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OD REDAKCJI

Wydanie Suplementu 11 /1998 ,Postepéw Biologii Komorki” jest zwigzane z
XXVIIl Konferencjg Szkoleniowg Biologii Komorki - tradycyjnie organizowang
przez zarzady: Polskiego Towarzystwa Histochemikéw i Cytochemikéw oraz Pol-
skiego Towarzystwa Anatomicznego i Redakcje ,,Postepéw Biologii Komorki”.

Konferencja odbedzie sie dnia 5 grudnia 1998 roku w Warszawie, w sali wy-
ktadowej im. L. Pankiewicza, w Anatomicum Akademii Medycznej przy ul. Cha-
tubinskiego 5. Poczatek obrad o godz. 10.00.

Warszawa, listopad 1998

Organizatorzy
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PRZEDMOWA

LESZEK KACZMAREK
Zaktad Biologii Molekularnej i Komérkowej PAN

Prace nad wyjasnieniem istoty zjawisk neurodegeneracji - $Smierci komadrek ner-
wowych od Kilku lat znalazty sie wsrod dominujgcych kierunkéw badawczych neu-
robiologii. Sg tego przynajmniej dwie zasadnicze przyczyny. Pierwsza to oczywiste
znaczenie spoteczne problemu. Schorzenia o podtozu neurodegeneracyjnym, takie
jak: choroba Alzheimera, Parkinsona, a takze wylewy i powypadkowe uszkodzenia
mézgu nalezg do najbardziej uposledzajacych zycie, a przez to spotecznie najbardziej
kosztownych, réwniez w sposéb wymierny finansowo. Choroby te sg udziatem
gtéwnie ludzi w podesztym wieku. Oczywiscie starzenie sie spoteczenstw najbo-
gatszych krajow przyczynito si¢ do zwrdcenia uwagi na ten, znany przeciez od
bardzo dawna, problem. Z drugiej strony nastgpit ostatnio olbrzymi postep w ba-
daniach neurobiologicznych. Ich charakterystyczng cechg stata sie integracja w po-
staci neuronauki (ang. neuroscience) o przestrzeni badan tak rozlegtej, ze
obejmujacej techniki rekombinacji DNA in vitro oraz in vivo czy tez nieinwazyjne
obrazowanie moézgu cztowieka, zeby wspomnieé tyko dwa spektakularne przyktady.
Poznanie biologicznego poditoza schorzen neurodegeneracyjnych stato sie w tych
warunkach zarowno jednym z gtéwnych celdw neuronauki, jak i umozliwito jej
zrozumienie spoteczne i wsparcie finansowe, czego wyrazem jest podjeta przez
Kongres USA inicjatywa ,,Dekady moézgu”.

Niniejszy zeszyt ,,Postepow Biologii Komaérki” (suplement 11) zawiera materiaty
przygotowane na konferencje poswiecona neurodegeneracji (5.12.1998 r., Warsza-
wa). Do udziatlu w konferencji zostata zaproszona grupa badaczy, ktérzy w swojej
pracy podejmujg zagadnienia neurodegeneracji. Sposdb ich podejscia odzwierciedla
wspoiczesne nurty w tej dziedzinie - z jednej strony dyskutujg oni rézne aspekty
problemu, z drugiej zas mozna znalez¢ bardzo wiele wspdlnego w tych prezentacjach.

Docent Maria Barcikowska opisuje ztozono$¢ choroby Alzheimera. Jest to scho-
rzenie, ktdre stato sie¢ symbolem badan nad $Smiercig komdrek nerwowych. Olbrzymi
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wysitek jest skierowany na wyjasnienie istoty tej choroby. Wyktad M. Barcikowskiej
uswiadamia nam, jak wiele zaangazowania wktada sie w ten problem, ale i jak
wiele pozostato do zrobienia. Waznym wnioskiem z badan ostatnich lat jest sugestia,
ze w rozwoju tej choroby olbrzymie znaczenie ma tzw. ekscytotoksycznos$¢. Nazwa
ta jest niedtagcznie zwigzana z nadaktywnoscig okreslonego ukiadu neuroprze-
kaznikéw - aminokwaséw pobudzajagcych w mézgu. Dopiero w latach osiemdzie-
sigtych przyjeto bez zastrzezeh, ze powszechnie wystepujgcy aminokwas - kwas
glutaminowy jest gtéwnym neuroprzekaznikiem pobudzajacym neurony mozgu.
WKkrotce przypisano mu kolejng wazna role - neuromodulacyjny udziat w procesach
plastycznych, w tym zjawiskach pamieci i uczenia sie. Okazato sie tez, ze nadmiar
tego neuroprzekaznika ma zgubny wpltyw na neurony.

Ostatnich kilka lat to zywiotowy rozwdj badarn nad mechanizmami $mierci ko-
mérkowej. Postep w biologii molekularnej umozliwit rozszerzenie wachlarza kry-
teriow rozpoznawania réznych rodzajéw tej $mierci, a zwlaszcza wskazatl na
powszechno$¢ aktywnego udziatu metabolizmu komoérkowego, w szczeg6lno$ci za$
zjawisk ekspresji gendw w tzw. $mierci apoptotycznej. Oryginalnie uzywano dy-
chotomicznego rozrdznienia proces6w degeneracyjnych w komorce - nekroza
oznaczata Smier¢ o charakterze pasywnym, a apoptoza okreslata Smier¢ samobdjcza.
Dzisiaj takie proste rozréznienie na jedynie dwa dobrze wyrdéznialne rodzaje nie
jest do utrzymania - mamy raczej do czynienia z catg gamg réznych obrazéw i
mechanizméw $mierci komdrkowej. Niewatpliwie do takiego rozumienia problemu
przyczynity sie badania neurodegeneracji, o ktoérej r6znych morfologicznych ob-
liczach wiadomo byto od dawna. Docent Bozena Kamiriska wraz z mgr Magdaleng
Stanczyk staraja sie w swoim artykule uporzagdkowa¢ naszg obecng wiedze na temat
molekularnych aspektéw neurodegeneracji. Autorki zwracajg uwage na znaczenie
nadaktywnos$ci uktadu aminokwasdw pobudzajacych jako zewnatrzkomdrkowej
przyczyny $mierci neuronalnej. Skupiajg sie jednak na procesach wewngtrzkomor-
kowych, wskazujac na ich wspblne cechy wystepujagce w réznych modelowych
sytuacjach doswiadczalnych.

Najbardziej powszechnym wspdlnym elementem neurodegeneracji badanej na
poziomie biologii molekularnej komorki jest udziat cytoplazmatycznego wapnia
w aktywowaniu réznych szlakéw sygnatowych i metabolicznych. Problem ten jest
przedstawiony w pracy prof. Jacka KuZnickiego i dr Moniki Puzianowskiej-
KuzZnickiej. W swoim artykule pokazujg oni z jednej strony r6znorodno$é proceséw
komdrkowych zaleznych od wapnia, a istotnych dla neurodegeneracji, a z drugiej
strony przedstawiajg wielos¢ sytuacji, w ktorych dochodzi do nadmiernego pod-
wyzszenia cytoplazmatycznego stezenia wapnia w neuronach, czego konsekwencjg
jest $mier¢ tych komérek.

W ostatnim czasie w badaniach neurodegeneracji, a zwitaszcza tej o podiozu
apoptozy bardzo wiele uwagi poswieca sie mitochondriom. Doktor Ewa Magdalena
Urbanska i prof. Waldemar Andrzej Turski przedstawiajg bardzo istotny aspekt
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tego zagadnienia. Skupiajgc sie nad substancjami, ktore zaburzajq prace mitochon-
driéw, autorzy pokazuja, jak mozna wyttumaczy¢ dramatyczne dla neuronéw kon-
sekwencje zaburzeri oddychania tlenowego w kontekscie ekscytotoksycznosci. Warto
zwrdéci¢ uwage, ze ta droga rozumowania moze prowdzi¢ do wyttumaczenia istoty
choroby Parkinsona. Autorzy podejmujg takze problem drgawkogennego dziatania
toksyn mitochondrialnych - oczywiscie trzeba w tym miejscu pamieta¢ o roli ami-
nokwasow pobudzajgcych w procesach powstawania drgawek.

Ostatni artykut dr Izabeli Figiel opisuje narzedzie badawcze, bez ktérego nasza
wiedza o neurodegeneracji bytaby znacznie ubozsza - hodowle komo6rek nerwowych
in vitro. Istnieje kilka rodzajow takich hodowli réznigcych sie zaréwno Zrédiem
zastosowanego materiatu biologicznego, jak tez sposobem prowadzenia hodowli.
Warto o tych réznicach pamieta¢, albowiem majg one istotne znaczenie dla ogélnosci
wycigganych wnioskow. Trzeba jednak podkres$li¢, ze zjawisko neurotoksycznego
dziatania aminokwas6w pobudzajacych ma charakter uniwersalny.

Zyczac Panstwu pozytecznej lektury niniejszego zeszytu, chciatbym bardzo ser-
decznie podziekowaé¢ wszystkim Autorom za przyjecie zaproszenia do udziatu w
sesji i napisanie zawartych w tym tomie prac.
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CHOROBA ALZHEIMERA JAKO PRZYKLAD
SCHORZENIA NEURODEGENERACYJNEGO

ALZHEIMERS DISEASE AS AN EXAMPLE
OF NEURODEGENERATIVE PROCESS

Maria BARCIKOWSKA

Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN, Warszawa

Streszczenie: Choroba Alzheimerajest najczestszg przyczyng otepienia w wieku podesztym. Rozpozna-
nie tego schorzenia wymaga wspoétwystepowania typowego obrazu klinicznego i neuropatologicznego.
Obraz morfologiczny choroby Alzheimera charakteryzuje sie obecnoscig bardzo licznych amyloidowych
blaszek starczych, a takze zwyrodnieniem neurofibrylarnym neuronéw, ktore stanowig agregaty patolo-
gicznie fosforylowanego biatka tau. Beta-amyloid jest patologicznym fragmentem biatka prekursorowe-
go (APP). Przyczyng zaniku neuronéw poza obecnoscia wiokienkowych ztogéw wewnatrz- i
zewnatrzneuronalnych sa: apoptoza, procesy zapalne, wolne rodniki, dziatanie aminokwaséw pobudza-
jacych i tlenku azotu. Znane jest juz kilka chromosoméw, ktére koduja biatka i enzymy biorace udziat
w patogenezie choroby. Sg to chromosomy: 21,14,1,12, a takze rozpoznano jedyny poza wiekiem
czynnik ryzyka dla zachorowania, jakim jest wystepowanie izoformy 4 apolipoproteiny E kodowanej na
chromosomie 19.

Stowa kluczowe: APP, (3-amyloid, biatko tau, otepienie

Summary: Alzheimers disease (AD) is thought to be the most common form of dementia in senility. Two
lesions have become recognized as the pathological hallmarks of Alzheimers disease: plaques are
composed primarily of (3-amyloid protein which is the part of the much larger amyloid precursor protein
APP and must be cleaved out of the parent protein through proteolitic processing. Tangles are intracellural
accumulations of neurofibrillar elements within the cytoplasm. A major component of tangles is
abnormally phosphorylated tau. Atrophy on neurons are caused not only by (3-amyloid and pathological
tau, but also by apoptosis, free radicals, NO and cytokines, as well as excitotoxic degeneration. Mutations
of three genes have been identified so far which can cause early onset of AD gene on chromosome 21
for APP, chromosomel4 and 1 for presenilins 1and 2, and gen on chromosom 12 for late onset. Only
one, besides age known risk factors for AD is Apo E isoform 4, coded on chromosom 19.

Key words: APP, (3-amyloid, tau protein, dementia
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WSTEP

Wyniki badan epidemiologicznych dotyczacych wystepowania otepienia sg zbli-
zone w réznych krajach. W Europie, czesto$¢ otepienia w grupie wiekowej 65-74
lat wynosi 1-2%; pomiedzy 75 a 84 rokiem zycia - 4%, za$ po ukonczeniu 85
lat choruje 10% populacji [6]. Badania w programie EURODEM wykazaty czestos$¢
wystepowania otepienia w grupie wiekowej 75-79 lat na 5,7%; 80-84 lata - 12,4%;
a pomiedzy 85-89 na 21% [20]. Wyniki badan epidemiologicznych z Rochester
Minnesota,USA prowadzone w systemie longitudinalnym (USA) $wiadczg o
wyraznym narastaniu otepienia z wiekiem [11]. Najczesciej (w 55% przypadkow)
otepienie spowodowane jest przez chorobe Alzheimera (chA); w 25% przyczyng
otepienia sag zmiany naczyniopochodne, w 15% sg to przypadki mieszane, w ktérych
wspotistniejg oba te procesy, w 8% przyczyng demencji sg inne czynniki, takie
jak zaburzenia metaboliczne, hormonalne, uszkodzenia toksyczne i zmiany ogni-
skowe w osrodkowym uktadzie nerwowym (oun)-guz lub krwiak.

OBRAZ MORFOLOGICZNY CHOROBY ALZHEIMERA

Blaszki starcze (BS) i zwyrodnienie neurofibrylarne (ang. neurofibrillary tangles
- NFT) w mdzgu, zostaly opisane na przetomie XIX i XX wieku. BS opisali
po raz pierwszy Bloq i Marinesco [2], a NFT w roku 1907 roku Alzheimer [1]
postugujac sie impregnacjg srebrowg. Wedtug klasycznych opisow amyloid to sub-
stancja zewnatrzkomdérkowa, wykazujaca takie wasciwosci jak wielocukry. Obe-
cnie wiemy, ze amyloid to grupa molekularna réznych silnie glikozylowanych biatek
majacych wspolne wiasciwosci fizykochemiczne: znaczny odsetek struktur (3-fak-
dowych w budowie Il-rzedowej czastki, dwutomno$¢ w Swietle spolaryzowanym
po zabarwieniu czerwienig Kongo i fluorescencje w barwieniu tioflawing S. Na-
tomiast amyloid rozproszony nie ma ksztattu uformowanej blaszki starczej (BS).
Wedtug Probsta [17] stanowi on poczatkowg faze amyloidogenezy w oun. Znane
sq przypadki obecnosci amyloidu ,,rozproszonego” juz po 4 godz. od urazu [15,19].

Grupa Terrego [20] sugeruje natomiast, ze powodem otepienia nie jest zanik
neuronéw w nastepstwie odktadania sie amyloidu i zmian w cytoskeletonie komaérki,
lecz wytacznie znaczne zmniejszenie liczby neuronalnych potgczeri synaptycznych
[12,13]. Ci sami autorzy dowodza, ze zmiany patologiczne synaps wyprzedzajg
pojawianie sie zmian typowych dla chA. Ubytek liczby potaczen synaptycznych,
w tym przede wszystkim cholinergicznych, faczy sie Scisle z tak zwana ,.choli-
nergiczng” teorig choroby Alzheimera. Przedmiotem szczegdlnego zainteresowania
jest zajecie przez proces patologiczny hipokampa i okolicy parahipokampalnej. Do-
woddw na kluczowg role hipokampa w zaburzeniach neurotransmiterowych, do-
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tyczacych gtéwnie metabolizmu acetylocholiny, w patogenezie choroby Alzheimera
dostarczajg miedzy innymi obserwacje kliniczne. Stwierdzono, ze przy umiarkowanie
nasilonym zaniku hipokampa istniejg szanse poprawy Kklinicznej po leczeniu pre-
paratami z grupy inhibitorow acetylocholinesterazy. Przy znacznym zaniku szanse
terapeutyczne juz nie istniejg [18]. Obecnos$¢ ztogoéw amyloidowych w hipokampie
Swiadczy o wiekszym zaawansowaniu procesu, przeciwnie niz obecno$¢ neuronéw
z cechami zwyrodnienia neurofibrylamego [4]. Bowen [3] wykazat, ze w przebiegu
choroby Alzheimera spada w mozgu zawartos¢ acetylotransferazy cholinowej iace-
tylocholiny, sugerujagc zwigzek tego zjawiska ze zwyrodnieniem neurofibrylarnym
w neuronach jadra Meynerta [22]. Bardzo istotny jest takze fakt, ze w chorobie
Alzheimera poza spadkiem stezenia acetylocholiny wystepuje ponadto deficyt innych
substancji przekaznikowych, takich jak: noradrenalina, serotonina, dopamina, GA-
BA i innych biologicznie aktywnych zwigzkdw, takich jak: somatostatyna, neu-
ropeptyd Y, substancja P. Pewne nadzieje wigze sie z grupg substancji uznanych
za czynniki wzrostu. Jest znanym faktem, ze czynnik wzrostu nerwéw NGF (ang.
nerve growthfactor) bierze udziat w rozwoju i zachowaniu biologicznej integralnosci
szeregu ugrupowan neuronalnych, w tym osrodkowych neuronéw cholinergicznych
[14], a ich zanik zwigzany jest z niedostatkiem NGF. Warto przy tym podkreslic,
ze NGF wykryto pierwotnie w neuronach hipokampa i kory nowej, a zatem w
polach projekcji komorek jgdra Meynerta. W blaszce starczej poza NGF stwierdzono
réwniez obecnos¢ innych substancji troficznych, takich jak: czynnik wzrostu naskdrka
- EGF (ang. Epidermal Growth Factor), mézgowopochodny czynnik troficzny -
BDNF (ang. Brain Derived Neurotrophic Factor), neurotrofina 3/4, a takze za-
sadowy czynnik troficzny fibroblastow - bFGF (basic Fibroblast Growth Factor).
Ostatnie lata przyniosty koncepcje wigzania zaniku neuronéw w chorobie Alzheimera
z toksycznym dziataniem tlenku azotu (NO), a jeszcze wczes$niej z toksycznym
wplywem aminokwaséw pobudzajgcych i zaburzeniami wewngatrzkomoérkowej ho-
meostazy jonéw wapnia. Wiadomo przy tym, ze rozpuszczalny fragment A3 jest
czynnikiem obronnym przeciw dziataniu kwasu glutaminowego, atakze bezposrednio
obnizajagcym poziom jonéw wapnia wewnatrz komorki. Pewna liczba neuronéw
ginie takze w mechanizmie zaprogramowanej $mierci komarki - apoptozie.
Poza skupiskami amyloidu w mo6zgu bardzo wazng role odgrywa, wspdtwyste-
pujaca z nim, degeneracja neuronéw, zwana zwyrodnieniem neurofibrylarnym. W
komorce nerwowej pojawiajg sie patologiczne biatka o szczeg6lnej budowie stru-
kturalnej. Obecno$é tych struktur poczatkowo utrudnia prace neuronu, a w koncu
powoduje jego rozpad. Ubytek liczbhy neurondw makroskopowo przejawia sie za-
nikiem mézgu. Juz impregnacje srebrowe umozliwity doktadne scharakteryzowanie
zmian patologicznych w obrebie cytoskieletu komorki nerwowej. W wyniku hiper-
fosforylacji biatka tau stanowigcego sktadnik prawidtowego cytoszkieletu komarki
nerwowej dochodzi do pojawiania sie w jej cytoplazmie zmian o cechach zwy-
rodnienia neurofibrylamego. NFT wystepuje gtownie wewngtrzkomorkowo, obser-
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wuje sie je takze w umiejscowieniu zewnatrzkomoérkowym. Obraz mikroskopo-
wo-elektronowy zostat czeSciowo scharakteryzowany juz w latach sze$édziesigtych
i siedemdziesiagtych [23]. Znane z mikroskopu $wietlnego $Srédneuronalne NFT skia-
dajg sie w znacznej czesci z podwdjnych helikalnie skreconych filamentéw - PHF
(ang. paired helical filaments) opisanych po raz pierwszy przez Kidda w 1963
[10].

Biatko tau wystepuje takze w obrebie tzw. ,nitek neuropilowych” [4]. Nitki
neuropilowe - NT (ang. neuropil threads) sg srebrochtonnymi wypustkami roz-
sianymi w neuropilu. W korze najczeSciej pojawiaja sie w dendrytach neuronéw
komoérek piramidowych zawierajacych NFT. Reakcje immunohistochemiczne z su-
rowicami przeciw ubikwitynie uwidaczniaja znacznie mniejszg liczhe NFT zaréwno
w korze nowej, jak i w hipokampie.

