizy dalszych białek 

(Zimmermann i wsp. 2001). Dotyczy to inhibitorowej podjednostki DNazy aktywowanej 

przez kaspazę (ang. caspase-activated DNase, CAD) i uwolnienia aktywnego enzymu 

CAD. Cięcie przez CAD nici DNA pomiędzy nukleosomami w jądrach komórek 

ulegających apoptozie jest przyczyną powszechnie znanej drabinkowej fragmentacji DNA 

(Nagata i wsp. 2003). Innymi skutkami aktywacji kaspazy 3 są: proteoliza enzymu 

naprawczego DNA, polimerazy poli (ADP-rybozy, PARP) i proteoliza lamin jądrowych, 

co powoduje charakterystyczne zmiany morfologiczne jąder komórkowych (Dare i wsp. 

2002). 

W tej pracy, dla oceny aktywacji kaspazy 3 zbadałam proteolityczne przekształcenie 

prokaspazy 3 w aktywną kaspazę w komórkach ziarnistych móżdżku poddanych ostrej 

inkubacji w obecności glutaminianu i homocysteiny w warunkach, jak w badaniu 

pobierania i zmian stężeń wapnia w komórkach, pęcznienia mitochondriów i uwalniania 

cytochromu c. Ocena metodą immunoblotingu uwalniania aktywnej kaspazy 3 jest ogólnie 
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przyjętym podejściem doświadczalnym, stosowanym przez różnych autorów zamiennie do 

badania aktywności enzymatycznej kaspazy 3 (Nicholson i wsp. 1995; Linseman i wsp. 

2001). Moje badanie wykazało, że zgodnie z obserwacjami innych autorów opisujących 

aktywację kaspazy 3 w hodowlach neuronów w warunkach ekscytotoksyczności (Manabe i 

wsp. 2001, 2003; Ioudina i wsp. 2004), inkubacja komórek ziarnistych móżdżku zarówno z 

kwasem glutaminowym jak i z homocysteiną aktywuje kaspazę 3. Te obserwacje sugerują 

udział w ekscytotoksyczności homocysteiny aktywacji szlaku mitochondrialnego indukcji 

apoptozy. O bezpośrednim związku między ekscytotoksycznością, a aktywacją kaspazy 3 

w neuronach inkubowanych w obecności homocysteiny świadczy zupełne zahamowanie 

tego zjawiska przez antagonistów receptorów NMDA i mGluRl. Jednak nasze badania 

wykazały, że do uzyskania znaczącej neuroprotekcji w tych warunkach konieczne jest 

jednoczesne podanie antagonistów obu typów receptorów dla glutaminianu, podczas gdy 

do zahamowania aktywacji kaspazy 3 wystarczy inhibicja tylko jednego typu receptorów. 

Nie ma więc zgodności pomiędzy wpływem neuroprotekcyjnym antagonistów receptorów 

dla glutaminianu a hamowaniem przez te związki aktywacji kaspazy 3. Oczywiście, 

obserwacje wykazujące jednoczesne występowanie ekscytotoksyczności i aktywacji 

kaspaz nie są dostatecznym dowodem na rzecz udziału apoptozy w ekscytotoksyczności 

homocysteiny. 

Wyniki uzyskane w tej pracy nasuwają wątpliwości dotyczące mechanizmów 

aktywacji kaspazy 3 indukowanych w komórkach ziarnistych móżdżku przez kwas 

glutaminowy i homocysteinę. Pierwotnie testowana hipoteza zakładała rolę w tym procesie 

uprzepuszczalnienia i pęcznienia mitochondriów i uwalniania cytochromu c. Pojawiają się 

tu jednak niezgodności. Przede wszystkim, należy zwrócić uwagę na fakt, że mimo 

niższego pobudzenia przez homocysteinę niż przez kwas glutaminowy 

wewnątrzkomórkowego sygnału wapniowego, mniej wyrażonego obrzmienia 

mitochondriów i słabszego uwalniania z nich cytochromu c, pomiar aktywacji kaspazy 3 

dał w przybliżeniu jednakowy wynik w przypadku działania homocysteiny i glutaminianu. 

