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1. Ischemia moézgu — dane patofizjologiczne

Niedokrwienie (ischemia) jest spowodowane okresowym lub trwalym zatrzymaniem doptywu
krwi do czgsci lub catego narzadu. Moézg jest narzadem najbardziej wrazliwym na niedokrwienie,
co wiaze si¢ z jego duzym zapotrzebowaniem energetycznym. Rozr6zniamy pelna ischemie, ktdra
ma miejsce gdy przeplyw krwi przez tkankg spada praktycznie do zera, oraz niepelna, w ktdrej
glebokos¢ zaburzen funkcji i stopieft uszkodzen zaleza od stopnia obnizenia przeptywu krwi. Nie-
dokrwienie moze dotyczy¢ calego mézgu (ischemia globalna), co ma miejsce np. przy zatrzymaniu
akcji serca, lub obejmowac ograniczony obszar moézgu (niedokrwienie ogniskowe), co jest obser-
wowane w udarach mézgu. Ta forma ischemii mézgu ma najwigksze znaczenie kliniczne. Modele
eksperymentalne stosowane w badaniach nad ischemia czg¢sto nie odpowiadaja w pelni Zadnej z
tych dwu form niedokrwienia mézgu najczgsciej spotykanych u chorych. Jest to istotny mankament,
poniewaz sa zasadnicze réznice w patogenezie i przebiegu niedokrwienia globalnego i ogniskowe-
go. W tej pierwszej formie, po 4-8 min niedokrwienia dochodzi do nieodwracalnych uszkodzei
funkcji moézgu i tzw. selektywnej martwicy neuronéw (patrz nizej). Ogniskowe niedokrwienie moéz-
gowia spowodowane zaczopowaniem réznej wielkosci naczynia tetniczego prowadzi do niesele-
ktywnej martwicy wszystkich typéw komodrek mézgu w ognisku niedokrwienia oraz zaburzenia
funkcji neuronéw w ,pélcieniu” (penumbra) wokét ogniska, ktére moze by¢ odwracalne, ale moze
tez zakoniczy¢ si¢ nieodwracalnym uszkodzeniem neuronéw.

2. Selektywna wrazliwoS§¢ neuronéw mozgu na ischemie

Stwierdzono, ze niektore okolice mézgu (np. CAl, CA3 i CA4 hipokampa) albo typy neuro-
néw (komérki piramidowe, komérki Purkinjego) wykazuja zwigkszona podatno$¢ na uszkodzenie
wywolane przez ischemi¢. Bezposrednio po krétkotrwalej globalnej ischemii rozwijaja si¢ niespe-
cyficzne zmiany w komoérkach, ktére sa na ogét odwracalne. Do nieodwracalnych uszkodzei neu-
ronéw w okolicach o wzmozonej wrazliwosci dochodzi dopiero po 48-72 godz op6znieniu (ma-
turation phenomenon, delayed neuronal death). Efekt ten w komérkach piramidowych CA1 u ger-
bila jest poprzedzony nadmiernym pobudzeniem neuronéw, nie jest jednak jasne, czy dotyczy to
takze innych gatunkéw zwierzat. Historycznie, selektywna wrazliwo$¢ neuronéw moézgu na ische-
mi¢ wigzano albo z przyczynami naczyniowymi (niedrozno$¢ naczyn koficowych, brak kraZenia
obocznego), albo tez ze specyfika niektérych neuronéw, osobliwosciami ich metabolizmu lub fun-
kcji. Wspélczesne poglady na mechanizmy uszkodzed neuronéw w pewnym stopniu nawiazuja
do tej ostatniej hipotezy.
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3. Ewolucja pogladéw na mechanizmy ischemicznego uszkodzenia
neuronow mozgu

Badania z lat sze§¢dziesiatych wykazaly, ze stala cecha niedokrwienia mézgu jest szybko roz-
wijajacy si¢ deficyt zwiazkéw wysokoenergetycznych — AMP i fosfokreatyny, zuzycie niewielkich
zasobéw glukozy, oraz kwasica. Nastgpnie stwierdzono, Ze jednym z najwczesniejszych zaburzen
metabolicznych w mézgu ischemicznym jest uwalnianie nienasyconych kwaséw ttuszczowych,
gléwnie kwasu arachidonowego. Innym zjawiskiem towarzyszacym niedokrwieniu jest proteoliza.
Wykazano takze aktywacj¢ peroksydacji po przywrdceniu krazenia w niedokrwionym mézgu. Ob-
rzek komérek stanowi najistotniejszy element wczesnych, niespecyficznych i odwracalnych zmian
poischemicznych w mézgu. Wiaze si¢ on z wywolanym przez ischemi¢ zaburzeniem homeostazy
jonéw sodu, potasu i chloru oraz wody. Chociaz wszystkie te procesy s3 potencjalnie szkodliwe i
nadal przypisuje si¢ im wazng rol¢ w patogenezie ischemii mézgu, Zadnemu nie mozna przypisaé
roli czynnika pierwotnie i gtéwnie decydujacego o selektywnym uszkodzeniu neuronéw, zachodza-
cym w wyniku niedokrwienia.