Znanych jest wspotczesnie kilka skal majacych stuzyé neuropatologicznemu
rozpoznaniu chA. Kryteria Khachaturiana [9] przyjeto dla zmian ujawnionych za
pomocg impregnacji srebrowej. Nie mogg byé one obecnie uznawane za jedyne,
w zwigzku z rozwojem znacznie czulszych technik immunohistochemicznych. Obe-
cnie, oprocz kryteriow Khachaturiana, stosowane sg takze kryteria CERAD (ang.
Consortium to Establish a Registry for Alzheimer’s Disease) [7].

ETIOPATOGENEZA

Rozwazania na temat etiopatogenezy choroby Alzheimera oparte sg na prze-
staniu, ze pierwotng przyczyng zwyrodnienia neuronéw jest odktadanie sie ztogow
A(3 w neuropilu i wtérne do tego procesy neurodegeneracyjne, by¢ moze na skutek
neurotoksycznos$ci A(3. Tak wiec poszukiwania naukowe dotyczg poznawania me-
chanizmoéw genetycznych i biochemicznych prowadzacych w efekcie do odkladania
sie wiokienkowej formy A[3 podstawowego sktadnika blaszek starczych.

Ztogi [3-amyloidu (|I3A), jak juz powiedziano, wystepuja pozakomdérkowo.
[3-amyloid odktada sie takze w $cianach naczyn moézgowych. Amyloid wchodzacy
w sktad neuropilowych depozytow charakteryzuje sie typowa, (3-fatdowg budowg
strukturalng: ktéra to konformacja powoduje jego oporno$¢ na dziatanie proteaz,
jest nierozpuszczalny i na trwale pozostaje w mézgu. (3A o dtugosci 42-43 ami-
nokwasow jest fragmentem znacznie diuzszego biatka prekursorowego amyloidu
- (3APP (fiAmyloid Precursor Protein). Jest to biatko btonowe umocowane w btonie
komorkowej wiasnie w obrebie [3A. N-koniec tego biatka jest znacznie diuzszy,
nastepnie znajduje sie fragment obejmujgcy sekwencje (3A, a potem fragment C-
terminalny, ktéry jest wyraznie krotszy. Dziatanie enzymu, zwanego a-sekretaza,
(ciagle jeszcze nie wykrytego) powoduje przeciecie biatka prekursorowego amyloidu
w obrebie pA, w efekcie czego dochodzi do wytworzenia rozpuszczalnych frag-
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mentéw prekursora. Sa one usuwane z mézgu droga dalszej fizjologicznej degradaciji,
ale tez czeSciowo wchodza w skiad blaszki starczej. Jezeli zadziatajg (réwniez
nie wyizolowane) sekretazy o symbolu: 3 iy, dochodzi do uwolnienia fragmentu
(3A w catosci z btony komorkowej. Przyjmuje on nastepnie konformacje (3-fatdowa
i ulega agregacji, tworzac ostatecznie nierozpuszczalne BS. W ich sktad wchodzg
poza [3A, takze inne biatka, w tym apolipoproteina E, biatko tau, al-antychymo-
trypsyna, a2-makroglobulina, wielocukry. Blaszke starczg tworzg rowniez komorki
astrogleju i mikrogleju. Komoérki te sg dodatkowym Zrédtem biatka prekursorowego,
a takze licznych, szkodliwych dla bton komérkowych substancji, takich jak: wolne
rodniki, tlenek azotu, cytokiny (interleukina 1i 6) i biatka komplementu. Cytokiny
dodatkowo takze stymulujg amyloidogeneze.

Zwyrodnienie neurofibrylarne natomiast wystepuje w cytoplazmie neuronu. Two-
rzg je nierozpuszczalne agregaty patologicznie ufosforylowanego i nieprawidtowo
glikozylowanego biatka tau o konformacji (3-fatldowej. Cze$¢ z nich jest ubikwi-
tynowana w p6zniejszym okresie. Obecno$¢ zwyrodnienia neurofibrylarnego upo-
Sledza poczatkowo przeptyw aksonalny, a w dalszej kolejnoSci prowadzi do rozpadu
btony komoérkowej neuronu.

W 85% zachorowania na chA sg sporadyczne, to znaczy takie, ktore nie sg
uwarunkowane defektem znanego genu. Pozostate 15% jest spowodowane przez
btad genetyczny. W ostatnim okresie uwaza sie nawet, ze mozna méwic¢ o podtozu
genetycznym az w 50%.

Glenner i Wong w 1984 roku [8] po raz pierwszy okredlili sekwencje ami-
nokwasowg wyekstrahowanego z naczyn opon (3A i tym samym zapoczatkowali
badania, ktoérych celem byto zdefiniowanie etiopatogenezy amyloidozy mo6zgowej,
jaka jest chA. Jak powiedziano, (3A jest cze$cig biatka prekursorowego amyloidu
(IBAPP - amyloid precursor protein). (3 APP wystepuje w Kkilku izoformach
((BAPP695, (BAPP 751, (3APP-770), sktadajacy sie z 19 eksondéw gen znajduje sie
na chromosomie 21 (21921). Sekwencja (3A jest zawarta w eksonach 16 i 17
genu PAPP. Stwierdzenie, ze gen kodujacy (3APP znajduje sie na chromosomie
21, stanowito wazng obserwacje w kontek$cie znanego juz wowczas faktu pojawiania
sie amyloidozy moézgowej w przypadkach choroby Downa (trisomii chromosomu
21) ito bardzo wczes$nie - juz po 25 roku zycia. Nastepne lata przyniosty odkrycia
mutacji w obrebie genu dla (3APP bedacych przyczyng wystepowania wczesnych,
rodzinnych postaci chA. W chwili obecnej znanych jest 6 takich mutacji
(VAL717ILE, VAL717PHE, VAL717 GLY, LYS 670ASN, MET 671LEU, ALA
713 THR, GLN665ASP). Nalezy jednak pamietaé, ze sq one przyczyng nie wiecej
niz 1% przypadkoéw o raczej wczesnym czasie zachorowania. Znalezienie mutacji
genu (3APP umozliwito skonstruowanie kilku transgenicznych myszy bedacych no-
sicielami genu (3APP cztowieka ze znanymi mutacjami w swoim genomie. Myszy
transgeniczne stanowig nieoceniony model dla dalszych badan nad patogenezg chA,
jej objawami klinicznymi i metodami leczenia. Wérdd wielu innych, istniejg sugestie,
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ze BAPPjest biatkiem ptodowym. Zaktada sie przy tym, zejego sprawny iprawidtowy
metabolizm zabezpiecza przed odktadaniem sie w neuropilu w postaci nierozpu-
szczalnej o konformacji (3-faldowej. Wczes$niejsze wyczerpanie sie mechanizmdow
regulacyjnych metabolizmu amyloidu, np. juz okoto 65 roku zycia prowadzi do
szybkiego odktadania sie amyloidu witdkienkowego w mézgu i pojawiania sie Kli-
nicznych objawéw choroby Alzheimera [21].

W ostatnim czasie opublikowano wyniki badan, ktére dowodza takze udziatu
a-synukleiny (jednego z biatek presynaptycznych) kodowanych na chromosomie
4, a bedacego prekursorem NAC (precursor of non-amyloid component of Alz-
heimer’s disease amyloid), wchodzgcego w sktad blaszek starczych.

Od roku 1993 grupa Alana Rosesa rozpoczeta badania nad wyjasnieniem roli
apolipoproteiny E (Apo E) w patogenezie chA. Jest ona kodowana przez gen na
chromosomie 19 (199 13.2) i wystepuje w trzech réznych izoformach oznaczonych
symbolami: 2, 3 i 4. Polimorfizm ten zalezy od kodondw 112 i 158, na ktérych
znajdujg sie w przypadku 2-CYS/CYS, dla 3-CYS/ARG idla4- ARG/ARG. Badacze
tej grupy, a potem wielu innych wykazali, ze najwyzsze ryzyko (czternastokrotnie
czestsze) wystgpienia chA ma miejsce przy obecnosci dwu allei APO E 4, a stwier-
dzenie alleli e2 takie ryzyko znacznie obniza. Spostrzezenie to nie pozwala jednak
na prowadzenie poradnictwa genetycznego wobec braku stuprocentowej pewnosci,
moze by¢ natomiast dodatkowym czynnikiem diagnostycznym, a takze jednym z
dwu poza wiekiem znanym czynnikiem ryzyka dla chA. Polimorfizm Apo E jako
czynnik ryzyka dotyczy gtownie przypadkéw po6znych, sporadycznych.

Lato 1995 roku przyniosto natomiast dowody udziatlu w amyloidogenezie dwu
kolejnych chromosomoéw: 14 (14924.3) i 1 (1q31-34). Znajduja sie na nich geny
presenilin 1 i 2. Kodujg one dwa wysoce homologiczne biatka transbtonowe (o0
dtugosci od 467 do 554 aminokwas6w), zawierajgce Srednio 7 domen transbio-
nowych. Wiadomo, ze oba te biatka poza ubocznym udziatem w procesach apoptozy,
odgrywaja bardzo istotng role w amyloidogenezie, przyczyniajac sie, w sposob
nie do konca jeszcze poznany, do stymulacji produkcji bardziej amyloidogennych,
dtuzszych form. Znanych jest juz blisko 30 mutacji w obrebie presenilin, ktérych
jednostkowa rola patogenetyczna nie jest zdefiniowana, ale wiadomo, ze warunkujg
one pojawianie sie przypadkéw o wczesnym okresie zachorowania. Wykrycie mutacji
presenilin ma duze znaczenie w ewentualnym poradnictwie genetycznym, wobec
faktu ich autosomalnie dominujgcego typu dziedziczenia ijak sie wydaje bardzo
wysokiego procentu, blisko 100% penetracji genu, jak rowniez niewielkiego wptywu
czynnikow srodowiskowych na fenotyp. Opisano juz pierwszg polskg mutacje w
obrebie chromosomu 14 - jest to mutacja PRO 117 LEU.

W roku 1997 zlokalizowano przez linkage kolejny chromosom tym razem 12,
na ktérym znajduje sie dotychczas nieodkryty gen bioragcy udzial w patogenezie
choroby [16]. Jest to ogromnie interesujgce, dlatego ze wedtug Tanziego mutacji
ulega enzym o nazwie: a2-makroglobulina. Tym samym bytby to pierwszy dowdd
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na mozliwos$¢ patologicznej mutacji w obrebie enzymu, bioragcego hipotetyczny
udziat w degradacji prekursora dla amyloidu. Mutacja ta wystepuje przede wszystkim
u chorych z pdznym poczatkiem choroby. Inna grupa badaczy sugeruje, ze patologia
na chromosomie 12 dotyczy genu dla LRP (low-density lipoprotein receptor related
protein), ktory jest istotnym receptorem dla apolipoproteiny E.

W mozgu o0séb z chA stwierdzono, réwniez znaczacy wzrost uszkodzeA mito-
chondrialnego DNA w korze czotowej i ciemieniowej.

Badania genetyczne w chA poza wartosciami poznawczymi majg na celu takze
potencjalne mozliwos$ci poradnictwa genetycznego w przysztosci.

OBJAWY KLINICZNE CHOROBY ALZHEIMERA

W pierwszej fazie objawy schorzenia nie sg charakterystyczne. Sg to najczesciej
zaburzenia pamieci w niewielkim stopniu utrudniajgce zycie, zaburzenia wzroko-
wo-przestrzenne, orientacji i niezbyt nasilona apraksja. Niekiedy obserwuje sie za-
burzenia mowy, czasami bedace pierwszym objawem choroby. Zaburzenia te czesciej
sprawiajg wrazenie trudno$ci w odszukaniu stowa, niz przypominaja cechy afazji
czuciowej lub ruchowej. Chory ma problemy ze sprostaniem codziennym obo-
wigzkom w pracy. Czesto wyraznie chudnie nawet do 8 kg. U 0s6b prowadzacych
do tej pory samochdd pojawiajg sie problemy czesto zmuszajace je do zaprzestania
tej czynnosci. Chorzy krytyczni wobec swego stanu sg czesto depresyjni, niekiedy
nie godzac sie z narastajgcg degradacjg bywaja agresywni. Obserwuje sie takze
typowe narastanie podejrzliwosci. Na tym etapie chorzy prawie zawsze sg zdolni
do samodzielnej egzystencji, chociaz nadzorowania wymagaja juz ich decyzje fi-
nansowe, np. placenie obowigzkowych Swiadczen.

W drugiej fazie choroby pacjenci potrzebujg juz statej opieki innej osoby.
Moga by¢jednak jeszcze kontrolowani w opiece ambulatoryjnej. Zaburzenia pamieci
sg juz bardzo wyrazne, w rownym stopniu dotycza wydarzeA Swiezych jak i do-
tyczacych przesztosci. Chory nie zawiaduje juz swoimi wydatkami. Przestaje by¢
krytyczny co do wiasnego wygladu, wymaga pomocy przy myciu i wyborze wia-
$ciwego ubrania. Chory obawia sie samotnosci, kontakt z opiekunem staje siejedynym
kontaktem ze Swiatem. W tym okresie pojawia sie czesto objaw bigdzenia (ang.
wandering), chory chodzi niespokojnie po domu, nalega na spacery, ,,nie moze
usiedzie¢” na miejscu. Samodzielne spacery niekiedy koriczg sie niemoznoscig tra-
fienia do domu. Czesto wystepujg omamy wzrokowe i stuchowe. Chory nie poznaje
wiasnego domu. Kobiety nie umiejg przygotowac¢ nawet najprostszych positkow.
Czesto pojawiaja sie: pobudzenie, zaburzenia zachowania i snu w skrajnych przy-
padkach prowadzace do odwrd6cenia rytmu dnia i nocy. Chory juz nie zawsze wie,
kim jest jego opiekun, zona lub coérka postrzegane sg jako matka. Pojawia sie
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ptacz przymusowy, znacznie rzadziej Smiech. Mowa jest coraz ubozsza. Pierwsze
zaburzenia oddawania moczu i stolca moga by¢jeszcze regulowane systematycznym
wyprowadzanem chorego do toalety przez opiekuna. W badaniu neurologicznym
stwierdza sie elementy zespotu parkinsonowskiego, jeszcze bez drzenia i wyrazne
objawy deliberacyjne, ktérym towarzysza: apraksja i narastajace zaburzenia wzro-
kowo-przestrzenne.

Ostatnia, trzecia faza choroby to faza, w ktorej chory traci tzw. ,,zdolno$¢ po-
ruszania sie”, przebywa najpierw w pozycji siedzacej w domu, potem w lezgacej
w t6zku, chociaz nie ma niedowtadéw, nie mowi, jest karmiony, nie kontroluje
zwieraczy. Ginie najczesciej w przebiegu zapalenia ptuc.

Kliniczne rozpoznanie kliniczne chA nigdy nie jest, jak juz powiedziano, ab-
solutnie pewne. Jednak prowadzone ostatnio badania kliniczno-patologicznie do-
wodzg prawie 90% swoistosci rozpoznan klinicznych [7]. Rozpoznanie chA jest
okreslone doktadnym miedzynarodowym protokdétem i sktada sie z wielu elementéw
oceny. Po pierwsze, w kazdym przypadku nalezy przeprowadzi¢ doktadny wywiad
dotyczacy wspoétwystepowania objawow nasilonej miazdzycy naczyn (choroba wien-
cowa, nadcisnienie, cukrzyca), wykluczy¢ zatrucia, zespoty niedoborowe, zaburzenia
hormonalne, obecnosci choroby nowotworowej. Kazdy chory powinien byé oceniony
przez neuropsychologa. Badanie to jest szczeg6lnie istotne w okresie poczatkowym,
kiedy drobne, ale charakterystyczne objawy moga ujs¢ uwagi specjalisty neurologa
i psychiatry. Ocena neurologiczna maduze znaczenie przy wykluczeniu ogniskowych
zespotdéw piramidowych i takze w ocenie stadium choroby. Badanie to obejmuje
zawsze co najmniej kilka testow przesiewowych, okre$lajacych stopieri degradaciji,
z ktérych najpowszechniej wykonywanym na $wiecie jest test MMSE (Mini Mental
State Examination) [6]. W przypadku nasilonych zaburzeh zachowania, depresji
i pobudzenia wskazana jest konsultacja psychiatry.

Badania laboratoryjne, w tym biochemiczne stuzg wyeliminowaniu innych przy-
czyn otepienia niz chA. Badania neuroobrazowe; tomografia komputerowa i ob-
razowanie rezonansem magnetycznym (ang. magnetic resonans imaging, MRI)
wykluczajg mozliwos$¢ nierozpoznania guza lub przewlektego krwiaka i umozliwiajg
okreslenie stopnia i topografie zaniku (w chA charakterystycznie dotykajagcego hi-
pokampa i okolicy okotohipokampalnej - czesci uktadu limbicznego). Badania te
pomagajg uwidoczni¢ wspdtistniejgcg patologie naczyniowg albo wrecz na ich pod-
stawie mozna rozpozna¢ otepienie naczyniopochodne. Badanie przeptywéw SPECT
pozwala rozpozna¢ proces zwyrodnieniowy, zanim widoczny jest zanik nawet, naj-
wczesniej pojawiajacy sie, uktadu limbicznego. SPECT jest takze jedynym badaniem
laboratoryjnym, szczeg6lnie w fazie poczatkowej, pozwalajagcym podejrzewac roz-
poznanie tak zwanych otepief nie-alzheimerowskich, takich jak: choroby Picka
i zwyrodnienia czotowo-skroniowego. Najczulszym badaniem jest PET, w Polsce
ciggle jeszcze niedostepny, pozwala rozpozna¢ chA najwczes$niej przed okresem
pojawiania sie zaniku na podstawie oceny zaburzen metabolizmu glukozy.
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LECZENIE CHOROBY ALZHEIMERA

Leczenia przyczynowego choroby Alzheimera jeszcze nie ma. Sg jednak leki,
ktore hamujg rozwdéj choroby we wzglednie fagodnym jej okresie, odsuwajgc czas,
w ktérym dochodzi do dalszych etapéw rozwoju choroby. W tej grupie znajduja
sie leki podwyzszajgce poziom acetylocholiny. Dzialajg one przez hamowanie en-
zymow rozktadajacych acetylocholing, tym samym podwyzszajag jej poziom w
mozgu. Do tej grupy nalezg: cognex-takryna, welnakryna, aricept, exelon i me-
trifonate. Inna grupa lekow dziatajagcych w pierwszej fazie takze objawowo, a nie
przyczynowo - to wymiatacze wolnych rodnikéw, ktoérych dziatanie powoduje rozpad
btony komdrkowej neuronu. Uprzatniecie wiec tych zwigzkéw przedtuza zycie neu-
ronu. Sg to selegilina, jumex i duze dawki witaminy E. Istniejg takze leki, bedace
juz w ostatniej fazie badan, hamujace pomnozenie pobudzonego mikrogleju, ktére
wtornie dzieki temu, takze wydtuzajg przezycie neurondw, powstrzymujac ich zanik.
Przedstawicielem tej grupy jest propentofilina. Nawet, jezeli nie ma leku, ktéry
moze catkowicie wyleczyé chorego, mozemy utatwi¢ mu chorowanie znoszac nie-
ktére objawy. Mozna leczy¢ objawy depresji, pobudzenie, zaburzenia snu, objawy
zespotu parkinsonowskiego.

Bardzo istotna w chorobie Alzheimerajest $cista wspdipraca lekarza z opiekunem,
troska o jego zdrowie i samopoczucie. W tym celu nalezy znac sytuacje opiekuna
i wskazywa¢ mozliwosci utatwien w jego skrajnie ciezkiej sytuacji zyciowej. Temu
stuzy takze scista wspoétpraca lekarza prowadzgcego ze stowarzyszeniem opiekunow
chorych na chorobe Alzheimera. Rola takich samopomocowych organizacji jest
bardzo wazna - stanowigc nieoceniong pomoc w pracy lekarza prowadzgcego pa-
cjentdw z chorobg Alzheimera.
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Streszczenie: Szereg danych wskazuje na to, ze Smieré komérek nerwowych lezy u podtoza proceséw
neurodegeneracyjnych. Podczas gdy kontrolowana utrata komérek nerwowych ma miejsce ijest nie-
zbedna w trakcie prawidtowego rozwoju uktadu nerwowego, masywna $mier¢ komérek w dojrzatym
uktadzie nerwowym, moze by¢ odpowiedzialnaza zjawiska neurodegeneracji. Podjeto probe odpowiedzi
na pytanie, czy $mier¢ komérek nerwowych ma charakter aktywnej programowanej $mierci komdrek
(apoptozy), czy tez przewaza nekroza. Dyskutowane sa specyficzne mechanizmy $mierci komoérek
nerwowych uwzgledniajace swoiste cechy tych komoérek, takie jak pobudliwos$¢ i wystepowanie specy-
ficznych kanatow jonowych. Chociaz $mieré komérek nerwowych moze by¢ inicjowana przez rézno-
rodne sygnaty, takie jak brak czynnikéw wzrostowych i troficznych lub uszkodzenie przez endogenene
albo egzogenne toksyny, komdérkowy mechanizm realizacji programu $mierci jest do$¢ uniwersalny. W
regulacji i wykonaniu procesu apoptozy uczestniczg swoiste proteazy, biatka z rodziny Bcl-2 oraz
czynniki mitochondrialne. Rola niektérych biatek jadrowych w regulacji ekspresji genéw zaangazowa-
nych w proces apoptozy jest dyskutowana.