Nie można wykluczyć, że już przy nieco słabszym spęcznieniu mitochondriów i 

translokacji cytochromu c w komórkach poddanych działaniu homocysteiny w porównaniu 

z efektem glutaminianu osiągany jest próg maksymalnego pobudzenia zależnego od 

mitochondriów szlaku aktywacji kaskady kaspaz. Oznaczałoby to brak zasadniczych 

różnic w mechanizmie tego zjawiska indukowanego przez oba aminokwasy. Należy jednak 

rozważyć możliwość udziału odrębnych mechanizmów aktywacji kaspazy 3 przez 

homocysteinę. Rozstrzygających wyników w tej sprawie nie dostarczyły jednak 
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eksperymenty z użyciem CsA i FK 506. Zgodnie z wynikami omówionymi powyżej, 

dotyczącymi wpływu CsA na patologię mitochondriów, CsA hamowała aktywację kaspazy 

3 wy wołaną przez glutaminian i, nieco słabiej, przez homocysteinę. Okazało się jednak, że 

FK 506 nie mający wpływu na patologię mitochondriów wywołaną przez 

ekscytotoksyczność hamował aktywację kaspazy 3 indukowaną przez glutaminian, a w 

przypadku efektu homocysteiny nawet silniej niż CsA. Te wyniki nie są zgodne z 

koncepcją aktywacji kaspazy 3 przez ekscytotoksyny, a zwłaszcza przez homocysteinę, na 

drodze pobudzenia mitochondrialnego szlaku indukcji apoptozy, w którym ważną rolę 

odgrywa aktywacja megakanałów. Są dane z literatury wskazujące na różnego stopnia 

hamowanie przez FK 506 aktywacji kaspazy 3 w neuronach. Ferrand-Drake i wsp. (2003) 

wykazali, że FK 506 znacznie słabiej niż CsA hamuje aktywację tej kaspazy w neuronach 

mózgu po ischemii. Częściowe hamowanie przez FK 506 aktywacji kaspazy 3 w 

neuronach poddanych działaniu peptydu Aß obserwowali Suen i wsp. (2003), wiążąc ten 

efekt z hamowaniem przez FK 506 za pośrednictwem białka FKBP mobilizacji wapnia 

wewnątrzkomórkowego z puli zależnej od IP3. Bardziej przekonywujące wydaje się 

jednak tłumaczenie tego zjawiska proponowane przez Agostinho i wsp. (2003). Ci autorzy 

wiążą toksyczność amyloidu ß i aktywację przez ten peptyd kaspazy 3 z działaniem 

kalcyneuryny, której aktywność jest hamowana przez FK 506. 

Aktywacja kalcyneuryny przez kompleks wapń - kalmodulina może prowadzić do 

defosforylacji białka BAD, jego translokacji do mitochondriów, zahamowania 

antyapoptotycznego działania białek Bcl-2 i BC1-XL i niezależnego od aktywacji 

megakanałów przemieszczenia cytochromu c do cytosolu, prowadzącego do aktywacji 

kaspazy 3. Rolę kalcyneuryny w ekscytotoksyczności udokumentowała m. inn. 

Ankarcrona i wsp. (1996). Zgodnie z tą hipotezą Springer i wsp. (2000) wykazali, że FK 

506 kompletnie hamuje wywołaną przez uraz mechaniczny rdzenia aktywację kaspazy 3 w 

neuronach, co świadczy o kluczowej roli kalcyneuryny w mechanizmie aktywacji kaspazy 

3. Przyjęcie podobnego wyjaśnienia mechanizmu obserwowanego przez nas zniesienia 

przez FK 506 aktywacji kaspazy 3 przez glutaminian i homocysteinę stałoby jednak w 

sprzeczności z widocznym w moich eksperymentach brakiem wpływu FK 506 na 

uwolnienie cytochromu c z mitochondriów. Ponadto Brustovetsky i wsp. (2002) wykazali 

konieczność aktywacji przez wapń megakanałów i rozerwania zewnętrznej błony 

mitochondrialnej dla uwalniania cytochromu c z mitochondriów ośrodkowego układu 

nerwowego. Nie dysponuję obecnie danymi doświadczalnymi pozwalającymi na 

rozstrzygnięcie tych wątpliwości. 
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Powracając do kwestii mechanizmów aktywacji kaspazy 3 w ekscytotoksyczności, w 

tym pod wpływem homocysteiny, należy przypomnieć, że poza mitochondrialnymi są 

znane także pozamitochondrialne mechanizmy aktywacji kaskady kaspaz, w tym kaspazy 