4. Hipoteza wapniowa

Poznanie specyfiki homeostazy wapnia w komorkach i jego roli jako przekaznika czy regulatora
metabolicznego, a takZze wykazanie, Ze w przebiegu ischemii dochodzi do masowego przemiesz-
czenia jonéw wapnia z przestrzeni zewnatrzkomérkowej do wnetrza neuronéw, doprowadzito do
rozwoju hipotezy przypisujacej jonom wapnia rol¢ ,zapalnika”, aktywujacego procesy dezintegra-
cyjne w neuronach ischemicznych. W swojej pierwotnej wersji ta spekulatywna hipoteza, wysuwa-
na w polowie lat siedemdziesiatych m. in. przez nasza grup¢ (Lazarewicz i wsp. [14]), postulowata
gléwnie rol¢ wapnia w zaburzeniu struktury i funkcji mitochondriéw oraz lipolityczne, proteolity-
czne i uszkadzajace blony dziatanie jonéw Ca2*, co mogtoby doprowadzi¢ do trwatego uszkodzenia
przetadowanych wapniem neuronéw. Bylby to wigc mechanizm dotyczacy wczesnej, niespecyficz-
nej fazy zmian w neuronach, ktére mogg by¢ jednak odwracalne, lub tez péZniejszego poische-
micznego przetadowania neuronéw wapniem. W roku 1981 Sjesjé [2] zwrdcit uwage na podobien-
stwa uszkodzein neuronéw mézgu, ktére rozwijaja si¢ w wyniku niedokrwienia, hipoglikemii i stanu
padaczkowego. Cechg wszystkich tych stanéw, mimo réznic w gle¢boko$ci zaburzen energetycznych
i stopniu rozwoju kwasicy, jest masowe wnikanie wapnia z przestrzeni zewnatrzkomérkowej do
neurondw moézgu. W tym poczatkowym okresie zakladano, Zze zasadniczym mechanizmem odpo-
wiedzialnym za wnikanie wapnia do neuronéw mézgu w ischemii jest aktywacja zaleznych od
potencjatu blonowego kanaléw wapniowych. Chociaz hipoteza wapniowa ischemicznego uszkodze-
nia neuronéw mézgu w formie przedstawionej przez Siesjo zdobyla sobie ogromna popularnosé,
nie zostala jednak zaakceptowana przez wszystkich badaczy. Do najbardziej znanych jej przeciw-
nikéw nalezy czolowy fizjopatolog niemiecki prof. Hossmann.