Stowa kluczowe: apoptoza, nekroza, ekscytotoksycznos¢, kaspazy, biatka Bcl-2, Fas ligand

Summary: Loss of nervous system cells from the adult brain underlies the pathology of many neurodege-
nerative diseases. While moderate cell loss is tolerated and even required to form the developing nervous
system, an accellerated rate of cell death in the adult nervous system may be responsible for neurodege-
neration processes. The question of whether programmed cell death, such as apoptosis, underlies those
processes is discussed. Specific death mechanisms based on unique neuronal features such as excitability
and the occurrence of specific channels and enzymes, have been unraveled in the brain. While multiple
signals can initiate cell death, such as the removal of an essential growth factors or damage by endogenous
or exogenous toxins, mechanisms of execution of cell death have a lot in common. Evolutionary
conserved mechanisms involving proteases, Bcl-2-related proteins, and mitochondrial factors participate
in the modulation and execution of cell death. The possible involvement of some nuclear proteins in the
regulation of apoptosis related genes is discussed.

Key words: apoptosis, necrosis, excitotoxicity, caspases, Bcl-2 proteins, Fas/Fas ligand
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1. WSTEP

Wiekszo$¢ komérek ma zdolno$¢ do samounicestwienia, a program $mierci uru-
chamiany jest w nich wtedy, gdy stajg sie niepotrzebne na pewnych etapach rozwoju
organizmu (np. Smier¢ nadliczbowych neuronéw w trakcie rozwoju mozgu) lub
potencjalnie niebezpieczne (np. $mier¢ komdérek nowotworowych lub zainfekowa-
nych wirusami, usuwanie autoreaktywnych limfocytéw w grasicy) [34]. Zaburzenia
w regulacji tego programu moga by¢ odpowiedzialne za wystepowanie zjawisk
patologicznych, w tym niektérych choréb neurodegeneracyjnych, takich jak: is-
chemia, AIDS, choroba Alzheimera czy Parkinsona [8, 28,36]. Szereg danych wska-
zuje na to, ze u podioza proceséw neurodegeneracyjnych wywotanych
niedotlenieniem maézgu, epilepsja badZz w przewlektych chorobach zwyrodnienio-
wych, takich jak choroba Alzheimera, Huntingtona badZ Parkinsona, krytyczna
role odgrywa zjawisko ekscytotoksycznosci. Polega ono na nadmiernym pobudzeniu
komérek nerwowych przez neuroprzekaznik pobudzajacy, glutaminian (GLU) i spo-
wodowanej tym Smierci komérek. Do niedawna sagdzono, ze w wyniku ekscytoto-
ksyczno$ci komdrki umierajg biernie w drodze nekrozy. Obecnie wiadomo, ze
towarzyszy temu takze indukcja programowanej $mierci komérek i to wiasnie
op6zniona $mier¢ komérek nerwowych moze by¢ odpowiedzialna za rozlegte zmiany
neurodegeneracyjne.

2.  SMIERC KOMOREK W PROCESACH
NEURODEGENERACYJNYCH - APOPTOZA
CZY NEKROZA?

W dobrze poznanym modelu neurodegeneracji in vivo, czyli eksperymentalnie
wywotanym niedotlenieniu mézgu lub hipoglikemii, obserwowano wzrost poziomu
glutaminianu w uszkodzonych strukturach. Wyniki badar nad ekscytotoksycznoscig
sugeruja, ze w czasie rozpadu niektérych komoérek nerwowych dochodzi do wyptywu
ich zawartosci do otoczenia oraz uwolnienia zmagazynowanych w pecherzykach
synaptycznych aminokwasow pobudzajgcych - glutaminianu i asparaginianu. Nad-
mierna stymulacja receptordw GLU moze prowadzi¢ do $mierci dalszych komorek
na zasadzie reakcji tancuchowej. Wzrost ilosci neuroprzekaznika i w konsekwencji
nadmierne pobudzenie receptora GLU prowadzi do naptywu jonéw wapnia i akty-
wacji syntazy tlenku azotu (NO) oraz aktywacji fosfolipazy A2 w komoérkach ner-
wowych (rys. 1). Pobudzenie fosfolipazy A2 powoduje powstanie m.in. wolnych
rodnikéw tlenowych, ktére uszkadzajg funkcje mitochondriéw, a zwtaszcza za-
burzaja dziatanie tancucha oddechowego. Dodatkowo powstajacy roéwnolegle NO
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RYSUNEK 1 Postulowany mechanizm ekscytotoksycznoséci. Nadmierna stymulacja receptoréow NMDA
przez glutaminian prowadzi do naptywu jonéw wapnia i aktywacji syntazy tlenku azotu (NO) i fosfolipazy
A2. Powoduje to powstanie wolnych rodnikéw tlenowych, ktére uszkadzajg funkcje mitochondriow
i funkcjonowanie faricucha oddechowego. Powstajacy réwnolegle NO tworzy z tlenem toksyczne
pochodne, ktore takze uposledzajg metabolizm energetyczny mitochondriow
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tworzy z tlenem toksyczne pochodne, ktore takze upos$ledzajg metabolizm ener-
getyczny mitochondriéw [7]. Wykazano, ze zar6wno niedobor tlenu, jak tez ob-
nizenie poziomu glukozy in vivo i in vitro, powodujg wzrost poziomu wolnych
rodnikow [22].

Zaburzenie metabolizmu energetycznego w mitochodriach prowadzi do obnizenia
poziomu ATP i zaburzenia dziatania btonowych pomp jonowych. Konsekwencja
tego jest otwarcie zaleznych od napigecia kanatéw jonowych i dalszy naptyw jonéw
wapniado komérek. W badaniach naneuronach w hodowli wykazano, ze w zaleznosci
od stopnia pobudzenia komérek przez glutaminian moze doj$¢ do dwdéch sytuacji
[3]. W przypadku drastycznego pobudzenia receptoréw NMDA dochodzi do na-
ptywu jondw wapnia, czemu towarzyszy naptyw jonéw sodowych i chlorkowych.
To pocigga za sobg naptyw wody, pecznienie i lize komérek. Smieré ma wéwczas
charakter nekrotyczny i powoduje tworzenie ogniska zapalnego i liczne wtérne
uszkodzenia komorek. Jezeli bodziec negatywny byt stabszy i nie dochodzi do
tak drastycznego zaburzenia metabolizmu energetycznego, podwyzszenie poziomu
wapnia w cytoplazmie indukuje proces programowanej $mierci komdrek. Dochodzi
wowczas do aktywacji swoistych endonukleaz (enzymow degradujgcych DNA) oraz
proteaz (enzymdw degradujgcych biatka), ktérych wspdlne dziatanie powoduje
fragmentacje jader komoérkowych i catych komoérek [33]. Fragmenty komorki po-
zostajg otoczone btong, dzieki czemu nie dochodzi do uszkadzania komorek sg-
siadujacych i powstania reakcji zapalnej [22].

W ten sposOb stopien zaburzenia metabolizmu energetycznego w wyniku nad-
miernego pobudzenia komdrek przez GLU determinuje stopien i sposéb $mierci
komdrek nerwowych. Niezaleznie od tego, czy komorki nerwowe umieraja w drodze
nekrozy badz apoptozy, konsekwencjg jest zanik komorek nerwowych i zaburzenie
funcjonowania mézgu. Badania in vitro nad $miercig neuronéw pod wpltywem GLU
dowodza, ze wstepny etap obu proceséw moze by¢ podobny, a rodzaj $mierci
zalezy od dawki GLU i od stopnia zaburzenia metabolizmu energetycznego. Jezeli
dochodzi do trwatego zahamowania funkcji mitochondriow, w konsekwencji ko-
moérka umiera w wyniku nekrozy. Jezeli komérki powracajg do stanu réwnowagi
energetycznej, dochodzi do indukcji swoistego programu apoptozy: aktywacji en-
donukleaz i swoistych proteaz [3, 7].

3. WEWNATRZKOMORKOWA MASZYNERIA
ODPOWIEDZIALNA ZA REALIZACJE PROGRAMU
APOPTOZY

Kazda komorka eukariotyczna jest zdolna do apoptozy, tzn. mozna w niej uru-
chomi¢ program, ktéry doprowadzi do powstania lub aktywacji kompletu enzyméw
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niezbednych do usmiercenia komérki. Wydaje sie, ze w trakcie prawidtowego fun-
kcjonowania komorki program ten jest aktywnie hamowany przez ré6znorodne czyn-
niki podtrzymujace przezywanie komérek (czynniki troficzne i wzrostowe). Czynniki
indukujace programowang $mier¢ komadrek moga by¢ r6zne w poszczeg6lnych typach
komérek, ale program realizacji $mierci przebiega podobnie we wszystkich ko-
moarkach, niezaleznie od rodzaju aktywacji. W $wietle ostatnich doswiadczen wydaje
sie ze mitochondria petnig kluczowg role w regulacji apoptozy (15, 17, 21].

3.1. Rola mitochondriéw w indukcji apoptozy

Jedng z najwczes$niej obserwowanych zmian, zachodzacych w mitochondriach
po stymulacji komérek do $mierci, jest spadek potencjatu na wewnetrznej btonie
mitochondrialnej. Nastepuje on na dtugo przedtem, zanim pojawi sie fragmentacja
DNA i wszystkie morfologiczne zmiany wyr6zniajgce komdrke apoptyczng. Uwaza
sie, ze krotkotrwaty spadek potencjatu AT”m nieodwracalnie prowadzi do apoptozy
[17].

Wewnetrzna btona mitochondrialna jest w normalnych warunkach nieprzepusz-
czalna dla jonow, dzieki czemu mozliwe jest utrzymanie na niej potencjatu, co
z kolei pozwala na prawidtowe funkcjonowanie taficucha oddechowego i synteze
ATP. Jakikolwiek ,,przeciek” przez te btone powoduje spadek potencjatu btonowego
AT, z ktérym mamy do czynienia w trakcie apoptozy. Przyczyn tego zjawiska
upatruje sie w otwarciu megakanatu (ang. PT pore, permeability transition pore).
Zaréwno funkcja fizjologiczna, jak i budowa megakanatu nie jest do korica poznana.
Megakanat jest kompleksem biatek, w ktérego sktad wchodzi translokaza nukleo-
tydéw adeninowych (AdNT), poryna zewnetrznej btony mitochondrialnej oraz pra-
wdopodobnie inne biatka. Wnioski dotyczace budowy megakanatu wyciggnieto z
oddziatywania biatek btonowych z odpowiednimi inhibitorami, takimi jak cyklo-
sporyna A i ADP. Funkcjg megakanatu jest prawdopodobnie uwalnianie wapnia
z matriks mitochondrialnej lub tez ,utatwiony” import biatek do wnetrza mito-
chondrium [40].

Konsekwencjg otwarcia megakanatu jest przerwanie tancucha oddechowego, za-
przestanie syntezy ATP, wyptyw jon6w wapnia, uwolnienie zapaséw zredukowanego
glutationu i NAD(P)H2 oraz zwiekszona produkcja anionéw. By¢ moze jednak
gtéwna funkcjg megakanatu jest jego udziat w regulacji procesu apoptozy. Otwarcie
megakanatu umozliwia swobodny wyptyw z mitochondridw biatek, ktére w nor-
malnych warunkach nie majg mozliwosci znalezienia si¢ na terenie cytoplazmy
[32]. Ten niezwykle wazny skutek otwarcia megakanatu moze by¢ przyczyng zmian
apoptycznych zachodzacych w komérce. Do tej pory opisano dwa biatka uwalniane
przez mitochondria w trakcie otwarcia megakanatu - AIF (ang. apoptosis inducing
factor) i cytochrom c [25], bedgce prawdopodobnie induktorami apoptozy.
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RYSUNEK 2. Schemat ilustrujacy hipoteze dotyczaca udziatu mitochondriow w apoptozie. Sygnat

indukujacy apoptoze dociera do komérki i jest przekazywany do mitochondriéw. W krétkim czasie po

stymulacji komérek do $mierci, nastepuje spadek potencjatu na wewnetrznej btonie mitochondrialnej, a

nastepnie otwarcie megakanatu i wyptyw czynnikéw indukujacych apoptoze - AIF i cyt. c. Obydwa

uwalniane czynniki majg zdolno$¢ do aktywowania kaskady kaspaz. Megakanat jest hamowany przez
produkt genu bcl-2.

3.1.1. Czynnik indukujacy apoptoze (AIF)

Biatko zwane czynnikiem indukujgcym apoptoze (AIF), zostato oczyszczone
z komérek ludzkich jako uwalniany przez mitochondria komérek apoptycznych
czynnik o masie czgsteczkowej ok. 50 kDa [21]. AlIFjest czynnikiem wystarczajgcym
do indukcji apoptozy w izolowanych jadrach komorkowych i prowadzi do nigj
szybko, w czasie krétszym niz 15 minut. Wyniki badan funkcjonalnych dowodza,
ze AIF jest proteaza, ktdrej aktywnos$¢ jest hamowana przez inhibitory proteaz
cysteinowych - kaspaz [17]. Wszystkie cechy nowo odkrytego biatka wskazujg
na to, iz moze by¢ ono jednym z rzeczywistych czynnikéw odpowiedzialnych za
nieodwracalne uruchomienie procesu apoptozy przez aktywacje kaskady kaspaz.

3.1.2. Cytochromc

Obok AIF uwalniany jest z mitochondriéw cytochrom c, ktérego potencjalny
udziat w apoptozie wydawat sie zagadkowy, biatko to bowiem jest jednym ze
sktadnikoéw tancucha oddechowego. Li i in. [24] wykazali udziat cytochromu c



MOLEKULARNE MECHANIZMY NEURODEGENERACIJI 21

w aktywacji kaskady kaspaz, ktéra prowadzi dofragmentacji DNA i$mierci komérki.
Cytochrom c, ktory jest uwalniany przez mitochondria komérek pobudzonych do
apoptozy, wigze sie z biatkiem Apafl zmieniajac jego konformacje. Nastepnie w
procesie zaleznym od dATP powstaje kompleks biatka Apaf-1z kaspazg 9. Powstanie
kompleksu cyt.c/Apafl/kaspaza9 pozwalana indukcje proteolitycznych wtasciwosci
kaspazy 9, ktéra aktywuje kaspaze 3 i prowadzi do apoptozy [24].

Inne hipotezy na temat udzialu mitochondribw w procesie apoptozy dotyczg
sposobu uwalniania przez mitochondria cytochromu c¢ [29]. Jedna z nich zakiada
udziat w tym procesie innego kanatu, tworzonego przez biatko Bax (biatko z rodziny
Bcl-2) w zewnetrznej btonie mitochondrialnej [38]. Uwolnienie cytochromu ¢ w
takich warunkach nie wigzatoby sie ze spadkiem potencjatlu na wewnetrznej btonie
mitochondrialnej.

3.2. Protekcyjna rola biatka Bcl-2 w regulacji apoptozy

Gen bcl-2 zostat zidentyfikowany jako ssaczy homolog genu cecl-9 z Caeo-
norabditis elegans. Biatko Bcl-2 jest zakotwiczone w zewnetrznej bionie mito-
chondrialnej i dzieki swej lokalizacji ma mozliwo$¢ wptywania na przebieg apoptozy
[20,21]. Doktadny mechanizm jego dziatania nie jest poznany, przypuszcza sie,
ze moze ono blokowac¢ ktorys z kanatow btonowych otwieranych w trakcie apoptozy
[1, 39]. Nie dochodzi wowczas do uwolnienia z matriks mitochondrialnej zadnego
z dwoéch opisanych wyzej czynnikow mogacych aktywowac kaspazy i powodowaé
$Smier¢ komérki [20]. Podwyzszona ekspresja genu bcl-2 zmniejsza wrazliwo$é
komérek na czynniki wywotujgce apoptoze.

Nie udato sie dotychczas odpowiedzie¢ na pytanie, czy mitochondria zaanga-
zowane sg w Smier¢ komorek we wszystkich modelach apoptozy. Pojawity sie
doniesienia, ze rola mitochondriow w apoptozie zalezy czesto od czynnika wywo-
tujacego Smier¢ i typu komorek [24].

3.3. Rola proteaz w realizacji programu apoptozy

Czynniki indukujace apoptoze prowadza do aktywacji biatek z rodziny proteaz
cysteinowych, zwanych kaspazami [2, 33]. Aktywne kaspazy uczestniczg w de-
gradacji szeregu biatek, takich jak: polimeraza polif[ADP-rybozy] (PARP), kinazy
biatkowe PAK, FAK, biatko retinoblastoma-RB, laminy jadrowe [23,27,28,31], za-
lezna od DNA kinaza biatkowa i duza podjednostka replisomu [37], fodryna i
aktyna. PARP jest enzymem naprawy DNA i degradacja PARP w czasie apoptozy
moze blokowac proby naprawy uszkodzen DNA. Kinazy biatkowe PAK (ang.p21Ras
activated kinase) regulujg miedzy innymi aktywno$¢ kinaz z rodziny MAP oraz
sg waznymi regulatorami cytoszkieletu. Kinazy FAK (ang. focal adhesion kinase)
uczestniczg w regulacji biatek znajdujacych sie w plytkach adhezji komérkowej
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RYSUNEK 3. Mechanizm aktywacji kaspazy 3 przez uwalniany z mitochondriéw cytochrom c

i petnia wazng role w przekazywaniu sygnatdw inicjowanych przez integryny i
neuropeptydy [30]. Proteoliza kinaz biatkowych PAK i FAK przez kaspazy prowadzi
do powstania ich stale aktywnych form izaburzonej fosforylacji biatek komé6rkowych
[23,31]- Wydaje sie, ze prowadzi to do procesow, takich jak: fatdowanie sie bton
komoérkowych (ang. membrane blebbing), rozpad ptytek adhezyjnych, cofanie sie
wypustek i rozpad potaczen miedzykomérkowych, ktére nalezg do pierwszych ob-
jawow apoptozy [23,31]. Z kolei degradacja aktyny ilamin jadrowych przez kaspazy,
wystepujgca na wczesnym etapie apoptozy, moze by¢ odpowiedzialna za uwolnienie
endonukleaz, ktére uczestnicza we fragmentacji jagdrowego DNA. Proteoliza jednej
z podjednostek endonukleazy DFF-45 prowadzi do jej aktywacji [35], co jest pra-
wdopodobnie przyczyng ciecia DNA na fragmenty wielko$ci nukleosomu i jego
wielokrotnosci.