3 (Budd i wsp. 2000). Alternatywną drogą prowadzącą do aktywacji kaspazy 3 i w 

konsekwencji do apoptozy może być np. szlak wiodący od stresu ER i zaburzeń w 

homeostazie wewnątrzkomórkowego wapnia, aktywacji zlokalizowanej w ER kaspazy 12, 

która powoduje rozpad prokaspazy 3 na jej aktywne podjednostki, co prowadzi do 

aktywacji PARP-u i degradacji DNA. Kaspaza 12 opisana po raz pierwszy przez 

Nakagawa i wsp. (2000a) jest przedstawicielem rodziny kaspaz związanych z 

endoplazmatycznym retikulum. Ci autorzy wykazali, że aktywacja kapazy 12 zachodzi po 

pobudzeniu komórek czynnikami powodującymi stres ER, a mianowicie tapsigarginą albo 

tunicamycyną, co w rezultacie prowadzi do ich śmierci. Jak już wcześniej wspomniano, 

interesującym powiązaniem między stresem ER, homocysteine a chorobą Alzheimera są 

badania nad białkiem HERP (ang. homocysteine-inducible endoplasmic reticulum stress 

protein). W zdrowym mózgu to białko występuje w neuronach i w znacznie większym 

stopniu w naczyniach. Poziom białka HERP wzrasta w płytkach starczych w mózgach 

osób cierpiących na chorobę Alzheimera. Wiadomo, że to białko wzmaga wywoływaną 

przez y-sekretazę obróbkę prekursora amyloidu ß (Sai i wsp. 2002). Dalsze badania 

dowiodły, że HERP współdziała z preseniliną 1 i 2, co w hodowlach komórkowych 

przyczynia się do nagromadzania amyloidu ß. Fizjologiczne interakcje między białkiem 

HERP a preseniliną również potwierdzają możliwość, że działanie preseniliny jest 

modulowane przez stres ER pod wpływem zwiększonej ekspresji białka HERP. Patogenna 

rola HERP nie jest jednak jasna. Ostatnie badania Chan i wsp. (2004) wykazały, że białko 

HERP wykazuje również neuroprotekcyjne funkcje, ponieważ chroni hodowle neuronów 

przed śmiercią wywoływaną przez amyloid ß i stres endoplazmatycznego retikulum. 

HERP stabilizuje poziom wapnia w retikulum i fakt ten może być podstawą jego 

neuroprotekcyjnego działania. W pracy Querfurth'a i wsp. (1994) wykazano, że komórki, 

które poddano działaniu czynników powodujących stres ER poprzez wyrzut wapnia z 

zasobów wewnątrzkomórkowych, takich jak jonofor wapniowy A23187 lub tapsigargina 

wykazywały podwyższony poziom zewnątrzkomórkowego amyloidu ß. Uważa się, że 

zmiany stężenia i kompartmentacji wewnątrzkomórkowego wapnia biorą udział w 

regulacji powstawania amyloidu ß. Badania Nakagawa i wsp. (2000b) oraz Ferreira i wsp. 

(2004) przeprowadzonena hodowlach neuronów wykazały, że amyloid ß uczestniczy w 

aktywacji stresu ER. Z kolei wiadomo, że homocysteina i amyloid ß w sposób 
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synergistyczny indukuje toksyczny efekt w neuronach (Ho i wsp. 2001). Nasze wyniki 

wskazujące na aktywację przez homocysteinę wyrzutu wapnia z ER są zgodne z tą 

koncepcją. 

Reasumując, wydaje się, że w neurotoksyczności homocysteiny, a także glutaminianu 

w różnym stopniu są zaangażowane różnorodne szlaki prowadzące do aktywacji kaspazy 

3. W obydwu przypadkach nie ulega wątpliwości udział szlaku związanego z dysfunkcją 

mitochondriów i uwalnianiem cytochromu c do cytosolu. Ta droga przeważa w 

ekscytotoksyczności glutaminianu. W działaniu glutaminianu i homocysteiny może 

uczestniczyć kalcyneuryna. Ponadto w ekscytotoksyczności może być aktywowany szlak 

związany ze stresem ER i aktywacją kaspazy 12. Ten szlak wydaje się pojawiać zwłaszcza 

w przypadku toksyczności homocysteiny. 