4. Hipoteza ekscytotoksycznoSci

Poczatkowo niezaleznie od badafi nad patogenezg ischemicznego uszkodzenia mézgu, wraz z
poznawaniem fizjologicznej roli glutaminianu jako neuroprzekaZnika pobudzajacego, w latach sie-
demdziesiatych i osiemdziesiatych rozwingta si¢ hipoteza ekscytotoksycznego uszkodzenia neuro-
néw. Zaklada ona, ze pobudzajace aminokwasy, zwlaszcza glutaminian i asparaginian, moga po-
wodowadé $mieré neuronéw poprzez nadmierng stymulacj¢ specyficznych receptoréw, prowadzaca
do hiperekscytacji komérek. Wielkie zastugi dla jej rozwoju potozyli m. in. Rothmann, Olney i
Choi [5, 6, 7, 8], cho¢ za prekursoréw tych badan uzna¢ nalezy Lucasa i Newhouse’a, ktérzy w
r. 1957 wykazali, ze systemowe podawanie glutaminianu uszkadza neurony w siatkéwce noworod-
kéw mysich, oraz Curtisa i Watkinsa, ktérzy w roku 1963 wykazali depolaryzujace dziatanie glu-
taminianu. Poznanie réznych typéw receptoréw pobudzajacych neurotransmiteréw aminokwaso-
wych (receptory wrazliwe na NMDA, kwas kainowy, AMPA i receptory metabotropowe wrazliwe
na kwas kwiskwalowy) i ich agonistéw, pozwolity na postgp w badaniach nad ekscytotoksyczno-
$cig. Olney, Rothmann i inni badacze okreslili zasadnicze cechy uszkodzen ekscytotoksycznych
mézgu. Wykazano m. in. korelacje migdzy dziataniem pobudzajacym a toksyczno$cia glutaminianu,
stwierdzono, Ze podanie ekscytotoksyn powoduje uszkodzenie dendrosomatyczne z zachowaniem
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aksondw i czgSci presynaptycznej, wreszcie wykazano, ze agoni§ci receptoréw aminokwaséw po-
budzajacych sa znacznie silniejszymi ekscytotoksynami in vivo niz glutaminian. Badania lat osiem-
dziesiatych gléwnie Rothmana, Olneya i Choi’a wykazaty, ze mozna wyodr¢bnié wywotane przez
glutaminian, ostre, wczesne, zalezne od sodu i chloru uszkodzenie neuronéw, o charakterze lizy
osmotycznej, oraz poZna faz¢ uszkodzenia, rozwijajaca sie¢ 24 godz po stymulacji glutaminianem,
zalezna od wapnia. Z neurotoksycznym dzialaniem endogennych pobudzajacych aminokwaséw wia-
zane s3 obecnie niektdre przewlekte choroby zwyrodnieniowe uktadu nerwowego jak choroba Hun-
tingtona, zanik oliwkowo—mostowo-mdézdzkowy, stwardnienie zanikowe boczne a nawet choroba
Alzheimera. Wykryto, ze rzadkie choroby zwyrodnieniowe o charakterze endemicznym jak neuro-
latyryzm i choroba Guam wiaza si¢ z przewleklym, pokarmowym zatruciem egzogennymi ekscy-
totoksynami. Z ekscytotoksycznoscia wiazane sa tez takie ostre schorzenia neurodegeneracyjne jak
zatrucie droga pokarmowa kwasem domoowym, skutki urazéw osrodkowego ukladu nerwowego,
uszkodzenia neuronéw w stanie padaczkowym, hipoglikemii i ischemii.

6. Ekscytotoksyczno$¢ w ischemii mézgu

Pierwsze sugestie na temat mozliwego udzialu endogennych pobudzajacych aminokwaséw w
niedokrwiennym uszkodzeniu neuronéw byly wysuwane juz w latach 1981-82 na podstawie kolo-
kalizacji receptoréw kwasu glutaminowego i wybidrczych uszkodzen ischemicznych w mézgu. W
latach 1983 i 1984 Rothman wykazat udzial endogennego glutaminianu w wywotanym przez nie-
dotlenienie uszkodzeniu neuronéw hipokampa w hodowli in vitro. Przetom nastapit za sprawa Si-
mona i Meldruma, ktérzy w 1984 r. opisali protekcyjny wpltyw APH, kompetycyjnego inhibitora
receptorow NMDA, na wywotlane przez niedokrwienie uszkodzenie komdrek piramidowych CA1l
hipokampa szczura. Benveniste i Diemer w tym samym roku wykazali, Ze w czasie ischemii do-
chodzi do znacznego wzrostu zewnatrzkomérkowego st¢zenia glutaminianu i asparaginianu w mdz-
gu. Dalsze lata przynosily doniesienia na temat ochronnego dzialania réznorodnych antagonistow
receptorow NMDA, a ostatnio takze receptorow nie-NMDA w ischemii do$wiadczalnej. Jednoczes-
nie przedmiotem zainteresowania stata si¢ m. in. glicyna. Jak wykazano, ten pozytywny allostery-
czny modulator receptorow NMDA dziata takze in vivo (Danysz i wsp.). Zewnatrzkomdrkowe stg-
zenie glicyny w hipokampie nie tylko rosnie w czasie ischemii, podobnie jak st¢gZenia glutaminianu
i asparaginianu, ale jego podwyzZszone stgZenie utrzymuje si¢ dtugo po ischemii. Sa poglady, ze o
ekscytotoksycznym uszkodzeniu neuronéw moézgu po ischemii decyduje zachwianie réwnowagi
mi¢dzy pobudzeniem a hamowaniem, wyrazanej przez wskaZnik [glutaminian]x[glicyna]:[GABA]
(Globus i wsp.).