Kaspazy wystepuja w komérkach w formie nieaktywnych proenzymoéw, ktore
ulegajq aktywacji proteolitycznej przez proteazy z tej samej rodziny badz w drodze
autokatalitycznej proteolizy. Moga tez aktywowac inne proteazy wiaczajac kaskade
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TABELA 1 Podziat proteaz cysteinowych z rodziny ICE i CED3, ich substraty i inhibitory,
skroty: PARP - polimeraza poli[ADP-rybozy]; SREBP - biatko wigzgce sie z sekwencjami wra-
zliwymi na sterydy; snRNP - mate jadrowe biatka wigzagce RNA; DNA-PKs - zalezne od DNA

kinazy biatkowe

Kaspazy Nazwa Substraty Inhibitory
Rodzina ICE 6 ICE rel-lll, TY pro-kaspaza-5 Z-Vad-FMK
4 TX, ICH-2, ICErel-2 pre-1L-1[3 CrmA (pM)
1 ICE pre-1L-1(3 p35
spektryna, Ac-YVAD-CHO
czynnik
indukujacy IFy
Rodzina CED-3 7 Mch3, ICE-LAP3, pro-kaspaza-7 Z-Vad-FMK
CMH-1 hnRNP SREBP CrmA (JiM)
p35
3 CPP32, Yama, Apopain SREBP, DNA-PKs, Ac-DEVD-CHO
aktyna
Mch2
6 MACH, FLICE, Mch5 lamina A
8 pro-kaspazy
Mch4
ICH-1
10 ICE-LAMPS6, Mcho
2 PARP, spektryna
9 PARP

sekwencyjnie uruchamianych proteaz (rys. 3 i tab. 1). Role proteaz w apoptozie
komérek nerwowych potwierdzajg wyniki badan na komoérkach, w ktérych zwie-
kszono poziom inhibitora proteaz, biatka wirusowego p35. Inhibitor proteaz blo-
kowat $mieré tych komorek indukowangusunigciem glukozy, jonoforem wapniowym
i usunieciem surowicy. Podobnie biatko crmA (wirusowe biatko hamujgce silnie
proteazy z rodziny ICE) blokowato $mier¢ neuronéw ze zwojéw wspotczulnych
kurczecia indukowang usunieciem NGF. Wraz z pojawieniem sie syntetycznych
peptydow hamujacych specyficzne proteazy mozliwa stata sie identyfikacja swoistych
dla danego procesu proteaz. Proteazy z rodziny ICE uczestniczg w apoptozie mo-
toneuronéw w czasie rozwoju rdzenia kregowego kurczecia [33]; z kolei proteaza
CPP-32 odgrywa wazng role w $mierci komérek ziarnistych mézdzku indukowanej
przez usuniecie z pozywki surowicy i jonéw potasu [11], a obie grupy proteaz
uczestniczag w uSmiercaniu oligodendrocytow przez TNF-czynnik nekrozy nowo-
tworu [14]. Oprdcz proteaz z rodziny ICE i CED-3, takze inne proteazy, takie
jak kalpainy, mogg odgrywac istotng role w apoptozie komaérek nerwowych. Kalpainy
sq enzymami proteolitycznymi wystepujagcymi w cytoplazmie komorek w formie
nieaktywnej i ulegajg aktywacji po znacznym wzroscie stezenia wapnia. Wsrod
substratow kalpain wymienia sie szereg biatek cytoszkieletalnych i btonowych oraz
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biatka regulatorowe, takie jak kinaza C, fosfolipaza C, receptor rianodynowy i
NMDA. Znaczny wzrost aktywnos$ci kalpain towarzyszy zmianom neurodegenera-
cyjnym w ischemii. Podawanie inhibitoréw kalpain hamuje $mieré neuronéw i ogra-
nicza uszkodzenia maézgu [6].

4. CZYNNIK TRANSKRYPCYJNY AP-1 JAKO WELACZNIK
PROGRAMU APOPTOZY

Programowana $mieré komoérek zgodnie z przyjetymi kryteriami jest procesem
wymagajacym syntezy nowych biatek i aktywacji genéw. W wiekszosci przypadkdow
obserwuje sie opdznienie lub znaczne zahamowanie samobojczej Smierci komadrek
przez inhibitory biosyntezy RNA lub biatek. Nic wiec dziwnego, ze wsrdd ziden-
tyfikowanych do tej pory biatek petnigcych funkcje regulacyjng w procesie pro-
gramowanej Smierci sg takze czynniki transkrypcyjne [12, 13]. Indukowalne czynniki
transkrypcyjne to biatka pojawiajagce sie w komorkach tylko w okres$lonych sy-
tuacjach, wigzace sie w obszarach regulatorowych swoistych genéw iuruchamiajace
synteze konkretnego mRNA. Szereg danych wskazuje, ze jednym z czynnikéw
regulujagcych proces apoptozy jest kompleks transkrypcyjny AP-1 (ang. activator
protein-]). W sktad kompleksu wchodzg biatka nalezace do rodziny Fos i Jun.
Rolakompleksu AP-1poleganastymulacji programu genetycznego dostosowujgcego
komérke do okreslonej sytuacji fizjologicznej w odpowiedzi na bodZce zewng-
trzkomérkowe. Prowadzac badania nad mechanizmem aktywacji genomu podczas
pobudzenia komdrek nerwowych przez kainian stwierdziliSmy, ze w mdzgu zwierzat
dochodzito do pojawiania sie kompleksu AP-1w kilka godzin po wywotaniu drgawek
i po przejsciowym zaniku kompleksu, nagromadzat sie on ponownie w kilka dni
pézniej [19]. W tym samym czasie wykazaliSmy rownocze$nie z zespotem dr.
Ben Ariego, ze drgawki indukowane przez kainian wywotujg $mier¢ komérek ner-
wowych w drodze apoptozy [16]. Tak wiec indukcje kompleksu AP-1 mozna byto
powigza¢ z zainicjowaniem apoptotycznej $mierci komérek nerwowych.

Wyniki naszych dalszych badan sugerujg, ze kompleks AP-1 pojawiajacy sie
w umierajagcych komérkach jest inny od tego, ktéry wykrywamy w komérkach
nerwowych po stymulacji fizjologicznej [26]. Nagromadzanie si¢ w komdrkach
umierajgcych ufosforylowanych biatek c-Jun i ATF2 sugeruje, ze tworzony przez
nie kompleks AP-1 moze ogrywa¢ wazng role w regulacji apoptozy. Wyniki badan
nad przebiegiem $mierci komérek nerwowych po usunieciu NGF, potwierdzaja
bezposrednio role biatek c-Jun i kompleksu AP-1 w apoptozie. Jezeli metodami
inzynierii genetycznej wytgczy sie w tych komaorkach czynnik AP-1w trakcie procesu
apoptozy (przez wprowadzenie dominujgcego negatywnego mutanta c-Jun), proces
apoptozy jest zablokowany i nie dochodzi do u$Smiercenia komdrek nerwowych
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[12, 13]. Aktywacja czynnika AP-1, a zwiaszcza akumulacja biatka c-Jun w ko-
morkach apoptotycznych nie jest zjawiskiem ograniczonym do wymienionych sy-
tuacji modelowych, bowiem towarzyszy réwniez $mierci komoérek nerwowych po
niedokrwieniu moézgu, w chorobie Alzheimera i Huntingtona [4, 9, 10, 18]. Chociaz
rola czynnika AP-1 w regulacji apoptozy nie jest do korica poznana, wyniki ostatnio
opublikowanych badarn rzucaja nowe Swiatto na ten problem. Stwierdzono, ze eks-
presja biatka c-Jun ijegoufosforylowanej formy w trakcie neurodegeneracji, koreluje
z podwyzszong ekspresjg biatka zwanego Fas ligandem (FasL) [18]. Biatko FasL
nalezy do rodziny biatek TNF (czynnik nekrozy nowotworéw) i podobnie jak TNF
jest czynnikiem indukujacym apoptoze w wielu typach komérek majgcych na swojej
powierzchni receptor, biatko Fas (zwane tez CD95, APO) [5]. Biatko Fas w czesci
cytoplazmatycznej ma domeny zwane death domains, ktére sg odpowiedzialne za
wigzanie biatek adaptorowych uruchamiajagcych proces $Smierci. Wigzanie sie FasL
wystepujgcego jako trimer, indukuje trimeryzacje btonowych biatek Fas, co z kolei
pobudza biatka adaptorowe FADD (ang. Fas Associated Death Domain) i aktywuje
kaspaze 8. Aktywacja tej kaspazy uruchamia kaskade proteaz z rodziny ICE, ktére
realizuje program degradacji roznych substratéw komaérkowych, ktérego kulminacja
jest degradacja jadrowego DNA [5].

5. PODSUMOWANIE

Poznanie molekularnego podtoza zjawisk neurodegeneracyjnych jest niezbednym
warunkiem podejmowania dziatan prewencyjnych badz leczniczych. Fakt, ze apo-
ptoza, w przeciwienstwie do nekrozy, jest procesem czasochtonnym, wymagajagcym
czesto syntezy nowych gendw i biatek stwarza szereg mozliwosci terapeutycznych.
Chociaz nie we wszystkich schorzeniach neurodegeneracyjnych $mieré komorek
ma charakter wytacznie apoptyczny, wigkszo$¢ badaczy zgadza sie, ze wiasnie
ten proces ma znaczenie dominujgce w zjawiskach ekscytotoksycznos$ci oraz cho-
robach Alzheimera, Parkinsona, stwardnieniu rozsianym bocznym, demencjach sko-
jarzonych z AIDS i by¢ moze w starzeniu moézgu. Podejmuje sie préby protekcji
komorek nerwowych przed $miercig w intensywnie badanym zjawisku ekscytoto-
ksycznosci przez stosowanie blokerow uwalniania GLU, blokeréw receptoréw
NMDA i kanatéw wapniowych. Doswiadczalnie testuje sie substancje blokujgce
powstawanie wolnych rodnikéw tlenowych. Dzieki temu, ze zidentyfikowano kilka
biatek wirusowych, ktére sa naturalnymi inhibitorami proteaz apoptotycznych z
grupy ICE, testuje sie ich skuteczno$¢ w zapobieganiu apoptozie.
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Streszczenie: W pracy opisano komorkowe enzymy i szlaki metaboliczne, ktére aktywowane sg przez
jony wapnia i ktérych aktywacja moze prowadzi¢ do apoptozy. Przedstawiono réwniez neurotoksyczne
dziatanie jondw wapnia towarzyszace zjawiskom ekscytotoksycznosci oraz toksycznosci substanciji,
takich jak: metale ciezkie, biatka HIV, priony i 13-amyloid. Podano informacje o presenilinach, ktérych
mutacja moze powodowac wczesne pojawienie sie choroby Alzheimera oraz o biatkach wigzacych wapn,
ktére moga przyspiesza¢ lub op6znia¢ apoptoze neuronéw.

Stowa kluczowe: apoptoza, neurotoksycznosé, jony wapnia, biatka wiazace wapn, preseniliny, choroba
Alzheimera

Summary: Cellular enzymes and metabolic pathways that are activated by calcium ions, and activation
of which may induce apoptosis, are described in this paper. Neurotoxic action of calcium ions associated
with excitotoxicity, toxicity of different substances such as heavy metals, HIV proteins, prions, and
(3-amyloid are presented. Presenilins, the mutations of which may cause an early onset of Alzheimer’s
disease, as well as the involvement of Ca2+binding proteins in a process of induction and inhibition of
apoptosis are described.

Key words: apoptosis, neurotoxicity, calcium ions, calcium binding proteins, presenilins, Alzheimer’s
disease

WSTEP

Jony wapnia w organizmach eukariotycznych petnig wiele istotnych funkciji,
przy czym do szczegblnie waznych nalezy ich udziat w przekazywaniu sygnatéw
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komérkowych [38, 43]. Jest to mozliwe dzieki utrzymywaniu przez komérke gra-
dientu stezen jonow wapnia miedzy jej wnetrzem, gdzie stezenie wynosi okoto
100 nM, a $rodowiskiem zewnetrznym, gdzie wynosi ono 1,3-1,8 mM [62].

W zdrowych komdérkach eukariotycznych poziom jondw wapnia jest precyzyjnie
regulowany przestrzennie i czasowo, zaleznie od ich stanu fizjologicznego. Pod
wptywem odpowiednich czynnikéw aktywujgcych, ich poziom wzrasta w okre-
$lonych rejonach komérki i powoduje aktywacje proceséw od nich zaleznych. W
sytuacjach patologicznych czesto obserwuje sie podwyzszenie poziomu jonéw wa-
pnia. Prowadzi to do zaburzenia funkcjonowania komoérek na skutek nadmiernej
aktywacji niektorych procesoéw, a w sytuacjach ekstremalnych - do $mierci komorki
przez nekroze lub apoptoze [5, 46]. Indukowana przez jony wapnia toksycznos$¢
komorkowa wystepuje w réznych zjawiskach neuropatologicznych zar6wno w prze-
wlektych chorobach neurodegeneracyjnych, jak iw stanach ostrych, np. przy udarach
mézgu. Apoptoza komdérek nerwowych, zachodzgca w okresie normalnego rozwoju
osobniczego, réwniez charakteryzuje sie zmieniong homeostaza wapniowg i pod-
wyzszonym poziomem jondw wapnia.

To, jakie stezenie jon6w wapnia jest dla komorki toksyczne, zalezy od réznych
czynnikow, m.in. od drogi, ktérg wapn dostat sie do komorki, a takze od jej stanu
fizjologicznego wyznaczajacego optymalny itoksyczny zakres stezer jondw wapnia
[37, 78]. Wedtug hipotezy neuronalnego set-point, réwniez i to, czy dane stezenie
jonéw wapnia wigczy proces apoptozy, czy nekrozy, zalezy od wyjSciowego stanu
fizjologicznego komorki, a w szczeg6lno$ci od poziomu ATP izdolnosci do dalszego
jego wytwarzania [2, 47]. Innymi stowy, o losie komoérki poddanej dziataniu pato-
logicznego stresu decyduje nie tylko bezwzgledny poziom jonéw wapnia, ale i
sprawno$¢ mitochondriow.

W pierwszej czeSci artykutu opisane bedg komoérkowe enzymy i szlaki meta-
boliczne, ktére aktywowane sg przez nadmiar jonéw wapnia i ktérych aktywacja
moze prowadzi¢ do apoptozy (cho¢ trzeba pamieta¢, ze w szczeg6lnych sytuacjach
niedob6r jondw wapnia moze rowniez okaza¢ sie czynnikiem indukujgcym apo-
ptoze) [33, 60]. Nastepnie opisany bedzie udziat jonéw wapnia w réznych stanach
neurotoksycznos$ci, takich jak: ekscytotoksycznos$¢, toksyczno$¢ metali ciezkich,
biatek HIV, prionéw, a takze toksyczno$¢ B-amyloidu w chorobie Alzheimera. Opi-
sane tez beda wyniki najnowszych prac dotyczacych presenilin, tj. biatek wyste-
pujagcych w retikulum endoplazmatycznym i biorgcych udziat w utrzymywaniu
homeostazy wapniowej, ktérych mutacja ,,uczula” neurony na patologiczne zjawiska
zachodzace w chorobie Alzheimera. W ostatniej czesci przedstawione beda biatka
wigzgce wapn, ktore przejawiajg aktywno$é proapoptotyczng, np. ALG-2 [83] oraz
takie, ktore (przynajmniej in vitro) mogg hamowa¢ zmiany apoptyczne, np. kal-
bindyna D28k [24] i kalretynina [39, 41].
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Niefizjologicznie wysokie stezenie jon6w sodu moze u$mierci¢c komdrke bez-
posrednio, tj. przez efekt osmotyczny, natomiast zbyt wysokie stezenie jonéw
wapnia usmierca komoérke posrednio, przez aktywacje réoznych enzyméw i szlakow
metabolicznych. Syntaza tlenku azotu, niektére enzymy hydrolityczne, oksydaza
ksantynowa, kinazy biatkowe regulujgce transkrypcje, transglutaminazy oraz en-
zymy mitochondriow isktadniki cytoszkieletu sg biatkami, ktore wydajg sie odgrywac
szczegblng role w zaleznych od jonéw wapnia procesach destrukcyjnych zacho-
dzacych w komérce.

Niektoére izoformy syntazy tlenku azotu aktywowane sg przez jony wapnia za
posrednictwem kalmoduliny. Tak witasnie, w wyniku zwiekszonej produkcji tlenku
azotu, wysoki poziom jonéw wapnia dziata toksycznie na komérki ziarniste mézdzku
[45]. Nie wszystkie jednak neurony sgjednakowo wrazliwe na podwyzszony poziom
NO bedacy skutkiem podwyzszenia poziomu jonéw wapnia. W niektérych neu-
ronach kory moézgowej nawet znacznie podwyzszony poziom tlenku azotu nie wy-
wotuje zmian apoptotycznych [36].

Co najmniej trzy typy hydrolaz: proteazy, DNAzy i lipazy wydaja sie bra¢ udziat
od jonéw wapnia, ktore wystepuja w jadrze i w cytoplazmie i ktére prawdopodobnie
biorg udziat w Smierci komorek watroby i mdzgu [8, 66]; nieznany jest jednak
mechanizm ich dziatania. Znane sg dwie formy kalpain: jedna aktywowana jest
przez niskie stezenia jonéw wapnia, a druga - przez wysokie stezenia tego kationu.
Za degradacje DNA, obserwowang w czasie apoptozy, odpowiedzialne sg DNazy
wrazliwe na jony wapnia. Dotychczas nie udato sie jednak wyizolowa¢ enzymu
odpowiedzialnego za powstawanie charakterystycznej dla apoptozy ,,drabinki” pro-
duktow trawienia DNA [7]. Udziat zaleznej od jonéw wapnia fosfolipazy w
toksycznosci komdérkowej wigze sie z jej posSrednim udziatem w tworzeniu re-
aktywnych zwigzkow tlenu (tzw. ROS) oraz w tworzeniu zwigzkéw wptywajacych
na strukture bton komorkowych. Ponadto, uwalniany pod wpitywem fosfolipazy
A2 kwas arachidonowy hamuje pobieranie glutamianiu przez neurony i komarki
gleju, przez co wydtuza ekscytotoksyczne dziatanie tego transmitera [84]. W czasie
dtugotrwatego wzrostu stezenia jonéw wapnia dehydrogenaza ksantynowa moze
ulec przeksztatceniu w oksydaze ksantynowg i w efekcie, zamiast przenosi¢ ele-
ktrony na dwunukleotydy nikotynoadeninowe, przenosi je na czasteczki tlenu. Pro-
wadzi to do powstania duzej ilosci ROS. Ten mechanizm jest odpowiedzialny za
$mier¢ neurondw m.in. na skutek niedokrwienia [13, 17].

Udziat mitochondriéw w cytotoksycznosci indukowanej jonami wapnia jest zto-
zony. Zasadniczo mitochondria moga kumulowaé pewng ilo$¢ jon6w wapnia i
obnizac ich stezenie w cytoplazmie, zapobiegajgc ich toksycznemu dziataniu [69].
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W pewnych warunkach jednak, zamiast akumulowac jony wapnia, mitochondria
je wydzielajag. Z drugiej strony, zbyt duza akumulacja jon6w wapnia przez mi-
tochondria prowadzi do uposledzenia funkcji tych organelli i zmniejszenia syntezy
ATP [6, 70].

Nie tylko diugotrwaly wzrost stezenia jonéw wapnia moze mieé¢ dla komorki
niekorzystne nastepstwa. Réwniez krétkotrwaty wzrost stezeniajonéw wapnia moze
aktywowac¢ szlaki metaboliczne zwigzane ze stopniem ufosforylowania czynnikéw
transkrypcyjnych odpowiedzialnych za ekspresje réznych genéw [21]. Mozna wy-
ré6zni¢ co najmniej 4 szlaki fosforylacji/defosforylacji, ktérych aktywacja moze wy-
wotywaé zmiany prowadzace do $mierci neuronéw. Sg to szlaki: kinaz biatkowych
I1'i 1V zaleznych od kalmoduliny; cyklaz adenylowych zaleznych od jonéw wapnia;
kinaz biatkowych C oraz kalcyneuryny (fosfatazy zaleznej od jondw wapnia). Eks-
presja genéw, ktéra zachodzi w zaleznosci od jonéw wapnia, dokonuje sie za po-
$rednictwem réznych szlakéw sygnatowych. Biorg w nich udziat m.in. wyzej
wymienione enzymy, ktore ostatecznie doprowadzajq do aktywacji transkrypcji za
posrednictwem przynajmniej dwoch elementéw regulatorowych znajdujacych sie
w promotorach genéw, tzw. CRE oraz SRE [27]. CRE jest ,,wrazliwym na zmiany
stezenia Ca i CAMP” fragmentem DNA, z ktorym wigze sie czynnik transkrypcyjny
CREB. Fosforylacja tego czynnika aktywuje promotory réznych genoéw (w tym
genu c-fos) [3,21,22]. Fosforylacja CREB zachodzi przede wszystkim pod wptywem
zwigkszenia w jadrze komérkowym poziomu jonéw wapnia. SRE jest elementem
DNA ,wrazliwym na surowice”, a fosforylacja czynnikéw transkrypcyjnych z nim
sie wigzacych zachodzi przede wszystkim pod wplywem zwiekszonego poziomu
jonéw wapnia w cytozolu.