Barwienie neuronów Hoechstem 33258, który jest specyficznym dla DNA (Haraguchi i 

wsp. 1999), powszechnie stosowanym markerem jądrowym (Monti i wsp. 2001; Chan i 

wsp. 2001) i służy m. inn. do wizualizacji skondensowanej chromatyny w jądrach 

apoptotycznych, wykazało podobny udział komórek o cechach apoptotycznych (ok. 50%) 

w populacji wszystkich martwych neuronów w ostrej neurotoksyczności Hey i Glu. Jednak 

tylko CsA, a nie FK 506 powodowało neuroprotekcję w obydwu przypadkach i spadek 

liczby komórek o cechach apoptotycznych w hodowlach traktowanych Glu. Chociaż FK 

506 indukuje neuroprotekcję i zapobiega apoptotycznej śmierci komórek w wielu 

eksperymentalnych modelach neuronalnej patologii (Klettner i wsp. 2003), to nasze 

wyniki, zgodnie z obserwacjami innych autorów, wykazują neuroprotekcyjny potencjał 

CsA, a nie FK 506 w ostrej ekscytotoksyczności wywoływanej przez glutaminian lub 

hipoglikemię (Domańska-Janik i wsp. 2004; Fernand-Drake i wsp. 2003). Są one 

szczególnie zgodne z sugestiami Schild i wsp. (2001) i Brustovetsky i wsp. (2002), którzy 

ostrą ekscytotoksyczność wiążą z przeładowaniem mitochondriów wapniem, które 

indukuje wrażliwe na CsA uprzepuszczalnienie mitochondriów i uszkodzenie nekrotyczne 

neuronów. To dotyczy nie tylko ostrej toksyczności Glu, lecz i Hey, pomimo widocznych 

niewielkich zmian w stężeniu wapnia w neuronach ziarnistych wywoływanych przez Hey. 

W naszych doświadczeniach, w których podawano oddzielnie antagonistów 

receptorów NMDA i mGluR lub stosowano FK 506, ujawniono brak równoległości 

hamowania aktywacji kaspazy 3 i neuroprotekcji. FK 506, MK-801 i LY367385 

kompletnie hamowały aktywację kaspazy 3, natomiast nie wykazywały neuroprotekcji (w 

przypadku FK 506), lub powodowały ją w nieznacznym stopniu (w pozostałych dwóch 

przypadkach). Wydaje się więc, że aktywacja kaspazy 3 nie jest konieczna dla śmierci 
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neuronów w badanym modelu. Wyraźny efekt neuroprotekcyjny, zwłaszcza w przypadku 

neurotoksyczności homocysteiny wykazywała natomiast Cs A. Ten immunosupresant przez 

ochronę mitochondriów może ograniczać ekscytotoksyczność, a ponadto hamowuje 

aktywację kalcyneuryny. Także tylko w przypadku CsA obserwowano obniżoną liczbę 

komórek o cechach apoptotycznych, barwionych odczynnikiem Hoechst. Dotyczy to 

jednak głównie efektów glutaminianu, a w mniejszym stopniu homocysteiny. Otrzymane 

wyniki nie są do końca jasne i wymagają dalszych badań, także wychodzących poza krąg 

roli kaspaz. 

Chociaż kaspazy są uważane za ważne elementy mechanizmów apoptozy, istnieją 

dowody sugerujące występowanie niezależnych od tych proteaz cysternowych 

mechanizmów śmierci neuronów (Ravagnan i wsp. 2002; Van Loo i wsp. 2002). 

Wykazano że, blokada maszynerii śmierci neuronów związanej z kaspazami tylko 

chwilowo wstrzymuje śmierć uszkodzonych neuronów, a klasyczne objawy apoptotycznej 

śmierci nadal pojawiały się w neuronach i innych komórkach, którym podawano inhibitory 

kaspaz (Volbracht i wsp. 2001). W eksperymentalnym modelu udaru mózgu zahamowanie 

kaspaz pozwoliło na protekcję tylko w niektórych populacjach neuronów (Zhan i wsp. 