7. Krytyka hipotezy ekscytotoksycznosci zastosowanej do ischemicznego
uszkodzenia neuronow

Hipoteza ekscytotoksycznych uszkodzei mézgu w ischemii ma wciaz charakter spekulatywny i
jest przedmiotem dyskusji. Opiera si¢ ona na licznych argumentach o réznym cigzarze gatunko-
wym: a. podobiefistwie ekscytotoksycznego uszkodzenia neuronéw w hodowli komérkowej do lezji
ischemicznej, b. kolokalizacji receptoréw pobudzajacych aminokwaséw i uszkodzen ischemicznych,
c. uwalniania pobudzajacych aminokwaséw do przestrzeni zewnatrzkomérkowej mézgu w czasie
ischemii, d. ochronnego i/lub terapeutycznego dziatania blokeréw receptorow pobudzajacych ami-
nokwaséw w ischemii in vivo.

Waga niektérych z tych argumentéw jest jednak kwestionowalna. Przede wszystkim nalezy
stwierdzié, Ze neurony w hodowli sa pozbawione dziatania czynnikéw systemowych, efektow kra-
zeniowych i barierowych, brak tez wplywu farmokinetyki przy Sledzeniu dziatania lekéw, czgsto
brak interakcji z glejem. Dokladniejsze badania wykazaty liczne odstgpstwa od reguly, ze lokali-
zacja miejsc lub komoérek wrazliwych na ischemi¢ odpowiada okolicom o duzej gegstosci recepto-
r6w NMDA. Takze ocena ochronnego lub terapeutycznego dzialania réZnorodnych antagonistéw
receptorow kwasu glutaminowego jest do$¢ rozczarowujaca. Wbrew poczatkowym, entuzjastycz-
nym doniesieniom, Pulsinelli badajac efekty niedokrwienia mézgu u szczura na modelu dajacym
peina ischemi¢ przodomézgowia, nie stwierdzit Zadnego dziatania ochronnego réznych blokerow
receptoréw NMDA. Wykazal on tez po raz pierwszy, ze ochronny wplyw MK-801 na modelu
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ischemii u gerbila nalezy wigza¢ raczej z dlugotrwala hipotermia rozwijajaca si¢ u zwierzat traktowa-
nych tym inhibitorem. Ochronny wplyw inhibitoréw receptorow NMDA w globalnej ischemii nie zostat
wigc udowodniony. W przypadku ogniskowego niedokrwienia (udaru) mézgu, ktérego modelem do-
Swiadczalnym jest zamknigcie tgtnicy Srodkowej moézgu, stosowanie blokeréw receptorow NMDA w
istotny sposob zmniejsza rozleglos¢ lezji (ogranicza uszkodzenie w ,péicieniu” ischemicznym).

8. Zmodyfikowana hipoteza lezji ekscytotoksycznej w ischemii

Omoéwione kontrowersje wydaja si¢ wskazywac na niejednakowy udzial mechanizméw ekscy-
totoksycznych we wszystkich rodzajach i modelach niedokrwienia mézgu. Jak wykazaly badania,
w rejonie tzw. ,pélcienia” ischemicznego wokdt ogniska niedokrwiennego w mézgu nie dochodzi
poczatkowo do catkowitego zatrzymania krazenia, a tylko do jego znacznego obnizenia. Co prawda
funkcja neuronéw w tym obszarze zostaje wylaczona, utrzymuje si¢ w nich jednak produkcja ATP
niezbgdna do zapewnienia podstawowych proceséw zyciowych. W przestrzeni zewnatrzkomérkowej
nagromadza si¢ glutaminian i dochodzi tam do znacznego obniZenia st¢Zenia wapnia. Wieloch wy-
kazal, ze efekt ten jest wrazliwy na podawanie MK-801, inhibitor ten zmniejsza tez obszar objety
martwica. Wskazuje to na istotna rol¢ mechanizmu ekscytotoksycznego z udzialem receptoréw
NMDA w uszkodzeniu neuronéw w ,polcieniu” ischemicznym. Brak udowodnionych, bezposred-
nich efektéw terapeutycznych blokeréw receptorow NMDA w pelnej, globalnej ischemii mézgu
Wieloch #umaczy glgbokoscia zaburzen metabolizmu energetycznego w tym modelu ischemii. Jego
zdaniem, w warunkach przeciagajacego si¢ kompletnego deficytu energetycznego, na tle aktywacji
proces6w ekscytotoksycznych dochodzi do pojawienia si¢ nowych, niezaleznych od receptoréw
NMDA mechanizméw wnikania wapnia do neuronéw i, w nastgpstwie tego, ich uszkodzenia. Mimo
przedstawionych kontrowersji, s3 podstawy aby zaakceptowaé hipotezg, Ze receptory aminokwaséw po-
budzajacych odgrywaja kluczowa rolg¢ w patogenezie ischemicznego uszkodzenia neuronéw, przynaj-
mniej w najwazniejszej z punktu widzenia klinicznego formie niedokrwienia, jaka jest udar mézgu.