Transglutaminazy tkankowe to enzymy zalezne od jon6w wapnia, ktére katalizujg
reakcje sieciowania biatek w czasie apoptozy [18]. Ich dziatanie moze ograniczac
lize neuronéw w czasie niedokrwienia dzigki ograniczaniu uwalniania glutaminianu.

Cytoszkielet komoérki ulega modyfikacjom pod wplywem jonéw wapnia, ktére
albo wigza sie bezposrednio z niektérymi biatkami, albo wptywajg na poziom ich
fosforylacji i polimeryzacji [60]. Podwyzszony poziom jondéw wapnia aktywuje
proteazy, ktére hydrolizujg biatka cytoszkieletu oraz biatka taczace cytoszkielet
z btonami. Ponadto, zmiany w organizacji cytoszkieletu zmieniajg aktywnos$¢ biatek
btonowych: kanatéw jonowych i receptoréw.

NEUROTOKSYCZNE DZIALANIE JONOW WAPNIA

Ekscytotoksycznos¢

Ekscytotoksycznoscig nazywamy zjawisko zachodzace w neuronach lub w mio-
cytach, ktére pojawia sie na skutek stymulacji wykraczajgcej poza parametry fi-
zjologiczne (stymulacja zbyt diuga albo zbyt intensywna). Zjawisko ekscyto-
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toksycznosci obserwuje sie m.in. w zatorach i uszkodzeniach moézgu oraz ostrych
zatruciach np. tlenkiem wegla [10,49]. W oSrodkowym uktadzie nerwowym gtéwnym
stymulatorem powodujgcym neurodegeneracje jest glutaminian. Wzrost stezenia glu-
taminianu w przestrzeni synaptycznej stymulowanych elektrycznie neuronéw hip-
pokampa moze powodowaé wzrost stezenia jondw wapnia w tych komorkach [79].
Glutaminian powoduje zwiekszenie stezeniajon6w wapnia za posrednictwem wielu
réznych mechanizmdéw. Jednym z nich jest bezposrednia stymulacja kanatdow wa-
pniowych potgczonych z receptorem NMDA [73]. Inne mechanizmy to m.in.: akty-
wacja innych receptoréw potgczonych z kanatami wapniowymi; zwiekszenie stresu
oksydacyjnego przez hamowanie pobierania cysteiny [61, 67]; aktywacja kanatow
wapniowych zaleznych od potencjatu.

Istniejg co najmniej trzy rodzaje dowodow wskazujgcych na to, ze jony wapnia
petnig kluczowa role w ekscytotoksycznosci. Pierwszym jest fakt, ze wzrost stezenia
jonow wapnia obserwowany jest we wszystkich znanych modelach ekscytotoksycz-
nosci prowadzacej do $mierci komaérek: niedokrwieniu moézgu [74], w skrawkach
mézgu poddanych dziataniu agonistéw receptorow NMDA [34] lub niedotlenieniu
[20]. Drugim jest mozliwo$¢ zapobiezenia Smierci neuronéw w réznych przypadkach
neurotoksycznos$ci przez uniemozliwienie wnikania jonéw wapnia do komoérek.
Efekt ten o0siggng¢ mozna zmniejszajac stezenie jondw wapnia w Srodowisku
zewnatrzkomorkowym [28] lub farmakologicznie hamujac kanaty wapniowe po-
tagczone z receptorami dla glutaminianu [12, 76] lub kanaly wapniowe wrazliwe
na zmiany potencjatu. Trzecja grupe dowod6éw stanowi fakt, ze zahamowanie pro-
cesOw hiologicznych, aktywowanych przez nadmiarjonéw wapnia, zapobiega neuro-
toksycznos$ci. Przyktadowo - wewngtrzkomdrkowe chelatory jonéw wapnia
zapobiegajg uszkodzeniom na skutek niedokrwienia in vitro [81], a zahamowanie
aktywnosci kalmoduliny [52], kalcyneuryny [53] lub syntazy tlenku azotu chroni
neurony przed toksycznym dziataniem pobudzajacych aminokwaséw [15].

Rézne aspekty zwigzku miedzy ekscytotoksycznos$cig a jonami wapnia nie sg
do konca wyjasnione. Przykiadowo - w niektérych modelach nie obserwuje sie
iloSciowej korelacji miedzy zwiekszonym poziomem jonéw wapnia a ekscytoto-
ksycznoscig. Skomplikowana kinetyka wzrostu stezeniajonow wapnia, wptyw jonow
wapnia na wiasng homeostaze oraz ztozono$¢ wzajemnych zalezno$ci miedzy po-
ziomem glutaminianu a jonami wapnia tworzg tak skomplikowany uktad, ze jest
on trudny do petnego zrozumienia i opisania.

Toksyczno$¢ metali ciezkich

Niektdre metale, np. cyna i miedZz, mogg wywotywac procesy neurodegeneracji
posrednio zaburzajagc homeostaze wapniowg. Ich dziatanie polega m.in. na oddzia-
tywaniu na biatka biorgce udzial w transporcie jonéw wapnia, na zastepowaniu
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jondéw wapnia potgczonych z biatkami oraz na modyfikacji aktywnos$ci szlakow
prowadzacych synteze przekaznikéw drugiego rzedu, wptywajacych na procesy
zalezne od jon6w wapnia [82]. Zaburzona homeostaza wapniowa w efekcie kon-
cowym powoduje niewtasciwe uwalnianie neurotransmiteréw i ,,uczulenie” na inne
czynniki proapoptyczne [65, 82].

Toksycznos$¢ biatek i peptydéw

Biatko wirusa HIV - gpl20 wywotuje apoptoze neurondw in vivo i in vitro
[4, 63], prowadzac do przetadowania komorek jonami wapnia. Zablokowanie ka-
natdw wapniowych zapobiega neurotoksycznosci indukowanej przez to biatko [48,
50].

Z kolei priony wywotujg apoptoze neurondéw in vivo i in vitro, ale mechanizm
ich dziatania nie jest wyjasniony. W hodowlach neuronéw, pod wptywem prionéw,
obserwuje sie indukcje powstawania ROS oraz wnikanie jondw wapnia przez kanaty
wapniowe zwigzane z receptorem NMDA [9, 64]. Spekuluje sie nawet, ze prze-
ksztatcenie biatka normalnego w forme infekcyjna, czyli prion, jest zwigzane z
chronicznym nadmiarem jonéw wapnia.

Objawy kliniczne choroby Alzheimera sg skutkiem neurodegeneracji, ktorej przy-
czyna nie jest wyjasniona. Istnieje kilka genow, ktérych mutacja wydaje sie wptywacé
na wczesne pojawienie sie choroby Alzheimera. Czynnikiem, ktéry prawdopodobnie
indukuje zmiany patologiczne w tej chorobie, jest peptyd zwany R(-amyloidem,
powstajacy z biatka APP [54]. Apoptoze neuronéw mozna wywotac in vitro podajac
RB-amyloid, ktéry powoduje nadmierny naptyw jonéw wapnia do komérek [58].
Moznatezjg powstrzymac przez zablokowanie wptywu wapnia do wnetrza neuronéw.
Toksycznos$¢ R-amyloidu znacznie sie zwieksza pod wptywem czynnikbw powo-
dujacych uszkodzenie mdézgu w czasie niedokrwienia, takich jak podwyzszone ste-
zenia pobudzajacych aminokwasdw oraz obnizone stezenie glukozy. Spekuluje sie,
ze choroba Alzheimera jest zwigzana z chroniczng i wyjatkowo diugotrwata forma
ekscytotoksycznosci powodowanej przez $-amyloid [72, 54, 58]. Inne mozliwe przy-
czyny tej choroby to:

niewtasciwy metabolizm biatka apoE4, biorgcego udziat w transporcie chole-
sterolu;
mutacje biatek presenilin bedgcych sktadnikiem retikulum endoplazmatyczne-
go oraz

mutacje genu kodujgcego biatko zwane a2-makroglobuling.

Podejrzewa sie, ze co najmniej 30% chorych z wczesng formg choroby Alzheimera
moze mieé te mutacje.
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PRESENILINY | CHOROBA ALZHEIMERA

Stosujgc model doswiadczalny oparty na zatozeniu, ze transfekcja komdrek od-
powiednim cDNA zapobiegnie apoptozie, wykryto dwa geny biorgce udziat w pro-
gramowanej $mierci limfocytow T. Nazwano je ALG-2 i ALG-3 [14, 83]. Okazato
sie, to, ALG-2 koduje biatko wigzgce jony wapnia i dzialajgce jako induktor apoptozy,
natomiast ALG-3 moze apoptoze blokowaé. ALG-3 jest mysim homologiem lu-
dzkiego biatka PS-2, ktérego gen znajduje sie na chromosomie 1ijest znany jako
gen rodzinnej formy choroby Alzheimera. PS-1 i PS-2 sg biatkami zwanymi pre-
senilinami i wystepujg gtéwnie w retikulum endoplazmatycznym neuronéw [56,
57]. Wystepujg one w mniejszej ilosci w innych komadrkach i by¢é moze znajdujg
sie rowniez na zewnetrznej stronie btony komdrkowej. Preseniliny sg biatkami bto-
nowymi zawierajgcymi osiem domen przechodzacych przez btone. Funkcja obu
presenilin (sg w 67% identyczne) nie jest wyjasniona, ale na podstawie danych
eksperymentalnych uwaza sie, iz biorg one udziat w metabolizmie biatka APP
bedgcego prekursorem 6-amyloidu oraz w regulacji homeostazy wapniowej retikulum
endoplazmatycznego. Homologia do obecnego w C. elegans genu sel-12, ktdry
bierze udziat w szlaku sygnatowym Notch, oraz fenotypowe podobienstwo myszy
pozbawionych genu PS-1 do myszy pozbawionych genu Notch sugeruja, ze pre-
seniliny biorg udziat w procesie rozwoju ukfadu nerwowego. Mutacje presenilin
zostaty wykryte w przypadkach wczesnej rodzinnej choroby Alzheimera. Choroba
zwigzana z mutacjg preseniliny 1 pojawia sie¢ wcze$nie, bo w wieku 30-50 lat,
podczas gdy typowo choroba ta pojawia sie w przedziale wieku 65-85 lat, a z
mutacja preseniliny 2 - w wieku 50-65 lat. W réznych rodzinach mutacje dotycza
réznych aminokwasow, ale gtdwnie zlokalizowane sg w dwdch regionach: drugiej
domenie przechodzacej przez btone oraz w poblizu hydrofilowej petli. Ekspresja
zmutowanych presenilin w hodowanych komoérkach indukowata powstawanie neu-
rotoksycznej formy 6-amyloidu. Mutacje presenilin ,,uczulajg” neurony na dziatanie
czynnikow apoptycznych, takich jak niedob6r czynnikdw troficznych czy dziatanie
6-amyloidu. Mechanizm proapoptycznych efektéw mutacji presenilin polega na za-
burzeniu uwalniania jonéw wapnia z retikulum endoplazmatycznego i stresie oksy-
dacyjnym. W komorkach PC-12, zawierajacych zmutowang preseniline 1, uwalnianie
wapnia z retikulum endoplazmatycznego pod wpltywem agonistow kanatdw wa-
pniowych lub tapsigarginy, inhibitora ATPazy wapniowej tego organellum, jest
zwiekszone. Natomiast dandrolen, inhibitor uwalniania jonéw wapnia z retikulum
endoplazmatycznego, chroni komérki PC 12 zawierajgce zmutowang preseniling 1
przed apoptozg indukowang 6-amyloidem. Podobnie dziata nifedipina, inhibitor za-
leznych od napiecia kanatow wapniowych.

Mutacja preseniliny 1 zaburzajgc homeostaze wapniowa uwrazliwia komorki
na apoptoze zalezng od funkcji mitochondriéw [26, 35]. Przyktadowo - komorki
PCI 2 zawierajagce zmutowang forme preseniliny 1wykazujg zwiekszong wrazliwo$¢
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na czynniki apoptyczne hamujgce dehydrogenaze bursztynianowg. Natomiast takie
czynniki, jak glutation czy cyklosporyna A, znoszg efekt mutacji presenilin wska-
zujac, ze Smieré tych komérek wywotujg reaktywne zwigzki tlenu oraz kaspazy,
proteazy biorgce udziat w apoptozie. W tym Swietle interesujacy jest fakt, ze pre-
seniliny sg substratami dla kaspaz. Zaburzenie uwalniania wapnia przez retikulum
endoplazmatyczne zawierajgce zmutowang preseniline wpltywa¢ moze hamujaco
na aktywnos¢ czynnika transkrypcyjnego NFkB, prowadzac do apoptozy [25]. Akty-
wacja NFkB przez czynnik dziatajgcy ochronnie, zwany sAPP-a, chroni je przed
apoptoza. W komoérkach PC 12 zawierajgcych zmutowang forme preseniliny 1 za-
burzeniu ulegajg procesy réznicowania pod wptywem NGF, czego efektem jest
m.in. zmniejszona wielko$¢ neurytéw [23]. W komdérkach tych wigzanie sie czynnika
transkrypcyjnego AP1 z DNA, zachodzace pod wptywem NGF, jest rowniez zna-
czaco zmniejszone [19]. Sugeruje to, ze mutacja preseniliny 1 zmienia szlaki syn-
gatowe w komérkach r6znicujgcych sie pod wpltywem NGF.

ROLA BIALEK WIAZACYCH WAPN

ALG-2 jest biatkiem wigzacym wapn potrzebnym do apoptozy w lim-
focytach T. Wykazano, ze dziatanie ALG-2 nie jest zwigzane z aktywnoscig proteazy
ICE/Ced-3. Swiadczy to o tym, ze ALG-2 bierze udziat w szlaku apoptozy po
etapach, w ktoérych biora udziat proteazy zalezne od jondw wapnia [44]. ALG-2
jest biatkiem nalezgcym do rodziny biatek zawierajgcych motywy EF-hand [11,
42]. Zawiera pie¢ takich motywoéw i tworzy osobng klase biatek wraz z sorcyng
(biatkiem indukowanym w nowotworach wykazujgcych oporno$¢ wielolekowg),
grankalcyng (biorgcg udziat w fuzji bton w neutrofilach) oraz podjednostkg kalpainy
(zaleznej od jonéw wapnia proteazy) [561]. Funkcja tych biatek nie jest wcigz wy-
jasniona.

Ws$rod biatek wigzacych waph zwigzanych z apoptozag w ukladzie nerwowym
uwage zwracajg kalbindyna D28k i kalretynina, zawierajgce po sze$¢ motywow
EF-hand. Kalbindyna D28k wystepuje w niektérych neuronach mdzgu i jest jej
duzo w komérkach Purkinjego [1, 16, 29]. Kalretynina réwniez wystepuje w duzej
ilosci w neuronach, najczesciej jednak w innych niz kalbindyna D28k, i nie ma
jej w komarkach Purkinjego [68, 71, 85]. Funkcja tych biatek nie jest znana, ale
wiele danych wskazuje, ze moga one chroni¢ neurony przed nadmiarem jonéw
wapnia. Wedtug jednej z hipotez ich dziatanie ochronne zwigzane jest z bufo-
rowaniem jonéw wapnia wnikajacych do komoérek w wyniku przedtuzonej ich akty-
wacji [29, 32, 71]. Dane na ten temat sg jednak niesp6jne. Wedtug innej hipotezy
kalretynina chroni neurony przed nadmiarem wapnia uczestniczgc w niezidenty-
fikowanym jeszcze szlaku metabolicznym, petnigc podobnie jak kalmodulina funkcje
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sensora wrazliwego na wapn, aktywujacego okre$lony enzym w tym szlaku [40].
Pokazano, ze in vitro zaréwno Kkalretynina, jak i kalbindyna D28k mogg dziataé
jako czynniki zapobiegajace apoptozie. Kalbindyna D28k blokowata apoptoze w
komérkach PC12 zawierajagcych zmutowang forme preseniliny 1. W komorkach
tych wzrost stezenia jonéw wapnia, powstawanie wolnych rodnikéw i zaburzenie
funkcjonowania mitochondriow, indukowane przez 6-amyloid, byty znaczaco
zmniejszone w obecnosci zwiekszonej ilosci kalbindyny D28k [24]. Podobnie, po-
jawienie sie zwiekszonej ilosci kalretyniny w komdrkach PC 12 hamowato apoptoze
indukowana brakiem czynnikéw troficznych lub obecnoscigjonoforu wapnia A23178
[39, 41]. Obserwacje te potwierdzajg, ze zaburzenia poziomu jon6w wapnia oraz
biatka wigzace wapn petnig istotng role w procesach prowadzacych do apoptozy.

INNE CZYNNIKI CHRONIACE PRZED APOPTOZA

Oprocz biatek wigzacych wapn, ktére mogg op6zniaé lub wrecz hamowacé procesy
apoptotyczne, opisano inne czynniki, ktére dziatajg podobnie i moga chronié
neurony przed toksycznym dziataniem wapnia. Jednym z takich czynnikdéw sg zwigzki
chelatujace, ktore zapobiegajg nadmiernemu wzrostowi stezenia jonéw wapnia [80,
81]. Moga to by¢ réwniez blokery kanatow wapniowych, np. flunaryzyna hamujgca
kanaty zalezne od potencjatu [77]. Inng grupe zwigzkéw stanowig czynniki troficzne,
np. NGF [59]. Ochronne dziatanie tego czynnika moze by¢ zwigzane np. z usta-
leniem stanu rGwnowagi wapniowej w komdrce na wyzszym poziomie, zwiekszong
syntezg biatek ochronnych, np. kalbindyny D28k, czy hamowanie syntezy tlenku
azotu. Jeszcze inng grupe zwigzkéw chronigcych neurony przed apoptoza stanowig
czasteczki macierzy pozakomorkowej [30]. Niektore z tych czasteczek moga wigzac
jony wapnia na zewnatrz btony komoérkowej, stanowiac magazyn wapnia [31, 75].
Czasteczki macierzy moga réwniez dziata¢ tak jak czynniki troficzne, wplywaé
narozwdj neurytow iindukowaé sygnaty wewnatrzkomaérkowe. Ich dziatanie ochron-
ne moze polega¢ na podnoszeniu poziomu jonéw wapnia przez zmiang poziomu
set point wymaganego do przezycia komorek.

PODSUMOWANIE

Hipoteza calmortin zaktada, ze rozregulowanie homeostazy wapniowej jest klu-
czowym etapem w procesach prowadzacych do $mierci komorki nerwowej w drodze
apoptozy [5]. Istnieje wiele danych potwierdzajacych te hipoteze. Ztozonos¢ dziatania
jonéw wapnia powoduje, ze zrozumienie dziatania wszystkich mechanizmdw i pro-
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cesOw zaleznych od jonéw wapnia oraz ich wzajemnych zaleznosci nie jest jeszcze
mozliwe. Pewne wydaje sie natomiast, ze zapobieganie $mierci neuronéw moze
by¢ dokonywane przez dziatania utrzymujace poziom wapnia na witasciwym po-
ziomie. Kontrolowanie zatem poziomu jonéw wapnia moze by¢ skutecznym spo-
sobem na utrzymanie neuronéw przy zyciu w trakcie starzenia i w warunkach
patologicznych [55].
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Streszczenie: W niniejszej pracy przegladowej przedstawiono wybrane aspekty mechanizméw dziatania
oraz nastepstw zastosowania tych sposrdod toksyn mitochondrialnych, ktére wywotujg uszkodzenia
neuronalne i drgawki, przy prawdopodobnym udziale uktadu aminokwaséw pobudzajgcych (uktadu
glutaminergicznego). Naleza do nich m.in. 1-metyl-4-fenylpyridinium (MPP+) bedace aktywnym me-
tabolitem I-metyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridyny (MPTP), kwas aminooksyoctowy oraz kwas 3-ni-
tropropionowy. Uwaza sie, iz zaburzenie wewnatrzkomdrkowych proceséw energetycznych moze
zwiekszy¢ wrazliwos¢ komorek nerwowych na toksyczne dziatanie aminokwaséw pobudzajacych, aw
konsekwencji prowadzi¢ do wystgpienia selektywnej neurodegeneracji i drgawek.