2001). Te wyniki są zgodne z sugestią, że zaangażowanie zależnych lub niezależnych od 

kaspaz mechanizmów śmierci neuronów zależy od regionu mózgu, typu komórek i ich 

wieku (Oppenheim i wsp. 2001). Choć wiele prac poświęcono badaniom zależnych od 

kaspaz mechanizmom śmierci komórek, znacznie mniej wiadomo o molekularnych 

mechanizmach zaangażowanych w regulację apoptotycznej śmierci komórek niezależnej 

od kaspaz, a także o jej roli w rozwoju mózgu (Yakovlew i wsp. 2004). Specyficzne 

mitochondrialne czynniki jak cyt. c, AIF, Smac/DIABLO, HtrA2/Omi, endonukleaza G 

uwalniane podczas inicjacji apoptozy wydają się odgrywać szczególną rolę w aktywacji i 

aktywności kaspaz (Ravagnan i wsp. 2002; Du i wsp. 2000; Suzuki i wsp. 2001; Van Loo i 

wsp. 2002). AiF oraz endonukleaza G promują niezależną od kaspaz drogę śmierci 

(Ravagnan i wsp. 2002, Van Loo i wsp. 2002), natomiast Smac/DIABLO i HtrA2/Omi 

biorą udział w obydwu typach (zależnej i niezależnej od aktywacji kaspaz) apoptotycznej 

śmierci komórek (Van Loo i wsp. 2002). 

Możliwość współdziałania między różnymi typami śmierci komórek w neurotoksyczności 

homocysteiny. 

Wiadomo z literatury, że sztywny podział na apoptozę i nekrozę nie odpowiada 

wszystkim spotykanym wariantom śmierci komórek. Jest wiele przykładów na to, że 
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biochemiczne i morfologiczne cechy więcej niż jednego typu programowanej śmierci 

można znaleźć w tej samej komórce (Proskuryakov i wsp. 2003), a zahamowanie jednego 

typu śmierci prowadzi do dominacji innego (Pohl i wsp. 1999). Badania Formigli i wsp. 

(2000) dowodzą istnienia w komórkach spektrum programów śmierci. Zauważył on, że 

antymycyna A indukuje typ śmierci, w którym można znaleźć molekularne i 

morfologiczne cechy typowe zarówno dla nekrozy jak i apoptozy i nazwał go aponekrozą. 

Zablokowanie kaspazy 3 prowadziło do zmiany z aponekrozy na nekrozę, a zwiększenie 

stężenia antymycyny powodowało śmierć nekrotyczną. Te i inne dane wskazują, że 

apoptoza i nekroza nie muszą być koniecznie dwoma niezależnymi typami śmierci 

komórek, lecz raczej mogą dzielić te same wspólne wydarzenia w związku z drogą 

transdukcji sygnału i wczesną fazą procesu śmierci. Ta idea jest zgodna z obserwacjami, że 

antyapoptotyczne geny jak Bcl-2, są zdolne do inhibicji zarówno apoptotycznej jak i 

nekrotycznej śmierci komórek (Shimizu i wsp. 1996). 

Podsumowując można zaproponować następujący, z pewnością uproszczony 

mechanizm działania homocysteiny na komórki nerwowe. Homocysteina aktywuje 

receptory NMDA i mGluRs należące do grupy I. Powoduje to nieznaczny napływ jonów 
• 94-wapnia z zewnątrz. Jednak ilość ta jest wystarczająca do lokalnego wzrostu stężenia Ca . 

Dzięki współdziałaniu receptorów NMDA i mGluR GI z różnymi białkami PSD (Shank, 
• • 94-Homer, PSD 95) dochodzi do aktywacji receptorów IP3 i uwalniania Ca z ER do 

cytosolu w części postsynaptycznej zakończeń nerwowych. Ten wzrost stężenia wapnia w 

komórce umyka obserwacjom, gdyż jest lokalny i jest kompensowany przez pobieranie 
94-jonów Ca przez mitochondria. Dochodzi do przemieszczenia wapnia z ER do 

mitochondriów. Skutkiem jest dysfunkcja obu organelli. Dochodzi do lokalnego stresu ER. 