9. Sugerowane mechanizmy ekscytotoksycznego uszkodzenia neuronéw
mo6zgu majace odniesienie do ischemii

9.1. Fazy uszkodzenia neuronéw

Wspomniany poprzednio podzial wywolanego przez glutaminian uszkodzenia neuronéw na dwie
fazy: wczesna, zalezna od jonéw jednowartoSciowych fazg obrzgkowa i rozwijajaca si¢ z
op6Znieniem, zalezna od wapnia $Smier¢ komdrek, ulegl pewnemu zatarciu gdy przeanalizowano
dynamike¢ i zaleznoSci jonowe toksycznosci wywolywanej przez selektywnych agonistéw recepto-
row NMDA, AMPA i kwasu kainowego. Wigkszo$¢ doniesiefi wigze zar6wno ostra jak i op6Zniona
toksyczno$¢ NMDA z masowym naplywem wapnia do neuronéw. TakZze w przypadku receptoréw
AMPA i kwasu kainowego sugeruje si¢ mieszany mechanizm toksycznosci, z udzialem nie tylko jonéw
jednowartoSciowych, ale takze i wapnia. Jak juz wspomniano, w rozwoju uszkodzeii ischemicznych
takze wyrdznia sig fazg wczesna, niespecyficzna, i op6Zniona Smier¢ neuronéw, zwigzana z wapniem.

9.2. Rola wapnia

Wykazano wigc kluczowa rolg jonéw wapnia w ekscytotoksycznym uszkodzeniu neurondéw. Me-
chanizm wnikania wapnia do neuronéw moézgu, zachodzacego w wyniku ischemii a takze po ap-
likacji agonistéw pobudzajacych neurotransmiteréw aminokwasowych, nie jest do kofica jasny. W
obu wypadkach, poza kanatami jonowymi regulowanymi przez receptory pobudzajacych aminokwa-
séw, aktywacji ulegaja takze kanaly wapniowe zalezne od potencjalu oraz inne mechanizmy. Jak
wynika z naszych badan (Salifiska, Lazarewicz) oraz danych innych autoréw (Benveniste, Diemer
i wsp.; Greenberg i wsp.) udzial recetorow NMDA w naptywie wapnia do neuroné6w mézgu w
ischemii jest r6zny w réznych okolicach mézgu. W hipokampie przewaza udzial kanaléw NMDA.
Z drugiej strony mozliwos$¢ diugotrwalej stymulacji kanaléw NMDA w ischemii mozgu jest wat-
pliwa w $wietle wynikéw Morada wskazujacych na inhibicj¢ tych kanatéw przy pH 6,5. Istotnie,
w niektérych modelach globalnej ischemii u szczura nie stwierdzono silnego hamowania spadku
zewnatrzkomérkowego stgzenia wapnia przez blokery kanatéw NMDA typu MK-801, co szlo w
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parze z nieskuteczno$cia MK—-801 jako neuroprotektora komérek CA1 hipokampa (Wieloch,
Siesjo). Wielu autoréw (Miller, Manev, Costa) zaobserwowato przedtuzony wzrost wewnatrzkomor-
kowego stezenia jonéw wapnia w neuronach poddanych dlugotrwalej, powtarzajacej sie¢ lub nad-
miernej stymulacji receptoréw NMDA. Efekt ten utrzymuje si¢ po usunigciu agonisty i zabloko-
waniu receptora NMDA, co $§wiadczy o zaangaZzowaniu w nim dodatkowych mechanizméw. Suge-
ruje si¢ udzial w tym procesie aktywacji nieselektywnych kanatldw jonowych nie hamowanych
przez dostgpne inhibitory, dysfunkcj¢ proceséw normalnie odpowiedzialnych za usuwanie wapnia
z komérek (ATP-azy wapniowej i wymiany Na*/Ca**), bierny naptyw wapnia przez uszkodzone
blony itp. Wydaje si¢, Ze zasadnicza rol¢ w indukcji tych niezidentyfikowanych mechanizméw od-
grywa poczatkowy nadmierny wzrost wewnatrzkomérkowego stgZenia wapnia oraz przedtuzajaca
si¢ translokacja i aktywacja kinazy biatkowej C (Costa i wsp.). Nie jest jasne, jak te obserwacje
poczynione na neuronach w hodowli in vitro odnosi¢ do znanego fenomenu nagromadzania sig
wapnia w neuronach po ischemii, dotyczacego zwlaszcza okolic o szczegllnej wrazliwosci. Do-
ktadnego poznania wymaga tez sugerowany udzial w tym procesie receptorow AMPA,