Stowa kluczowe: drgawki, neurodegeneracja, kwas 3-nitropropionowy, MPTP, MPP+, kwas amino-
oksyoctowy, mitochondrialny taricuch oddechowy

Summary: Mitochondrial toxins are substances impairing the mitochondrial synthesis of ATP what results
in deranged cellular energy status. This review focuses mainly on neurodegenerative and convulsant
properties of mitochondrial toxins such as I-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+), being an active
metabolite of I-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP), aminooxyacetic acid and 3-nitro-
propionic acid. It was postulated that energy depletion might render neuronal cells more susceptible to
the action of endogenous agonists of excitatory amino acid receptors. The involvement of enhanced
glutamatergic transmission due to metabolic disturbances following the application of mitochondrial
toxins is also discussed.

Keywords: convulsions, neurodegeneration, 3-nitropropionic acid, MPTP, MPP+, aminooxyacetic acid,
mitochondrial respiratory chain
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1. WPROWADZENIE

Dlaceléw niniejszej pracy przeglagdowej pojeciem toksyny mitochondrialnej okre-
$lono substancje, ktdre zaburzajgc procesy energetyczne zachodzace w mitochon-
driach prowadzg do niedoboréw energetycznych w komaérkach osrodkowego uktadu
nerwowego (OUN). Przedstawione zostana wybrane aspekty mechanizmoéw dziatania
oraz nastepstw zastosowania tych sposrdéd toksyn mitochondrialnych, ktére wywotujg
uszkodzenia neuronalne i drgawki, przy prawdopodobnym udziale uktadu amino-
kwaséw pobudzajacych (uktadu glutaminergicznego). Nalezg do nich m.in.
I-metyl-4-fenylpyridinium (MPP+) bedace aktywnym metabolitem 1-metyl-4-fe-
nyl-1,2,3,6-tetrahydropyridyny (MPTP), kwas aminooksyoctowy (AOAA) oraz kwas
3-nitropropionowy (3-NPA).

2. ROLA MITOCHONDRIOW W METABOLIZMIE
ENERGETYCZNYM OUN

W 1952-1953 roku Georg Rolland i Fritjot Sj6strand jako pierwsi opisali budowe
ultrastrukturalng mitochondriéw. Znaczacy postep technik badawczych ostatnich
lat umozliwit skonstruowanie tréjwymiarowych, szczeg6towych modeli tej struktury,
ktorych opis przekracza ramy tego opracowania. W duzym uproszczeniu mozna
opisa¢ mitochondria jako owalne organelle zbudowane z btony zewnetrznej i btony
wewnetrznej ograniczajacej przestrzen nazywang macierza. Btona zewnetrzna jest
gtadka, natomiast btona wewnetrzna jest pofatdowana i tworzy gtebokie palczaste
wypustki do macierzy nazywane grzebieniami [97].

W mitochondriach zachodzi intensywny proces tworzenia wysokoenergetycznych
zwigzkow fosforanowych sprzezony z oddychaniem, czyli fosforylacja oksydacyjna.
Zespot katalizator6w enzymatycznych wbudowany w btone wewnetrzng nazywany
jest tancuchem oddechowym. Przenosi on réwnowazniki redukujgce pochodzace
z utleniania weglowodandw, kwaséw ttuszczowych i aminokwaséw na czgsteczke
tlenu przy jednoczesnej produkcji ATP (rys. 1).

Podstawowym substratem energetycznym komorki nerwowej jest glukoza, ktéra
po ufosforylowaniu w cytoplazmie przez enzym heksokinaze jest spalana w procesie
glikolizy do pirogronianu z wytworzeniem 2 czgsteczek ATP i2 NADH. Pirogronian
tatwo dyfunduje przez btone mitochondrialng do macierzy, gdzie ulega przeksztat-
ceniu w acetylo-koenzym A. Ten z kolei po sprzegnieciu ze szczawiooctanem ulega
dalszemu spalaniu w obrebie cyklu kwasu cytrynowego (zwanego tez cyklem Krebsa),
w wyniku czego powstajg wysokoenergetyczne zwigzki fosforanowe (GTP), row-
nowazniki redukujgce oraz zregenerowana czgsteczka szczawiooctanu. Z jednej
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Rysunek 1. Gtdwny szlak przemian weglowodanéw, lipidéw i biatek z uwzglednieniem cyklu kwasu
cytrynowego i fosforylacji oksydacyjnej (fancucha oddechowego)

czasteczki glukozy powstajg w macierzy mitochondrialnej 2 czasteczki GTP, 2
czasteczki FADH2 oraz 6 czasteczek NADH.

Réwnowazniki redukujace zawarte w NADH powstatym w obrebie cytoplazmy
moga przedosta¢ sie przez btone mitochondrialng jedynie przy wspdtudziale od-
powiednich mostkdw - nieodwracalnego, zwigzanego z glicerolo-3-fosforanem i
odwracalnego, jabtczano-asparaginianowego.

Synteza ATP podczas fosforylacji oksydacyjnej mozliwa jest dzieki wyzwoleniu
energii zwigzanej z przeptywem elektronéw z NADH i FADH2 na czasteczkowy
tlen. W jej pierwszym etapie biorg udziat trzy pompy protonowe bedgce duzymi
kompleksami biatkowymi: reduktazaNADH-Q, reduktazacytochromowai oksydaza
cytochromowa. Przeptyw elektron6w jest skojarzony z pompowaniem protonéw
do przestrzeni miedzybtonowej i powoduje wytworzenie gradientu btonowego.

Elektrony z NADH wprowadzane sg na faricuch oddechowy na poziomie re-
duktazy NADH-koenzym Q (dehydrogenaza NADH, kompleks I), a nastepnie prze-
kazywane na koenzym Q (ubichinon). Na ubichinon przenoszone sg réwniez
elektrony z FADH2 powstajgcego w cyklu kwasu cytrynowego podczas utleniania
fumaranu przez dehydrogenaze bursztynianowa. Enzym ten zwigzany jest z we-
wnetrzng btong mitochondrialng i stanowi cze$¢ kompleksu reduktazy bursztynian-
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koenzym Q (kompleks Il). Druga pompa protonows jest reduktaza cytochromowa
(oksydoreduktaza ubichinon-cytochrom c, kompleks cytochroméw bci, kompleks
II1). Trzecig pompe protonowg stanowi oksydaza cytochromowa (kompleks 1V),
ktéra umozliwia przenoszenie elektronéw z cytochromu c na tlen czasteczkowy,
w wyniku czego powstaje czgsteczka wody. W drugim etapie fosforylacji oksy-
dacyjnej przeptyw elektronéw z powrotem przez btone wewnetrzng do macierzy
mitochondrialnej przez kanaty w kompleksie syntetyzujacym ATP uwalnia energie
pozwalajacg na tworzenie ATP. Metabolizm 1czgsteczki glukozy przy uzyciu mostka
glicerolo-3-fosforanowego prowadzi do powstania 36 czgsteczek ATP, a mostka
jabtczanowo-asparaginianowego - do wytworzenia 38 molekut ATP [68,99].

3. MECHANIZMY DZIAELANIA TOKSYN
MITOCHONDRIALNYCH

Toksyny mitochondrialne mogg zaburzaé procesy energetyczne dziatajac narézne
etapy mitochondrialnej produkcji energii (rys. 2). Aktywno$¢ kompleksu | ha-
mowana jest bezposrednio przez MPP+, rotenon i amobarbital. Malonian jest od-
wracalnym, a 3-NPA nieodwracalnym inhibitorem dehydrogenazy bursztynianowej,
a co za tym idzie mitochondrialnego kompleksu Il. Kompleks Il jest blokowany
przez antymycyne A. Aktywno$¢ kompleksu IV jest hamowana przez cyjanki, azydki
i tlenek wegla.

AOAA silnie hamuje aminotransferaze asparaginianowa, bedacg czescig mostka
jabtczanowo-asparaginianowego, ktéry stanowi drugg (oprécz mostka glicerolowo-
fosforanowego) droge przenoszenia réwnowaznikéw redukcyjnych z cytoplazmy
do mitochondriow [57].

4. MPP+

Podstawowe objawy kliniczne choroby Parkinsona, takie jak drzenie spoczyn-
kowe, spowolnienie ruchowe i sztywnos$¢ miesniowa, opisane zostaty przez Jamesa
Parkinsona w 1817 roku. Pod koniec latosiemdziesigtych naszego stulecia u mtodych
0s6b uzaleznionych od narkotykéw zaobserwowano nietypowo szybkie narastanie
nieodwracalnych objawoéw choroby Parkinsona [27,59]. Stwierdzono, iz zaburzenia
te sg najprawdopodobniej spowodowane przez MPTP, powstajgce jako niewielka
domieszka w trakcie nielegalnej produkcji meperydyno-podobnych substancji. In-
tensywne badania prowadzone na zwierzetach wkrétce potwierdzity histologiczne,
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Rysunek 2. Miejsca hamowania faricucha oddechowego przez MPP+, amobarbital i rotenon - kompleks

I, malonian i kwas 3-nitropropionowy (3-NPA) - kompleks Il, antymycyne A - kompleks Il oraz tlenek

wegla (CO), cyjanki (CN) i azydki - kompleks IV; kwas aminooksyoctowy (AOAA) hamuje wejscie
rownowaznikéw redukujacych na kompleks | tancucha oddechowego

biochemiczne i kliniczne podobienstwo nastepstw spozycia MPTP do zmian ob-
serwowanych w przebiegu choroby Parkinsona u ludzi [22,58,65].

MPTP jest czasteczka o duzej lipofilnoSci, dzigki czemu tatwo przenika do OUN.
Tam ulega szybkiemu przeksztatceniu do MPP+ w trakcie dwuetapowej reakcji
zachodzacej przy udziale oksydazy monoaminowej (MAO-B) w komdérkach gle-
jowych. Uwolniony MPP+ jest nastepnie selektywnie wychwytywany w drodze
aktywnego transportu przez neurony dopaminergiczne i w mniejszym stopniu nora-
drenergiczne, co decyduje o wybiorczosci jego neurotoksycznego dziatania
[54,55,56,65,74]. Wewnatrz komdrki nerwowej MPP+ jest akumulowany w mi-
tochondriach [86,88,89]. MPP+ hamuje aktywnos$¢ dehydrogenazy NADH, ktéra
stanowi poczatkowe ogniwo mitochondrialnego taficucha oddechowego (kompleks
I) oraz reduktaze cytochromu c (kompleks 1V)[74,85,87]. Zmniejszenie zawartosci
ATP potwierdzono zaréwno w badaniach in vitro, jak i in vivo. Ponadto sugeruje
sie, ze MPP+ zwigksza tworzenie cytotoksycznych wolnych rodnikéw [10,98]. Okres
pottrwania MPTP w moézgu wynosi okoto 24 godz.,, a MPP+ okoto 10 dni [65].

Eksperymentalne podania domé6zgowe MPP+ lub obwodowe MPTP prowadzga
do wybidrczego niszczenia dopaminergicznych komdérek nerwowych, ktérych aksony
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tworza droge czarno-prazkowiowg [10,22,51]. Zmiany wywotywane przez
MPTP/MPP+ stanowig obecnie nowy zwierzecy model choroby Parkinsona.

5. KWAS AMINOOKSYOCTOWY (AOAA)

AOAA jest nieselektywnym inhibitorem transaminaz i dekarboksylaz. Zasto-
sowany w matych dawkach AOAA hamuje aktywno$¢ enzymu rozktadajgcego kwas
y-aminomastowy (GABA) - transaminaze GABA i prowadzi do wzrostu poziomu
GABA w OUN. Skionito to do stosowania AOAA jako leku przeciwdrgawkowego
w warunkach eksperymentalnych oraz przeprowadzenia wstepnych prob klini-
cznych. Okazato sie jednak, iz AOAA wywotuje niekorzystne objawy uboczne,
a w duzych dawkach blokuje enzym syntetyzujacy GABA, co w konsekwencji
moze zmniejszy¢ stezenia tego neuroprzekaznika w moézgu.

W roku 1989 stwierdzono, ze AOAA silnie i nieodwracalnie blokuje synteze
endogennego antagonisty receptoréw jonotropowych dla aminokwaséw pobudza-
jacych, kwasu kynureninowego [104]. Wydato sie wiec interesujgce szczegOtowe
okres$lenie nastepstw lokalnego podania AOAA, przy zatozeniu, iz ostabienie en-
dogennych mechanizméw hamujacych moze spowodowaé przewage glutaminian-
ergicznego ukladu pobudzajacego. Wkrétce potem przedstawilismy pierwsze
doniesienie o neurotoksycznym dziataniu AOAA w prazkowiu [106]. Po uptywie
dwoch lat trzy osrodki naukowe rozpoczety publikacje prac potwierdzajacych neuro-
degeneracyjne witasciwosci AOAA [7,71,107]. Wykazano, ze AOAA podany miej-
scowo powoduje selektywne obumieranie komdrek nerwowych w prazkowiu,
hipokampie i korze entorinalnej [7,20,23,31,69,71,107]. Dziatanie neurotoksyczne
AOAA mozna zablokowaé stosujgc antagonistéw glutaminianergicznych receptoréw
jonotropowych o typie kwasu N-metylo-D-asparaginowego (NMDA) lub niszczac
drogi neuronalne, na ktorych zakonczeniach uwalniane sg aminokwasy pobudzajgce
[7,71,107]. Badania elektrofizjologiczne nie ujawnity bezposredniego pobudzenia
receptorow glutaminianergicznych przez AOAA. lloSciowa ocena poziomu endo-
gennego kwasu kynureninowego w pragzkowiu pobranym od zwierzat po lokalnym
podaniu AOAA nie wykazata tez obnizenia jego [7]. W poszukiwaniu innego
mechanizmu dziatania zwrdécono uwage na mozliwo$¢ blokowania przez AOAA
mostka jabtczanowo-asparaginianowego, ktory jest drugg obok mostka glicerolo-
fosforanowego drogg stuzacg przenoszeniu réwnowaznikow redukujgcych przez bto-
ne mitochondrialng do macierzy mitochondrialnej. Istotnie, lokalne zastosowanie
AOAA zmniejsza produkcje ATP w prazkowiu [7].
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6. KWAS 3-NITROPROPIONOWY (3-NPA)

W roku 1986 chinscy autorzy opisali 884 przypadki zatru¢ manifestujgcych sie
m.in. encefalopatia, wywotanych spozyciem trzciny cukrowej zanieczyszczonej 3-
NPA. Substancja ta wystepuje dos¢ powszechnie w Swiecie roslinnym a ponadto
jest wytwarzana przez grzyby Arthrinium [41,50,52,61]. 3-NPA hamuje nieodwra-
calnie aktywnos$¢ dehydrogenazy bursztynianowej, jednego zenzymoéw cyklu Krebsa
wchodzacego réwnoczesnie w sktad mitochondrialnego kompleksu Il [1,41,42].
3-NPA wywiera dziatanie zaréwno po podaniu doustnym, dootrzewnowym, jak
i domoézgowym. Obraz kliniczny zalezy przede wszystkim od wielkosci dawki,
jak tez od wrazliwos$ci gatunkowej. Opisano objawy zatrucia ostrego i podostrego
u ludzi, zwierzat domowych i hodowlanych oraz zwierzat laboratoryjnych [62].
W ielokrotnie udokumentowano wystepowanie uszkodzen komérek nerwowych prze-
de wszystkim w prazkowiu, hipokampie i wzgérzu [16,39,41,47,48,72], ale nie
w obrebie kory mézgowej, mozdzku czy podwzgorza [47,48,77]. Badania, w ktdrych
poréwnywano nastepstwa eksperymentalnego podania 3-NPA rdéznymi drogami,
domézgowo lub obwodowo, w réznych dawkach, jednorazowo lub wielokrotnie,
wykazaty wyrazng zalezno$¢ nasilenia zmian patologicznych od warunkéw prze-
prowadzenia doswiadczenia. Potwierdzono, ze zastosowanie 3-NPA u zwierzat imi-
tuje przebieg choroby Huntingtona u ludzi. Odpowiedni dobér dawek i schemat
stosowania 3-NPA pozwala nawet na wywotanie objawéw charakterystycznych dla
réznego stopnia nasilenia procesu chorobowego u ludzi [4,5,13,14,15,16,19,43,81 ].
Zwrocono tez uwage na podobieristwo zachowan zaobserwowanych u zwierzat do
obrazu péznych dyskinez [2]. W latach 1995-1998 pojawily sie doniesienia o wptywie
3-NPA na przebieg proceséw biochemicznych zachodzacych nie tylko w komarkach
nerwowych, ale tez w komérkach glejowych i sformutowano hipotezy wigzace
te zjawiska z procesami patologicznymi [29,33,49,75]. Wreszcie ostatnie lata za-
owocowaty doniesieniami o wywotywaniu przez 3-NPA nie tylko zmian o charakterze
nekrozy, ale tez i apoptozy [8,82,92].

7. INNE INHIBITORY

Malonian hamuje w spos6b kompetycyjny dehydrogenaze bursztynianowg oraz
aktywnos$¢ mitochondrialnego kompleksu Il. Zmiany neurodegeneracyjne wywotane
podaniem malonianu do prgzkowia opisano po raz pierwszy w 1993 roku [6,46].
Stwierdzono tez neurotoksyczne dziatanie malonianu w hipokampie, dotyczace szcze-
golnie okolicy CA1l, w mniejszym zakresie strefy CA3, przy znacznej opornosci
zakretu zebatego [28,39]. Ponadto opisano zmniejszenie aktywnos$ci hydroksylazy
tyrozynowej w pragzkowiu wskazujgce na uszkodzenie drogi czarno-pragzkowiowej
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po podaniu malonianu do istoty czarnej [25], jak tez zmniejszenie aktywnosci trans-
ferazy acetylocholinowej w korze mézgowej i ciatach migdatowatych po podaniu
tej toksyny do jadra podstawnego olbrzymiokomodrkowego (n. basalis magnocel-
lularis) [26].

Rotenon, inhibitor kompleksu I, jest insektycydem pochodzenia ro$linnego, ktd-
rego toksyczne efekty znane byly juz w XVIII wieku w Ameryce Potudniowej
i Malezji [90]. W latach trzydziestych i czterdziestych tego stulecia opisywano
masywne zatrucia zwierzat rotenonem przebiegajagce z depresjg oddechowg, drze-
niami miesniowymi, drgawkami klonicznymi i fonicznymi oraz koriczace sie Smiercig
[90].

Selektywne uszkodzenia prazkowia po lokalnym podaniu rotenonu u zwierzat
doswiadczalnych wykazano w 1985 roku, a w 1997 roku opisano analogiczne usz-
kodzenia po podaniu tej substancji dozylnie [35, 51,90]. Rotenon i MPP+ wykazujg
wiele cech wspdlnych, m.in. dziatajg najprawdopodobniej na identyczne miejsce
wigzace w obrebie mitochondrialnego kompleksu |, sg aktywnie transportowane
i gromadzone przez neurony dopaminergiczne oraz wywotuja zblizony typ zmian
neuropatologicznych [17, 35].

Procesy energetyczne w mitochondriach zaburzane sg takze przez amobarbital
(hamuje kompleks 1), antymycyne A (inhibitor kompleksu I1I), cyjanki i azydki
(inhibitory kompleku 1V), zwiazki rozprzegajace taricuch oddechowy, takie jak dwu-
nitrofenol oraz inne.

8. UDZIAL AMINOKWASOW POBUDZAJACYCH
W PROCESACH NEURODEGENERACJI WYWOLANYCH
TOKSYNAMI MITOCHONDRIALNYMI

Intensywny rozwdj badan nad rolg aminokwaséw pobudzajagcych w procesach
neuropatologicznych nastgpit po opublikowaniu przez Johna Olneya pionierskich
prac dotyczacych uszkadzajgcego dziatania glutaminianu w strukturach OUN [79,80].
Poczatkowo uwazano, ze zmiany neurodegeneracyjne sg wynikiem nadmiernego
pobudzenia swoistych receptoréw przez egzogennych lub endogennych agonistéw.
Z czasem uznano, ze do obumierania komérek nerwowych moze dochodzi¢ nawet
przy fizjologicznych stezeniach aminokwas6w pobudzajacych, jezeli wspotwystepuja
inne czynniki. Jednym z nich moze by¢ deficyt energetyczny komorki wywotany
m.in. przez toksyny mitochondrialne.