Następuje rozpad zlokalizowanej w ER prokaspazy 12 na jej aktywne formy, które z kolei 

aktywują kaspazę 3, co może prowadzić do apoptotycznej śmierci neuronów. Oprócz tego 

hipotetycznego i opartego na spekulacjach szlaku związanego ze stresem ER, w śmierć 

neuronów wywołaną przez homocysteinę włączona jest droga wiodąca poprzez dysfunkcję 

mitochondriów, spowodowaną lokalnym wzrostem wewnątrzkomórkowego i stężenia 

wapnia i przeładowania mitochondriów wapniem. To skutkuje uwalnianiem cytochromu c 

do cytosolu i aktywacją kaspazy 3. W warunkach przewlekłego działania homocysteiny 

może to prowadzić w kierunku apoptozy. Natomiast przy ostrej toksyczności deenergizacja 

mitochondriów sprzyja szybkiej nekrozie neuronów. Możliwe są dodatkowe zapętlenia 

omawianych mechanizmów. Na przykład cytochrom c uwalniany z mitochondriów może 

również pobudzać receptory IP3 i RyR zlokalizowane na ER i przyczyniać się do 
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pogłębienia stresu ER (Boehning i wsp. 2003, 2005). Czy te dwa, wymagające 

udowodnienia szlaki wiodące do śmierci komórki z udziałem ER i mitochondriów są 

aktywowane równolegle, czy też któryś jest włączany wcześniej, trudno stwierdzić na 

podstawie dotychczasowych badań. Mechanizm działania homocysteiny wydaje się być 

jednak bardziej skomplikowany niż zaproponowany powyżej wstępny i ogólny model, 

czego dowodem są niejasności w szczegółowej interpretacji otrzymanych wyników. 
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VI. PODSUMOWANIE WYNIKÓW I WNIOSKI 

Wyniki badań tej pracy wykazały, że: 

1. HomocySteina jest w porównaniu do kwasu glutaminowego słabą ekscytotoksyną. 

Jednak antagoniści receptorów dla pobudzających aminokwasów niemal 

całkowicie chronią neurony przed ostrą i przewlekłą neurotoksycznością tego 

aminokwasu. 

2. Dla uzyskania pełnej ochrony przed neurotoksycznością homocysteiny konieczne 

jest jednoczesne blokowanie receptorów NMDA i mGluRs GI. 

3. Ekscytotoksycznemu działaniu homocysteiny towarzyszy hydroliza 

fosfoinozytydów i mobilizacja jonów Ca2+. Efekty są jednak dość słabo wyrażone. 

Homocysteina bardzo słabo pobudza napływ wapnia do neuronów. 

4. W warunkach doświadczalnych tej pracy stres oksydacyjny nie wydaje się 

odgrywać istotnej roli w neurotoksyczności homocysteiny. 

5. Ostrej ekscytotoksyczności homocysteiny towarzyszy spęcznienie mitochondriów i 

uwalnianie z nich cytochromu c, aktywacja kaspazy 3 oraz ujawnienie się w 

jądrach neuronów cech apoptotycznych. Mechanizmy i wzajemne powiązanie tych 

efektów wydaje się złożone. 

Te dane pozwalają na wyciągnięcie następujących wniosków: 

1. Podstawowym mechanizmem odpowiedzialnym za neurotoksyczne działanie 

homocysteiny jest ekscytotoksyczność, zachodząca za pośrednictwem receptorów 

NMDA i mGluR GI, przy czym ich współdziałanie ma cechy synergizmu 

obligatoryjnego. 

2. Neurotoksyczności homocysteiny nie towarzyszą silne zaburzenia homeostazy 

wapnia i objawy stresu oksydacyjnego. 

3. Mechanizmy ekscytotoksyczności homocysteiny różnią się od obserwowanych w 

klasycznym modelu neurotoksyczności pobudzeniowej, indukowanej przez kwas 

glutaminowy, wybiórczo uzależnionej od receptorów NMDA i wapnia. 

4. Homocysteina indukuje złożony obraz zaburzeń wiodących ku nekrozie i 

apoptozie, w których na plan pierwszy wysuwa się dysfunkcja mitochondriów. 
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VIII. STRESZCZENIE 

Homocysteina to aminokwas sulfhydrylowy, który nie wchodzi w skład białek, nie 

występuje w pokarmach, jest natomiast obecny w komórkach i płynach ustrojowych jako 

L-homocysteina. Powstaje jako produkt pośredni w toku przemian egzogennej metioniny. 

Organizm posiada dwa główne mechanizmy utrzymywania prawidłowego poziomu 

homocysteiny: może być ona metabolizowana do cysteiny lub metioniny. Kluczową role w 

tych przemianach odgrywa kwas foliowy oraz witaminy Bö i B12. W surowicy osób 

dorosłych homocysteina występuje zwykle w stężeniach rzędu 5-14 fiM. Zwiększone 

stężenie homocysteiny (hiperhomocysteinemia) występuje u ok. 5% populacji. 