9.3. Rola enzyméw zaleznych od wapnia

9.3.1. Kalpaina, zaburzenia metabolizmu biatek

Istnieje dos¢ diuga lista zaleznych od wapnia enzyméw, ktérych aktywacja moze by¢é wazna w
ekscytotoksycznym uszkodzeniu neuronéw. Nalezy do nich kalpaina I, proteaza aktywowana przez
waph w st¢zeniach mikromolarnych, degradujaca spektryng¢, mikrotubule i inne sktadniki cytoske-
letonu, mogaca przeksztaticaé na drodze proteolizy ksantynows dehydrogenaz¢ w oksydaze odpo-
wiedzialng za generacj¢ wolnych rodnikéw. Jej substratem moze by¢ takze kinaza biatkowa C,
ktérej wlasciwosci zmieniaja si¢ w decydujacy sposéb w wyniku proteolizy. Innymi biatkami o
krytycznym znaczeniu dla stabilnosci homeostazy wapnia w neuronach wydajg si¢ by¢ biatka wia-
zace waph (Krieglstein). Jak sugeruja niektorzy autorzy (Joo, Klatzo), zachodzaca w wyniku is-
chemii degradacja bialek wigzacych wapi moze prowadzi¢ do destabilizacji homeostazy wapnia w
neuronach, przecigZzenia wapniem mitochondriéw i $mierci komérek. Sg sprzeczne doniesienia na
temat ochronnego dziatania inhibitoréw kalpain na ekscytotoksyczne i ischemiczne uszkodzenie
neuronéw. Badania grupy Costy prowadzone in vitro przecza takiemu dzialaniu, natomiast dane z
pracowni Lyncha wykazaly ochronny wplyw leupeptyny w ischemii.

9.3.2. Kinaza biatkowa C

Zdaniem niektérych badaczy (Costa i wsp.), obok jonéw wapnia innym kluczowym czynnikiem
odpowiedzialnym za potencjacj¢ mechanizméw ekscytotoksycznych jest kinaza biatkowa C. Jej
aktywacja w warunkach fizjologicznych jest nast¢gpstwem receptorowo—zaleznej stymulacji fosfoli-
pazy C i uwalniania diacylglicerolu oraz wzrostu wewngtrzkomérkowego st¢zenia wapnia. Stymu-
lacja PKC wzmaga transmisj¢ glutamatergiczna. Przypisuje si¢ jej rol¢ w mechanizmie LTP i w
transdukcji sygnatéw do jadra komdrki. Jak wspomniano wyzej, translokacja PKC do blony i jej
nadmierna aktywacja wydaje si¢ destabilizowaé wewnatrzkomérkowa homeostaz¢ wapnia w neu-
ronach. Manev i wsp. z grupy Costy wykazali, Ze inhibicja PKC chroni przed toksyczno$cia glu-
taminianu. W wyniku ischemii mézgu, po krétkotrwatlej translokacji do blon i stymulacji jej aktyw-
nosci, dochodzi do obnizenia zawarto§ci PKC w komdrkach (Domarska-Janik, Zabtocka). Dotyczy
to zwlaszcza specyficznej dla neuronéw formy gamma (Cardell i wsp.).

9.3.3. 'Kalmodulina

Rola kinazy bialkowej II aktywowanej przez kompleks Ca**/kalmodulina w mechanizmie ekscy-
totoksycznym nie jest jasna. Jej aktywacja moze wzmagaé transmisj¢ glutamatergiczna. Kompleks
Cat*/kalmodulina aktywuje syntez¢ NO (patrz dalej). Opisywano ochronne dziatanie blokeréw kal-
moduliny w ischemuii.

9.3.4. Fosfolipaza C

Jest enzymem sprzg¢Zonym przez biatka regulatorowe G z réznymi receptorami metabotropowy-
mi. Moze tez by¢ aktywowana przy podwyzszonym stgZeniu wapnia w komdrce. W mechanizmie
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transdukcji sygnaléw wyzwala dwa przekaZniki metaboliczne drugiego rzedu: IP3 posredniczacy w
mobilizacji wapnia wewnatrzkomérkowego i diacylglicerol. Nastgpstwem stymulacji fosfolipazy C
jest fizjologiczna translokacja i pobudzenie PKC. Z diacylglicerolu moze uwalnia¢ si¢ kwas ara-
chidonowy; wykazano, Zze uwalnianie kwasu arachidonowego w ischemii mozna czg¢Sciowo przy-
pisa¢ cholinergicznej aktywacji fosfolipazy C (Strosznajder, Wikiel). Nicoletti i wsp. stwierdzili,
ze w okresie 24 godz. do 7 dni po ischemii dochodzi do wzmozZenia odpowiedzi glutamatergicz-
nego receptora metabotropowego i receptora adrenergicznego sprz¢zonego z fosfolipaza C. Z dru-
giej strony wykazano (Koh i wsp.), ze stymulacja receptoréw metabotropowych, tak glutamatergicznych
jak i cholinergicznych, przed ekspozycja na dzialanic NMDA znacznie ogranicza lezj¢ neuronéw w
hodowli. Rola fosfolipazy C w mechanizmach ekscytotoksycznych nie jest wigc jasna.