Wyniki badan zgromadzone w ciggu ostatnich lat wskazujg na doniostg role
ukfadu aminokwaséw pobudzajgcych w procesach neurodegeneracji zwigzanej z
zaburzonym metabolizmem energetycznym mitochondriéw. Poczatki prac ekspe-
rymentalnych datujg sie na koniec lat osiemdziesigtych. W badaniach in vitro stwier-
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dzono woéwczas, iz zaburzenie wewnatrzkomérkowych proceséw energetycznych
zwieksza wrazliwo$¢ komorek nerwowych na toksyczne dziatanie aminokwaséw
pobudzajagcych [78,115,116]. Nie zaobserwowano wzrostu stezenia zewnatrzko-
morkowego kwasu glutaminowego i asparaginowego, a mimo to antagonisci NMDA
wywierali silne dziatanie ochronne w badanym modelu. Sformutowano wiec hipoteze
zaktadajaca, ze wewnatrzkomo6rkowe niedobory energetyczne prowadzg do wzrostu
wrazliwosci receptoréw glutaminianergicznych na dziatanie aminokwaséw pobu-
dzajgcych [78,115,116]. Efekt ten wigzano przede wszystkim ze zniesieniem chara-
kterystycznego dla receptora NMDA bloku kanatu jonowego wywieranego w sposéb
zalezny od potencjatu btonowego przez jony Mg-+ [78,115].

Pierwsze doniesienie o neurodegeneracyjnym dziataniu toksyny mitochondrialnej
- AOAA w prazkowiu in vivo zostato przez nas opublikowane w 1989 roku [104].
Wykazano, ze substancja ta podana do prazkowia u szczuréw wywotuje zmiany
neurodegeneracyjne przypominajgce nastepstwa lokalnego podania agonistow re-
ceptora typu NMDA. Swiadczy o tym selektywny charakter uszkodzeri komoérek
nerwowych, brak uszkodzen wiokien przechodzacych przez tg strukture oraz blo-
kowanie toksyczno$ci przez 1) antagonistbw NMDA oraz 2) uszkodzenie gluta-
minergicznej drogi korowo-prazkowiowej [7,104,106]. Badania nad dziataniem
AOAA podjeliSmy przyjmujac zatozenie, iz zmniejszenie produkcji jedynego en-
dogennego antagonisty receptoréw dla aminokwaséw pobudzajgcych, jakim jest
kwas kynureninowy, moze doprowadzi¢ do wzglednej przewagi transmisji pobu-
dzajacej, a w konsekwencji do charakterystycznych zaburzen czynnosci neuronalnej
[104,106].

W roku 1991 opublikowano réwnoczes$nie wyniki naszych poszerzonych badan
nad dziataniem AOAA oraz wyniki Flinta Beala i wspétpracownikéw, a takze Roberta
Schwarcza i wspoétpracownikow, ktére potwierdzity i rozszerzyty nasze wczesne
obserwacje [7,71,107]. Wykazano m.in., ze AOAA nie oddziatuje bezposrednio
z receptorami aminokwaséw pobudzajacych, ale jego dziatanie neurotoksyczne jest
blokowane przez antagonistow NMDA zaréwno w prazkowiu, jak i hipokampie
[7,71,107]. Beal i wspdtpracownicy przedstawili rowniez dowody na to, ze pod
wptywem AOAA w prazkowiu nie ulegajg uszkodzeniu komorki zawierajgce
NADPH diaforaze, podobnie jak dzieje sie po zastosowaniu aminokwaséw po-
budzajgcych [7].

Rowniez w 1991 roku pojawity sie publikacje wskazujace, ze dziatanie neu-
rotoksyczne innej toksyny mitochondrialnej - MPP+ moze by¢ ostabione lub
opdznione przez zastosowanie antagonisty NMDA [100]. Wykazano, ze antagoni$ci
NMDA zmniejszajg neurotoksyczne dziatanie MPP+ w istocie czarnej i prgzkowiu
[91,100,117]. Mimo poczatkowych kontrowersji [36,73] pdzniejsze badania po-
twierdzity te obserwacje [18,114]. Wkrétce potem opisano i/lub scharakteryzowano
wywotywane przez inne toksyny mitochondrialne: 3-NPA, malonian irotenon zmiany
neurodegeneracyjne, w ktérych genezie potwierdzono udziat aminokwaséw pobu-
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dzajacych (5,6,21,35). Wykazano réwniez, ze w obecnosci toksyn mitochondrialnych
silniejsze jest dziatanie neurotoksyczne agonistbw aminokwaséw pobudzajgcych
[3,44,45,64,67,94].

Zgromadzone wyniki pozwolity na skonstruowanie prawdopodobnego taricucha
wydarzen zwigzanych z zaburzeniem mitochondrialnych proceséw energetycznych
w komédrkach nerwowych, ktére w efekcie kohcowym moga prowadzi¢ do Smierci
neurondéw [53,105].

Zmniejszenie mitochondrialnej produkcji ATP prowadzi do wyczeipania zapaséw
ATP w komorce (rys. 3). Nastepstwem niedoboru energetycznego moze by¢ zmniej-
szenie aktywnosci Na+/K+ ATPazy zakidcajgce procesy repolaryzacji btony ko-
morkowej. To z kolei moze spowodowacé przediuzenie czasu otwarcia kanatéw
jonowych zaleznych od potencjatu btony komoérkowej i naptyw jonéw wapnia do
wnetrza komérki. Zmniejszenie blokowania kanatu receptora NMDA przez Mg-+,
réwniez zwieksza dokomorkowy przeptyw jonéw Na+ i Ca“+. Narastanie stezenia
jondw Na+ w tych warunkach przekracza mozliwosci wyréwnawcze ukiadu wy-
mieniacza Na+/ Ca~+ i sprzyja dalszej kumulacji Ca“+. Ca2+ jest tez gromadzony
w mitochondriach, co dodatkowo hamuje procesy energetyczne tam zachodzgce,
oraz aktywuje fosfolipazy, endonukleazy i proteazy powodujgc lize bton struktu-
ralnych, nieodwracalne zaktocenie wiekszosci procesow wewngtrzkomorkowych
i na koniec $mier¢ komorki.

Na skutek niedoboru energii zaktdceniu ulega proces wychwytu neuroprze-
kaznikéw, w tym glutaminianu, a takze jego metabolizm i magazynowanie. Rozpad
komorek nerwowych dodatkowo zwieksza stezenie glutaminianu w przestrzeni poza-
komdérkowej, co wobec zwiekszonej wrazliwos$ci receptorow NMDA dodatkowo
nasila procesy neurodegeneracji. Dlatego tez zastosowanie antagonistéw amino-
kwasow pobudzajgcych moze zmniejszy¢ neurotoksyczne dziatanie toksyn mito-
chondrialnych.

9. DRGAWKOTWORCZE DZIALANIE TOKSYN
MITOCHONDRIALNYCH

Istnieja zaledwie pojedyncze informacje o drgawkotworczym dziataniu toksyn
mitochondrialnych. We wczesnych latach siedemdziesigtych opisano drgawki wy-
wotane cyjankiem potasu (KCN) i ouabaing czy semikarbazydem, ktory podobnie
jak AOAA hamuje aktywno$¢ enzymdw wymagajgcych witaminy Boéjako koenzymu
[63,96,112,113]. Jednak mechanizm ich powstawania nie zostat jednoznacznie wy-
jasniony.

W latach 1988-1991 opisywano wystepowanie drgawek charakteryzujac zacho-
wania wywotane podaniem MPTP u myszy [11,12,34,38,110]. Jedyna szczegb6towa
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Rysunek 3. Sugerowany mechanizm dziatania toksyn mitochondrialnych na metabolizm komorki
nerwowej prowadzacy do drgawek lub $mierci neuronéw

praca dotyczaca drgawkotwdrczego dziatania toksyny mitochondrialnej MPP+ zo-
stata opublikowana w 1992 roku. Wykazano, ze podanie MPP+ do komory bocznej
mozgu myszy powoduje wystgpienie drgawek klonicznych blokowanych przez an-
tagonistow NMDA i midazolam. Leki przeciwpadaczkowe, takie jak: fenobarbital,
trimetadion, etosuksymid i acetazolamid, okazaly sie nieskuteczne [101].
Wiasciwosci drgawkotworcze i prodrgawkowe AOAA znane byty juz od lat
siedemdziesiatych [24,40,60,84,111]. Opisano je nawet u pacjentdw, ktéorym po-
dawano AOAA [84]. Uwazano, ze efekty te sa spowodowane hamowaniem przez
AOAA aktywnosci dekarboksylazy kwasu glutaminowego (GAD) - enzymu syn-
tetyzujacego GABA. Dopiero szczeg6towe badania przeprowadzone przez nas pod
koniec lat osiemdziesigtych wykazaty, ze w chwili wystgpienia drgawek aktywnos$¢
GAD jest niezmieniona, co sugerowato inny niz GABA-ergiczny mechanizm dzia-
tania AOAA [103]. StwierdziliSmy, ze AOAA podany zaréwno podskdrnie, jak
i domdzgowo wywotuje u zwierzat drgawki kloniczne, ktdrym towarzyszg chara-
kterystyczne zmiany czynnosci elektrycznej mdzgu. Pojedyncze epizody drgawkowe
trwajg kilka sekund, moga powtarza¢ sie, ale nie przechodzg w stan drgawkowy.
Drgawki sg hamowane przez diazepam, fenobarbital i sole kwasu walproinowego,
podczas gdy inne leki przeciwpadaczkowe sg nieefektywne [102,103]. Zastosowanie
wybidrczych antagonistow NMDA lub kwasu kynureninowego moze zapobiec drga-
wkom wywotanym domoézgowym podaniem AOAA [103]. Obserwacje te zostaty
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potwierdzone przez inne zespoty badawcze, ktére wykazaty, ze lokalne iniekcje
AOAA do hipokampa, prazkowia i kory wechowej powodujg drgawki skutecznie
blokowane przez antagonistow NMDA [32,69,71,93].

Mechanizm drgawkotwdérczego dziatania AOAA taczyliSmy poczatkowo ze spad-
kiem produkcji kwasu kynureninowego obserwowanym pod wpltywem AOAA w
warunkach in vitro. Co prawda nie wykazano lokalnego spadku endogennego po-
ziomu kwasu kynureninowego po podaniu AOAA do prazkowia [7], nie wyklucza
to jednak, iz do takich zmian dochodzi w strukturach zaangazowanych w proces
epileptogenezy, np. w hipokampie, ciatach migdatowatych czy korze entorinalnej,
po lokalnym lub obwodowym zastosowaniu AOAA. Alternatywna hipoteza zaktada,
ze zmiany wywotywane przez AOAA sa nastepstwem zahamowania mitochon-
drialnego metabolizmu energetycznego, co wtérnie zwieksza wrazliwo$é neuronalng
na dziatanie agonistéw glutaminianergicznych. Bardzo prawdopodobne jest wspo6t-
istnienie obu proceséw - zmniejszonej syntezy kwasu kynureninowego oraz nad-
miernej aktywacji uktadu aminokwaséw pobudzajgcych.

W Swietle dostepnych danych zatozyliSmy, ze upo$ledzenie mitochondrialnego
metabolizmu energetycznego moze byé wystarczajgcym czynnikiem inicjujgcym
procesy drgawkowe i podjeliSmy szczeg6towe badania toksyn mitochondrialnych.
WykazaliSmy, ze 3-NPA podane domézgowo lub obwodowo powoduje drgawki
przypominajagce w pewnym stopniu drgawki wystepujgce w wyniku zastosowania
AOAA. Nawracajacym drgawkom klonicznym nie towarzysza drgawki toniczne
czy stan drgawkowy. Drgawki po podaniu 3-NPA blokowane sg przez diazepam,
fenobarbital i sole kwasu walproinowego, ale nie fenytoine, karbamazepine, tri-
metadion i etosuksymid. W odrdznieniu od drgawek wywotywanych przez AOAA,
kompetycyjni i niekompetycyjni antagonisci NMDA nie hamujg wystepowania drga-
wek spowodowanych przez 3-NPA . Natomiast antagonisci receptoréw nie-NMDA,
skutecznie chronig zaréwno przed drgawkami, jak i toksycznoscig wywotang przez
3-NPA. Potwierdzeniem znaczacej roli mechanizmdéw glutaminergicznych zwia-
zanych z receptorami nie-NMDA w dziataniu 3-NPA jest rowniez nasilenie drga-
wkotworczych efektow domoézgowego podania kwasu kainowego i AMPA (kwas
a-amino-3-hydroxy-5-metylizoxazole-4-propionowy), ale nie NMDA, u zwierzat
otrzymujacych podprogowe dawki 3-NPA [9,108].

Mimo zgromadzenia stosunkowo niewielkiej ilosci danych o drgawkach wy-
wotywanych przez toksyny mitochondrialne wydaje sie, ze juz teraz mozna okresli¢
pewne cechy odr6zniajace je od innych drgawek wywotywanych chemicznie. Sg
to: indukcja wytacznie drgawek klonicznych, znaczna oporno$¢ na dziatanie lekéw
przeciwpadaczkowych i substancji przeciwdrgawkowych oraz brak peinej korelacji
miedzy dziataniem drgawkotwdrczym a toksycznoscig rozumiangjako $mier¢ zwie-
rzat laboratoryjnych. W klasycznych modelach drgawek kloniczno-tonicznych $mieré
nastepuje najczesciej w trakcie lub bezposrednio po wystgpieniu drgawek tonicznych.
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Natomiast zgony zwierzat wywotywane toksynami mitochondrialnymi cechuje brak
bezposredniego zwigzku z napadem drgawek.

Nasze dalsze prace badawcze skoncentrujg sie na ocenie ewentualnych drga-
wkotworczych efektow zastosowania innych toksyn mitochondrialnych, takich jak:
rotenon, malonian i antymycyna. Wystgpienie drgawek oraz potwierdzenie ewen-
tualnego udziatu uktadu aminokwaséw pobudzajgcych w ich patomechanizmie moze
pozwoli¢ na uznanie drgawek mitochondrialnych za nowy model drgawek pada-
czkowych.

Whnikliwa analiza mechanizméw lezacych u podtoza drgawek wywotanych przez
toksyny mitochondrialne moze przyczyni¢ sie do znaczacego postepu w leczeniu
i zapobieganiu napadom padaczkowym u ludzi. Pamieta¢ bowiem nalezy, ze mimo
wprowadzania nowych lekow przeciwpadaczkowych istosowania politerapii, u okoto
30% pacjentéw nie osigga sie skutecznej kontroli napadéw drgawkowych.
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APOPTOSIS OF CULTURED NEURONS IN VITRO

Izabela FIGIEL

Zaktad Neurobiologii Molekularnej i Komorkowej,
Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN

Streszczenie: Apoptoza komdérek nerwowych wystepuje powszechnie w dojrzewajacym ukfadzie ner-
wowym. Opisywana jest réwniez w patofizjologii tego uktadu. Charakteryzujg jg podobne zmiany
morfologiczne i biochemiczne jak te towarzyszace apoptozie innych typéw komdrek. Wielokrotnie
potwierdzono, ze do jej wystgpienia niezbedna jest ekspresja genéw. Ponadto wykazano korelacje
miedzy $miercig neurondw wywotana brakiem czynnikéw wzrostowych badz tez nadmiernym pobudze-
niem receptoréw dla glutaminianu aekspresjg biatka c-Jun wchodzacego w sktad czynnika transkrypcyj-
nego AP-1. Podobne badania nad podtozem molekularnym apoptozy komoérek nerwowych staly sie
mozliwe dzieki wprowadzeniu modeli hodowli komérkowych. Artykut ten poswiecony jest opisaniu
niektérych z nich.

Stowa kluczowe: apoptoza, hodowle komdrkowe, ekscytotoksycznos¢, c-Jun.

Summary: Apoptosis of neuronal cells commonly occures in the developing nervous system. It is also
known to be involved in pathophysiological events. This form of cell death is characterized by similar
morphological and biochemical changes like those typical for apoptosis in other cells. It has been
repeatedly shown that apoptosis depends on gene expression. Furthermore, a correlation between
neuronal death induced by growth factor deprivation, or by an extenssive activation of glutamate receptors
on the one hand, and expression of c-Jun protein , acomponent of AP-1transcription factor, on the other,
has been shown. Studies on molecular bases of neuronal apoptosis became possible due to establishment
of cell culture models. In this article they are described with discussion of their virtues and caveats.

Key words: apoptosis, cell culture, excitotoxicity, c-Jun.

Hodowle komérkowe sg zpowodzeniem wykorzystywane do badan mechanizméw
funkcjonowania ztozonych organizméw. Podstawowg zaleta takich uktadéw mo-
delowych jest mozliwo$¢ obserwacji wptywu okreslonych czynnikéw naprzezywanie
i r6znicowanie komérek. Miedzy innymi opisano sposoby izolacji i utrzymywania
w warunkach in vitro niemal wszystkich populacji neuronalnych. Od Kkilku lat
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hodowle komoérek nerwowych sg réwniez wykorzystywane do badahn apoptozy.
Powaznym problemem, z ktérym borykajg sie badacze jest heterogennos$¢ pier-
wotnych (wyprowadzanych bezposrednio z materialu zwierzecego) hodowli ko-
morkowych. Zazwyczaj bowiem uzyskuje sie hodowle wzbogacone w neurony i
zawierajagce komorki glejowe. Czesto tez frakcja neuronalna nie jest jednorodna.
W efekcie, czynnik wywotujacy neurodegeneracje powoduje rézng odpowiedz po-
szczegOlnych komdrek. Dodatkowo, komoérki umierajagce w drodze apoptozy nie
ulegajg fagocytozie, jak to ma miejsce in vivo i czesto w pdzniejszym etapie prze-
chodzg nekroze. Opracowano odpowiednie metody umozliwiajgce wykrywanie
zmian morfologicznych i biochemicznych towarzyszacych apoptozie komérek w
hodowli. Powszechnie stosowane sa barwienia z wykorzystaniem fluorochroméw,
takich jak oranz akrydyny i bisbenzymid. Substancje te majg zdolno$¢ wigzania
z chromatyng, a wzbudzone Swiattem o odpowiedniej dtugosci fali, emituja pro-
mieniowanie fluorescencyjne. Do wykrywania fragmentacji DNA in situ na po-
ziomie pojedynczej komorki stosuje sie rowniez metode TUNEL. Jest ona oparta
na dziataniu enzymu, terminalnej transferazy, ktéra do koncéw 3’ w peknietej nici
DNA dobudowuje wyznakowany digoksygening lub biotyng nukleotyd. Przepro-
wadzana z kolei reakcja immunocytochemiczna pozwala na uwidocznienie komaérek
z pofragmentowanym DNA. Ponadto, w miare wzbogacania wiedzy na temat mole-
kularnego podtoza apoptozy, wzrasta liczba dostepnych przeciwciat rozpoznajgcych
biatka istotne dla wystgpienia tego procesu.

MODELE APOPTOZY W NEUROGENEZIE

Powstawaniu uktadu nerwowego towarzyszy $mier¢ przez apoptoze ponad 50%
neuroblastéw [29]. Smier¢ tajest requlowana przez czynniki wzrostowe, neurotrofiny,
ktére decydujg o przezywaniu okreslonych populacji neuronéw [4, 32]. Modele
in vitro, ktdre nasladowatyby naturalnie wystepujgcg programowang Smier¢ komarek
nerwowych, okazaty sie niezbedne do badania molekularnych mechanizméw tego
zjawiska. Najczesciej wykorzystywanymi modelami sag hodowle wspétczulnych neu-
ronéw zwoju szyjnego oraz hodowle neurondéw ziarnistych moézdzku.