Hiperhomocysteinemię mogą powodować czynniki genetyczne. Sprzyjają jej też czynniki 

żywieniowe jak: wysoka podaż metioniny, deficyty witamin Bö i B12 oraz niedobór kwasu 

foliowego w diecie. Hiperhomocysteinemię mogą też wywołać niektóre leki 

antagonistyczne wobec kwasu foliowego czy witaminy Bö, np. podtlenek azotu, leki 

przeciwpadaczkowe, przeciwcukrzycowe, hipolipidemiczne, hormonalne, L-DOPA. 

Rozwojowi hiperhomocysteinemii sprzyjają choroby nerek. U osób dorosłych dominują 

hiperhomocysteinemie związane z przyczynami egzogennymi. Podwyższony poziom 

homocysteiny we krwi towarzyszy często zawałom serca i udarom niedokrwiennym 

mózgu, chorobie Alzheimera i Parkinsona, pewnym chorobom psychicznym (schizofrenia, 

depresja), oraz cukrzycy i białaczkom. Uważa się, że hiperhomocysteinemia może 

przyczyniać się do rozwoju miażdżycy tętnic, zakrzepicy, a także, że ma działanie 

neurotoksyczne. Hiperhomocysteinemię leczy się najczęściej stosując różne terapie 

witaminowe (witaminy z grupy B w połączeniu z kwasem foliowym). 

Mimo intensywnych badań, do dziś nie został ostatecznie poznany mechanizm 

cytotoksyczności homocysteiny. Tym bardziej nie wiadomo, jaki jest mechanizm 

uszkadzającego neurony działania homocysteiny. Sugerowana przez niektórych badaczy 

rola w tym procesie ekscytotoksyczności, w której mogą pośredniczyć receptory NMDA, 

nie została powszechnie uznana. W tej pracy testowana jest hipoteza robocza zakładająca, 

że istotnie, pierwotnym mechanizmem uszkodzenia neuronów przez homocysteinę jest 

ekscytotoksyczność, która zachodzi jednak z udziałem nie tylko receptorów NMDA, ale i 

receptorów metabotropowych dla glutaminianu grupy I. Ponadto w pracy podjęto próbę 

bardziej szczegółowego określenia patogenezy ekscytotoksyczności wywołanej przez 

homocysteinę i identyfikacji wewnątrzkomórkowych mechanizmów tego zjawiska. 
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Celem pracy było: (1) potwierdzenie poglądu, że ekscytotoksyczność jest kluczowym 

mechanizmem neurotoksyczności homocysteiny; (2) ustalenie, czy w neurotoksyczności 

homocysteiny biorą udział, obok receptorów NMDA także receptory metabotropowe dla 

glutaminianu grupy I; (3) poznanie mechanizmów transdukcji sygnału komórkowego w 

receptorach dla glutaminianu indukowanych przez homocysteinę, a w szczególności 

zbadanie wpływu homocysteiny na hydrolizę fosfoinozytydów, oraz na pobieranie i 
• i • • • 2+ i • mobilizację jonów Ca ; (4) sprawdzenie, jaką rolę w neurotoksyczności homocysteiny 

odgrywa stres oksydacyjny jak również ocena roli dysfunkcji mitochondriów, aktywacji 

kaspazy 3 i indukcji apoptozy. 

Badania przeprowadzono częściowo in vivo na dorosłych królikach z 

wykorzystaniem techniki mikrodializy hipokampa sprzężonej z pomiarem uwalniania 45Ca 

do dializatu. Substancje farmakologicznie czynne podawano przez sondę dializacyjną. Z 

użyciem tej metody oceniano zmiany zewnątrzkomórkowego stężenia radioaktywnego 

wapnia w hipokampie królika, będące częściowo odbiciem mobilizacji wapnia 

wewnątrzkomórkowego. W próbkach dializatu oznaczano ponadto poziom glutaminianu 

metodą wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). 