9.3.5. Fosfolipaza A2

Jest enzymem bezposrednio sprz¢zonym z licznymi receptorami za poSrednictwem bialek G.
Jak wykazano (Lazarewicz, Wroblewski, Costa) czynnikiem funkcjonalnie sprzggajacym receptor
NMDA z aktywno$cia tego enzymu jest wapi. Produktem fosfolipazy Az jest kwas arachidonowy,
ktérego przemiany prowadza do uwolnienia catej kaskady jego metabolitéw. Niektére z eikozanoi-
déw majg charakter wtérnych przekaznikéw metabolicznych pierwszego rz¢du o dzialaniu wazo-
tropowym, inne sg neuromodulatorami. Metabolizm kwasu arachidonowego prowadzi tez do gene-
racji wolnych rodnikéw. Innym posrednim produktem fosfolipazy Az jest czynnik aktywujacy plyt-
ki (PAF), mogacy takze uczestniczy¢ w mechaniZmie ischemicznego uszkodzenia mézgu. Sam
kwas arachidonowy rozprzgga oksydacyjng fosforylacj¢ i zaburza szereg proceséw btonowych, w
wyzszych st¢zeniach uszkadza blong. Kwas arachidonowy wzmaga neurotransmisj¢ glutamatergicz-
na, pobudza uwalnianie glutaminianu i hamuje jego pobieranie zwrotne; sugerowany jest jego
udziat jako zwrotnego przekaZnika transsynaptycznego w mechaniZzmie LTP. Ponadto kwas arachi-
donowy i jego metabolity aktywuja kinaz¢ biatkowa C i wzmagaja jej aktywacj¢ przez diacylgli-
cerol (Nishizuka). Postulowany udzial kwasu arachidonowego w mechanizmach uszkodzenia neu-
ronéw moze mieé wigc bardzo ztozony charakter.

9.3.6. Syntaza NO

Innym enzymem mogacym odgrywaé rol¢ w toksycznosci glutaminianu jest syntaza NO, akty-
wowana przez kompleks Ca**/kalmodulina. Tlenek azotu jest produkowany w neuronach w wyniku
stymulacji receptoréw pobudzajacych aminokwaséw (Garthwaite, Moncada). Wiadomo, z¢ NO
uczestniczy w cytotoksycznym dziataniu makrofagéw. Proponowany mechanizm jego toksycznosci
jest zlozony i niezbyt specyficzny. Na obwodzie obejmuje on hamowanie oddychania i syntezy
DNA, a przede wszystkim wzmozenie reakcji wolnorodnikowych. Nie jest jasne, jaka rol¢ w tej
toksycznosci odgrywa¢ moze cGMP produkowany w wyniku stymulacji cyklazy przez NO. Stwier-
dzono w badaniach in vitro hamujacy wplyw inhibitor6w syntazy NO na toksyczno$¢ NMDA a
takze réwnolegto$é produkcji cGMP w neuronach i ich uszkodzenia pod wptywem nitroprusydku
sodu, ktéry spontanicznie generuje NO (Dawson i wsp.). Wiadomo, Ze neurony o wyzszej zawar-
toSci NADPH diaforazy sa bardziej odporne na toksyczne dzialaniec NMDA (Koh, Choi). Stwier-
dzono identyczno$é immunoreaktywnosci NADPH-diaforazy i syntazy NO w neuronach (Dawson
i wsp.), co moze $wiadczy¢ o istnieniu mechanizméw chronigcych komérki produkujace NO przed
jego toksycznoscia. Tlenek azotu moze mie¢ natomiast wptyw toksyczny na otaczajace komorki,
poniewaz NO penetruje swobodnie przez blony komérkowe. Udzialowi NO w toksycznosci NMDA
w komoérkach ziarnistych mézdzku przecza natomiast wyniki Maneva i Costy.