Hodowla neuronéw wspotczulnych

Czesto wykorzystywanym modelem programowanej $Smierci neurondw jest ho-
dowla komorek zwoju szyjnego szczura w pozywce pozbawionej czynnika wzrostu
nerwow (NGF). Model ten oparty jest na fizjologicznej roli NGF, ktéry wspomaga
wzrost neurondw wspotczulnych w trakcie rozwoju zwierzecia. W ciggu 3-7 dni
po urodzeniu, ponad 35% neurondw tej populacji umiera wskutek niedoboru NGF



APOPTOZA NEURONOW W HODOWLI IN VITRO 65

TABELA 1. Zalety i wady modeli apoptozy w neurodegeneracji

+ -

znany wymagany czynnik uzyskiwana mata liczba komorek
troficzny
wyprowadzana z 21-dniowych
Hodowle neuronéw zmiana jednego parametru ptodéw
wspotczulnych wywotuje Smierc

duze perikariony, mozliwa
mikroinjekcja
uzyskiwana duza liczba komérek nie znane wymagane czynniki

wzrostowe

Hodowle neuronéw wyprowadzane z 8-dniowych

ziarnistych oseskow mate perikariony, trudna mikro-
injekcja

zmiana dwoéch parametréow
wywotuje Smieré

[36]. System hodowli tych komoérek ma wiele zalet (tab. 1). Zwykle tkanka jest
uzyskiwana z 21-dniowych ptodéw szczura, chociaz niektérzy badacze z powo-
dzeniem stosujag pobieranie materiatu ze zwierzat nowonarodzonych. Komorki ho-
dowane w pozywce zawierajgcej surowice i NGF sg zdolne do rdéznicowania i
znakomicie przezywajg do kilku tygodni in vitro [6]. Powaznym czynnikiem ogra-
niczajagcym badania w tym modelu jest niewielka liczba komérek uzyskiwana z
jednego zwierzecia (ok. 20 tys.). Pozbawienie troficznego dziatania neurotrofiny,
np. przez podanie do pozywki przeciwciata rozpoznajagcego NGF, wywotuje w
ciggu 24-72 godzin Smieré komérek, ktéra zachodzi droga apoptozy [13,26]. Badania
ultrastrukturalne pokazaty, ze pierwsze zmiany morfologii polegajgce na frag-
mentacji wypustek neuronalnych i obkurczaniu perikarionéw zachodzg juz 12-18
godzin po deprywacji troficznej [26]. Z kolei nastepuje fragmentacja DNA na
odcinki oligonukleosomowe [9, 12]. Zastosowanie inhibitoréw syntezy RNA i
biatka potwierdzito, ze do wystgpienia tych charakterystycznych zmian morfologii
komorkowej niezbedne jest powstawanie nowych makroczasteczek [26]. Kilka ze-
spotéw badawczych poszukuje tych biatek ,,zabdjcéw”. Obecnie wiadomo, ze w
hodowli neurondw wspdtczulnych juz po 4 godzinach od odptukania NGF wzrasta
poziom aktywnej, ufosforylowanej formy biatka c-Jun, jednego ze sktadnikéw czyn-
nika transkrypcyjnego AP-1 [14, 21]. Co wiecej, ekspresja innych biatek rodzin
Fos i Jun nie ulega zmianie. Nieznaczny wzrost poziomu biatka c-Fos notowano
zaledwie w ok. 1% neuron6w, co nie wskazuje na jego udziat w procesie apoptozy
[21]. Potwierdzono natomiast funkcjonalne znaczenie biatka c-Jun dla tego procesu.
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Podanie do hodowli neuronéw wspoétczulnych, prowadzonej w pozywce nie za-
wierajgcej NGF, przeciwciata rozpoznajgcego biatko c-Jun, jak rdwniez mikro-
iniekcja dominujgcego negatywnego mutanta c-Jun w znacznym stopniu ochrania
te komorki przed apoptoza [14, 21]. Ponadto, sam wzrost ekspresji biatka c-Jun
wywotuje $mieré neuronéw wspoétczulnych in vitro, mimo obecno$ci NGF w po-
zywce [21].

Opisany model apoptozy neuronéw wspdtczulnych zwoju szyjnego szczura po-
zbawionych troficznego dziatania NGF umozliwit badaczom udowodnienie fun-
kcjonalnej roli biatka c-Jun w tym procesie. Obecnie poszukuje sie kolejnych
wykonawcoéw wyroku $mierci komdérek nerwowych. Prawdopodobnie sg wéréd nich
biatka, ktérych ekspresja jest regulowana przy udziale c-Jun.

Hodowla neuronow ziarnistych mézdzku

Hodowla neuronoéw ziarnistych mézdzku wyprowadzana jest z 8-dniowych oses-
kéw szczura. W przypadku tego modelu mozna dysponowac ogromna liczbg komorek
(z jednego zwierzecia uzyskuje sie ok. 20 min). Neurony ziarniste mdzdzku prze-
zywajg w warunkach in vitro jedynie w obecnoS$ci surowicy i podwyzszonego do
25 mM stezenia K+[18] badz tez niewielkiego stezenia NMDA [3]. Zaréwno warunki
depolaryzacji, jak i stymulacja receptoréow NMDA, prawdopodobnie nasladujg fi-
zjologiczng aktywnos$¢ neurondw in vivo [5]. Dzieki takim warunkom neurony méz-
dzku zdolne sa do wysytania wypustek, tworzenia potgczen synaptycznych iprodukcji
glutaminianu. Przeniesienie hodowli do pozywki pozbawionej surowicy i zawie-
rajacej jedynie 5 mM K+ wywotuje $mier¢ neurondw, ktéra ma morfologiczne i
biochemiczne cechy apoptozy [10]. Przypomina to naturalnie wystepujaca Smierc
20-30% neurondéw ziarnistych miedzy 3 a 5 tygodniem zycia zwierzecia [34, 35].
Taka eliminacja komorek ziarnistych doprowadza do powstania odpowiedniego sto-
sunku miedzy ich liczbg i liczbg komdrek Purkinjego w dojrzatym moézdzku.

Badania prowadzone na tym modelu apoptozy wskazujg takze na funkcjonalng
role biatka c-Jun. Wykazano, ze Smierci neuronow ziarnistych towarzyszy zwiekszona
ekspresja genu c-jun [28]. Wyniki ostatnich badan, w ktérych wykorzystano prze-
ciwciata rozpoznajace ufosforylowane formy biatka c-Jun, wskazujg, ze deprywacja
troficzna prowadzi do wzrostu fosforylacji biatka c-Jun na serynie 63 [33]. Ponadto,
transfekcja komérek ziarnistych m6zdzku w hodowli ekspresyjnymi mutantami c-Jun,
w ktorych zmieniono miejsca fosforylacji, potwierdzita ostatecznie, ze do wystapienia
apoptozy niezbedna jest obecno$¢ ufosforylowanej formy biatka c-Jun [33].

Opisany model apoptozy neuronéw ziarnistych mézdzku jest modelem ztozonym.
Nalezy pamietac¢, ze do wywotania masywnej odpowiedzi komorek wymagane jest
dziatanie dwdéch czynnikow: deprywacjatroficznaoraz obnizenie stezenia K+. Jednak
juz samo przeniesienie komorek do pozywki nie zawierajgcej surowicy wywotuje
poczatkowo zaburzenia w funkcjonowaniu mitochondriéw (6-8 godzin po odptukaniu
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surowicy), a nastepnie zmiany morfologiczne charakterystyczne dla apoptozy (24-48
godzin po deprywacji troficznej) [2]. Zastosowanie antyoksydantéw pozwolito na
stwierdzenie, ze hodowla neuronéw ziarnistych mézdzku pozbawionych jedynie
troficznego dziatania surowicy moze stanowi¢ model do badania apoptozy wywotanej
stresem oksydacyjnym [2]. Ostatnio udokumentowano réwniez wystepowanie apop-
tozy w hodowli neurondéw ziarnistych mézdzku w wyniku deprywacji tlenu i glukozy
[23].

MODELE APOPTOZY W STANACH
PATOFIZJOLOGICZNYCH

Wyniki ostatnich badan wskazuja, ze apoptotyczna $mier¢ neuronéw moze wy-
stepowaé w tak rozpowszechnionych stanach chorobowych, jak: niedokrwienie,
choroba Alzheimera, Huntingtona, epilepsja. Badanie molekularnego podtoza wspo-
mnianych choréb stato sie mozliwe dzieki opracowaniu modeli hodowli komor-
kowych. Najbardziej znane sg hodowle szczurzych lub mysich neuronéw korowych
oraz hodowle komérek hipokampa.

Hodowla neuronow korowych

Przygotowanie tej hodowli wigze sie z koniecznos$cig pobierania materiatu z
16-dniowych ptodéw. Hodowla wyrdznia sie stosunkowo niewielkim zanieczysz-
czeniem komorkami glejowymi. W wielu laboratoriach wykorzystuje sie ten model
do badania mechanizméw $mierci neuronéw towarzyszacych udarom mézgu.

Kilkudniowe hodowle moga by¢ poddawane hipoksji i hipoglikemii. Warunki
niedotlenienia najczesciej uzyskuje sie przez zmiane atmosfery w inkubatorach,
ktéra przez Scisle okreslony czas zawiera 95% azotu. Odptukanie glukozy tgczy
sie ze zmiang pozywki, w ktorej prowadzona jest hodowla, na zbuforowany roztwar
soli [19, 20]. W takich warunkach obserwowana jest ostra neurodegeneracja, ktora
nosi znamiona nekrozy.. Komérki peczniejg i odrywaja sie od podtoza. Towarzyszy
temu nadmierne uwalnianie glutaminianu ze zdepolaryzowanych komdrek nerwo-
wych oraz wzrost wewnatrzkomorkowego stezeniajonéw Ca~+[7]. Wiadomo jednak,
ze zablokowanie receptoréw dla glutaminianu prowadzi do opdznionej neurodege-
neracji, ktéra charakteryzuje sie morfologicznymi i biochemicznymi cechami apop-
tozy [20, 24].

Klasyczne modele neurodegeneracji uzyskuje sie przez podanie do pozywki ko-
maérek in vitro glutaminianu [8]. Udowodniono, ze wywotana w ten spos6b $mier¢
komérek moze zachodzié droga nekrozy lub apoptozy, w zaleznos$ci od zastosowa-
nego stezenia aminokwasu pobudzajgcego [11]. W modelu tym potwierdzono, ze
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$mier¢ neurondw zwigzana z pobudzeniem receptoréw dla glutaminianu moze zalezeé
od ekspresji nowych biatek. Sg wsrdd nich czynniki transkrypcyjne tgczace sie
z miejscem TRE, aktywowanym przez estry forbolu [17].

Hodowla komorek hipokampa

Opracowano kilka modeli hodowli komorek hipokampa. Zasadniczg cecha od-
rézniajaca te modele jest wiek zwierzat, z ktérych pobierana jest tkanka, co z
kolei decyduje o przezywaniu okres$lonych populacji neuronéw. Na przykiad w
celu uzyskania hodowli wzbogaconej w neurony piramidowe rogu Ammona, wy-
korzystuje sie zwierzeta w 18 dniu rozwoju embrionalnego. Powszechnie stosuje
sie réwniez hodowle hipokampa wyprowadzone z noworodkéw szczura. Nalezy
jednak pamietaé, ze hodowle te charakteryzuja sie wysoka proliferacja komoérek
glejowych. Natomiast hodowle komérek zakretu zebatego, wzbogacone w neurony
ziarniste uzyskuje sie z 5-dniowych oseskéw szczura. Model ten jest rzadko sto-
sowany ze wzgledu na czasochtonng preparatyke oraz niewielkg liczbe uzyskiwanych
komdrek. Poréwnanie hodowli stosowanych do badan patofizjologii osrodkowego
uktadu nerwowego przedstawia tabela 2.

W przebiegu znanych choréb osrodkowego uktadu nerwowego szereg zmian
neurodegeneracyjnych notuje sie w hipokampie. Najczesciej dotyczg one komérek
rogu Ammona, w ktérym wyrd6znia sie cztery czeSci zwane polami CA. Poszczeg6lne
pola r6znig sie nie tylko budowsa, ale réwniez wrazliwos$cig na czynniki chorobowe.
Wiadomo, ze w procesach niedokrwiennych i padaczce dochodzi do niemal cal-

TABELA 2. Zalety i wady hodowli stosowanych do badan patofizjologii oSrodkowego uktadu
nerwowego

+ _
Hodowle neuronéw  uzyskiwana duza liczba komérek  wyprowadzana z 16-dniowych

korowych ptodéw
zawiera 95% neuronow

niska proliferacja komoérek

glejowych
Hodowle uzyskiwana duza liczba komérek  wyprowadzana z 18-dniowych
neuronéw ptodéw
hipokampa niska proliferacja komérek zawiera rozne populacje neurondéw
glejowych
Hodowle zakretu uzyskiwana z 5-dniowych oseskéw uzyskiwana mata liczba komérek

zebatego hipokampa
zawiera gtdwnie neurony ziarniste wysoka proliferacja komoérek
glejowych
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kowitego wyginiecia komoérek nerwowych pola CA1 [30, 31]. Udokumentowano
takze znaczny ubytek neuronéw piramidowych zaréwno w chorobie Alzheimera,
jak i po iniekcji glutaminianu bezposrednio do hipokampa [25]. Natomiast komérki
zakretu zebatego charakteryzuja sie wyjatkowa odpornoscig na czynniki wywotujace
neurodegeneracje.

W  badaniach nad mechanizmem powstawania wspomnianych zmian neuro-
degeneracyjnych coraz czesciej wykorzystuje sie hodowle komérek hipokampa,
ktore poddawane sg dziataniu glutaminianu. Wiadomo, ze wrazliwo$¢ komorek
na glutaminian zmienia sie wraz z rozwojem hodowli ijest zwigzana z pojawianiem
sie jego receptor6w na powierzchni komérek [27].

Interesujgcym przyktadem modelu apoptozy sa hodowle komdrek zakretu ze-
batego. Z badan przeprowadzonych w naszym laboratorium wynika, ze te komorki,
in vivo niewrazliwe na czynniki neurodegeneracyjne, w warunkach in vitro prze-
chodzg klasyczng apoptoze. Opracowana przez nas metoda izolacji i hodowli komo6rek
zakretu zebatego hipokampa szczura pozwala na utrzymanie tych komérek in vitro
przez ok. 10 dni [15]. Uzyskuje sie hodowle heterogenng, wzbogacong w neurony
ziarniste, ale zawierajgcg takze komorki astrogleju. Do identyfikacji typow komorek
obecnych w hodowli zastosowano metode immunocytochemiczng, wykorzystujac
przeciwciata rozpoznajgce biatka cytoszkieletu charakterystyczne dla astrocytow
- GFAP (ang. glialfibrillary acidic protein; kwasne widkienkowe biatko glejowe)
i neuronéw - MAP2 (ang. microtubale-associated protein 2; biatko zwigzane z
mikrotubulami) (rys. 1). Podanie glutaminianu do 6-dniowej hodowli prowadzi do
powstania zmian w morfologii, typowych dla neurodegeneracji [16]. Zmiany te
nasilaty sie wraz ze wzrostem stezenia glutaminianu i czasem jego dziatania. W

RYSUNEK 1 Immunocytochemiczng identyfikacja komoérek w hodowli zakretu zebatego szczura: A -
morfologia astrocytow wykrywana przeciwciatem anty-GFAP, B - morfologia neuronéw wykrywana
przeciwciatem anty-MAP2
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RYSUNEK 2. Barwienie oranzem akrydyny: A - hodowla komdrek zakretu zebatego hipokampa szczura
(kontrola), B - hodowla traktowana glutaminianem (strzatki wskazujg komérki wykazujace silng konden-
sacje chromatyny)

hodowlach traktowanych przez 24 godziny glutaminianem w stezeniu 0,5 mM ok.
50% neuronéw charakteryzowato sie obkurczonym ciatem i pofragmentowanymi
wypustkami. Pieciokrotnie nizsze stezenie glutaminianu wywotywato podobny efekt
w przypadku mniejszej liczby neuronéw, stanowigcej ok. 30% catej populacji neu-
ronalnej obecnej w hodowli. Do obserwacji morfologii jader komdérkowych za-
stosowano metody barwienia oranzem akrydyny i bisbenzymidem. W ten sposo6b
pokazano, ze dziataniu glutaminianu towarzyszy kondensacja chromatyny z jed-

RYSUNEK 3. Wykrywanie fragmentacji DNA metodg TUNEL: A - hodowla komérek zakretu zebatego
hipokampa (kontrola), B - hodowla traktowana glutaminianem (ciemne zabarwienie $wiadczy o uszko-
dzeniu DNA)
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noczesnym jej przemieszczeniem pod btone jadrowa oraz czesto fragmentacja jadra
(rys. 2). Wykorzystujagc metode TUNEL uzyskano dodatnie barwienie, $wiadczace
0 wystgpieniu tej fragmentacji w znacznej liczbie neuronéw (ok. 80% populacji)
traktowanych przez 24 godziny glutaminianem w stezeniu 0,5 mM (rys. 3).

Prébujac wnikng¢ w molekularne podtoze obserwowanej neurodegeneracji, zba-
dano ekspresje biatek c-Fos ic-Jun w hodowlach poddanych dziataniu glutaminianu.
W tym celu zastosowano technike immunocytochemiczng z wykorzystaniem od-
powiednich przeciwciat. Pokazano wzrost ekspresji obu biatek juz po 2 godzinach
od podania glutaminianu. W przypadku biatka c-Fos wzrost ten dotyczyt niemal
wszystkich komérek nerwowych obecnych w hodowli i nie zalezal od stezenia
aminokwasu (w zakresie 0,1-0,5 mM). Natomiast wzmozong ekspresje biatka c-Jun
obserwowano jedynie w komérkach o zmienionej morfologii, $wiadczacej o neuro-
degeneracji [16]. Mimo ze do udowodnienia funkcjonalnej roli biatka c-Jun w
procesie apoptozy komdrek zakretu zebatego hipokampa niezbedne sg dalsze badania,
to uzyskane wyniki $wiadczg o istnieniu korelacji ekspresji tego biatka z pojawianiem
sie charakterystycznych zmian neurodegeneracyjnych.

Innym ciekawym modelem wykorzystywanym w badaniach nad przebiegiem
choroby Alzheimera sg hodowle komdrek hipokampa poddane dziataniu [3-amy-
loidu. Wykazano, ze $mier¢ komorek nerwowych, ktéra zachodzi w ciagu 3-5
dni po podaniu peptydu, towarzyszy obkurczanie perikarion6w, kondensacja i frag-
mentacja chromatyny [1]. Potwierdzono réwniez wzrost ekspresji biatka c-Jun w
komdrkach wykazujacych charakterystyczne zmiany morfologii jadra [1]. Ponadto
sugeruje sie funkcjonalng role kalpainy, proteazy zaleznej od jonéw Ca2+ w tym
procesie. Wiadomo bowiem, ze zastosowanie selektywnego inhibitora tej proteazy,
skutecznie zapobiega $mierci neuronéw hipokampa in vitro wywotanej (3-amy-
loidem [22].

UWAGI KONCOWE

Od czasu, kiedy udowodniono, ze neurony in vitro mogg umiera¢ w drodze
apoptozy, powstato wiele modeli badawczych opartych na hodowli komorek ner-
wowych. Zastosowanie takich uproszczonych uktadéw modelowych moze przyblizy¢
uczonych do poznania mechanizméw lezacych u podstaw apoptozy. Ma to ogromne
znaczenie ze wzgledu na wystepowanie tego zjawiska w powszechnych stanach
patofizjologicznych osrodkowego uktadu nerwowego. Techniki hodowli neuronéw
in vitro mogg zatem stanowié¢ punkt wyjscia do opracowania skutecznych metod
terapii.
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KOMUNIKATY

VII OGOLNOPOLSKA KONFERENCJA BIOLOGII KOMORKI
THE VIITH POLISH CONFERENCE ON CELL BIOLOGY

Uprzejmie informujemy, ze VII Ogd6lnopolska Konferencja Biologii Komorki
zostanie zorganizowana w 1999 roku , w dniach 9 ($roda) do 12 (sobota) wrzesnia,
w Krakowie.

Za organizacje Konferencji z upowaznienia Polskiego Towarzystwa Biologii Ko-
morki  odpowiedzialni bedg profesorowie: Tadeusz Cichocki, Wtodzimierz Ko-
rohoda i Stanistaw Przestalski.

Zainteresowanych prosimy o $ledzenie dalszych komunikatéw.

First Announcement. The VIith Polish Conference on Cell Biology will be
organized in Cracow, on 9 (Wednesday) to 12 (Saturday) September 1999.

For the organization of Conference the professors: Tadeusz Cichocki, Wio-
dzimierz Korohoda and Stanistaw Przestalski have been chosen by the Polish Cell
Biology Society.

Please keep attention to the forthcoming communicates.
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Dostarczane na dyskietkach teksty powinny byé napisane w Wordzie, wersja
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