Podstawowe badania przeprowadzono in vitro z zastosowaniem 7-dniowych hodowli 

pierwotnych neuronów ziarnistych móżdżku szczura, uzyskanych z 7-dniowych szczurów 

szczepu Wistar. W eksperymentach stosowano modele ostrej lub przewlekłej 

neurotoksyczności homocysteiny, polegającej na trwającej 30 min. lub 3 dni inkubacji z 

D,L-homocysteiną w stężeniach odpowiednio mili- lub mikromolowych. Przeżywalność 

komórek po ich wybarwieniu jodkiem propidyny, lub kondensację chromatyny i zmiany 

struktury jąder komórkowych po wybarwieniu odczynnikiem Hoechst 33258, oceniano 

przy użyciu mikroskopu fluorescencyjnego. Przy pomocy HPLC oznaczano wpływ 

inkubacji z homocysteiną na stężenie glutaminianu w medium, ponadto z zastosowaniem 

licznika scyntylacyjnego badano wpływ homocysteiny, w porównaniu z innymi agonistami 

receptorów dla glutaminianu, na pobieranie przez neurony 4^Ca, oraz na uwalnianie 

znakowanych trytem fosforanów inozytolu. Stres oksydacyjny oceniano metodą 

fluorescencyjną przy zastosowaniu sondy DCFH-DA i czytnika fluorescencji Fluoroscan. 

Wywołane przez ostrą inkubację z homocysteiną i glutaminianem zmiany 

wewnątrzkomórkowego stężenia wapnia oceniano przy użyciu sondy fluorescencyjnej 

fluo-3 z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego. Służył on także do badania metodą 

immunocytochemiczną uwalniania cytochromu c z mitochondriów do cytosolu. Zmiany w 
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strukturze mitochondriów oceniano w mikroskopie elektronowym. Proteolityczną 

aktywację kaspazy 3 badano metodą immunoblotingu. 

Stosowane w tej pracy substancje farmakologicznie czynne to: MK-801 -

bezkompetycyjny antagonista receptorów NMDA; LY367385 - kompetycyjny antagonista 

receptora mGluRl; MPEP - niekompetycyjny antagonista receptora mGluR5; tADA, 

agonista receptorów mGluR GI; immunosupresanty: cyklosporyna A (CsA) blokująca 

aktywację megakanału mitochondrialnego i FK 506, inhibitor kalcyneuryny, który nie 

wpływa na aktywację kanałów mitochondrialnych. 

Wyniki badań tej pracy wykazały, że homocysteina jest w porównaniu do kwasu 

glutaminowego słabą ekscytotoksyną. Jednak antagoniści receptorów dla pobudzających 

aminokwasów niemal całkowicie chronią neurony przed ostrą i przewlekłą 

neurotoksycznością tego aminokwasu. Dla uzyskania pełnej ochrony przed 

neurotoksycznością homocysteiny konieczne jest jednoczesne blokowanie receptorów 

NMDA i mGluRs GI. Ekscytotoksycznemu działaniu homocysteiny towarzyszy hydroliza 

fosfoinozytydów i mobilizacja jonów Ca2+. Efekty te są jednak dość słabo wyrażone. 

Homocysteina bardzo słabo pobudza napływ wapnia do neuronów. W warunkach 

doświadczalnych tej pracy stres oksydacyjny nie wydaje się odgrywać istotnej roli w 

neurotoksyczności homocysteiny. Ostrej ekscytotoksyczności homocysteiny towarzyszy 

spęcznienie mitochondriów i uwalnianie z nich cytochromu c, aktywacja kaspazy 3 oraz 

ujawnienie się w jądrach neuronów cech apoptotycznych. Mechanizmy i wzajemne 

powiązanie tych efektów wydaje się złożone. 

Te dane pozwalają na wyciągnięcie następujących wniosków: 1. Podstawowym 

mechanizmem odpowiedzialnym za neurotoksyczne działanie homocysteiny jest 

ekscytotoksyczność, zachodząca za pośrednictwem receptorów NMDA i mGluR GI, przy 

czym ich współdziałanie ma cechy synergizmu obligatoryjnego. 2. Neurotoksyczności 

homocysteiny towarzyszą słabo wyrażone zaburzenia homeostazy wapnia i brak cech 

stresu oksydacyjnego. 3. Mechanizmy ekscytotoksyczności homocysteiny różnią się od 

obserwowanych w klasycznym modelu neurotoksyczności pobudzeniowej, indukowanej 

przez kwas glutaminowy, wybiórczo uzależnionej od receptorów NMDA i wapnia. 4. 

Homocysteina indukuje złożony obraz zaburzeń wiodących ku nekrozie i apoptozie, w 

których na plan pierwszy wysuwa się dysfunkcja mitochondriów. 
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