9.3.7. Inneenzymy

Np. ODK. Sugerowano szereg innych, teoretycznie mozliwych mechanizméw, jak na przyklad
posrednio zalezny od wapnia proces indukcji dekarboksylazy ornitynowej (ODK), prowadzacy do
wzrostu produkcji poliamin. Wiadomo, ze poliaminy spermidyna i spermina s pozytywnymi allo-
sterycznymi modulatorami aktywnosci receptoréw NMDA. Brak jednak przekonywujacych dowo-
déw na rzecz udzialu tego i innych spekulatywnych mechanizméw w toksycznosci glutaminianu a
zwlaszcza ich decydujacej roli w ischemicznym uszkodzeniu neuronéw.
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10. Spekulacje dotyczace mechanizmow opdZnionej Smierci neuronow

Zdaniem Costy i wsp. dlugotrwata destabilizacja homeostazy wapnia, nadmierna i przedtuzona
aktywacja PKC oraz kooperatywne dzialanie r6znych zaleznych od wapnia mechanizméw moze
przyczyni¢ si¢ do hamowanego przez inhibitory NMDA uszkodzenia neuronéw w ischemii ogni-
skowej mézgu. Nie jest natomiast jasne, jak odnie§¢ sugerowany udzial wymienionych wyzej za-
leznych od wapnia enzyméw w mechanizmach uszkodzenia neuronéw, do tzw. opéZnionej $mierci
neuronéw, obserwowanej po dziataniu NMDA oraz po ischemii. Wytlumaczeniem tego zjawiska
mégiby byé przedtuzony naptyw wapnia do neuronéw przez uszkodzone blony prowadzacy w kofi-
cu do ich $mierci. Meyer widzi w tym ztoZonym mechanizmie miejsce dla wigkszo$ci oméwionych
wyzej Ca**-zaleznych enzyméw, peroksydacji oraz wywolanej przez wapii wzmozonej pobudliwo-
Sci neuronéw. Sa poglady wskazujace na mozliwo$¢ udziatlu w opéZnionym uszkodzeniu neuronéw
aktywowanych przez wapii endonukleaz wywolujacych fragmentacje DNA. Z aktywacja tego en-
Zymu wigzany jest mechanizm tzw. apoptozy okre$lanej inaczej jako programowana $mieré komor-
ki, opisywanej w przypadku dziatania na komérki obwodowe glikokortykoidéw lub toksyn.

Do bardziej specyficznych wlasciwosci neurotransmisji glutamatergicznej nawiazuja inne hipotezy.
Poniewaz zjawisko opdZnionej Smierci neuronéw mozna wigza¢ z zaburzeniem réwnowagi migdzy
neurotransmisja pobudzajaca i hamujaca, przy czym nie stwierdzono w neuronach piramidowych CAj
po ischemii upo$ledzenia transmisji GABA-ergicznej, ,letalna” cecha tych neuronéw wydaje si¢ byc¢
wzmozenie mechanizméw szybkiej neurotransmisji pobudzajacej, z udziatem receptorow AMPA. Akty-
wacja tych receptoréw moze by¢, jak uwazaja niektorzy, zwigzana z przedtuzona aktywacja kinazy
biatkowej C (Costa, Manev). Sugesti¢ ta popieraja wyniki wskazujace na ochrong¢ komérek CAj przez
NBQX, inhibitora receptoréw AMPA, podawanego nawet kilka godzin po ischemii.

Nasuwa si¢ tu pewne podobieistwo migdzy sugerowanymi zaleznosciami receptorowymi usz-
kodzeii neuronéw w ischemii i w dlugotrwalym wzmocnieniu synaptycznym (long term potentation,
LTP). W tym zlozonym zjawisku, indukowanym przez tetaniczne pobudzenie receptorow NMDA,
wyrazajacym si¢ dtugotrwalym wzmocnieniem szybkiego przekaZnictwa synaptycznego za posred-
nictwem receptoréw nie-NMDA, wazna rol¢ odgrywa wapii i mechanizmy enzymatyczne zalezne
od wapnia. Ponadto sugeruje si¢ mozliwo§¢é udziatlu w tym procesie zmienionej ekspresji genow,
wyrazajacej si¢ szybka indukcja genéw biatek regulatorowych jak fos i jun (Kaczmarek). Czynniki
transkrypcyjne moglyby regulowaé ekspresj¢ niezidentyfikowanych jeszcze specyficznych genéw
efektorowych odpowiedzialnych za dlugotrwala zmang fenotypu i pojawienia si¢ wzmozZonej neu-
rotransmisji za poSrednictwem receptorow nie-NMDA. Wiadomo, ze w wyniku ischemii dochodzi
do wzrostu zawarto§ci mRNA c-fos w mdzgu, co mogloby takze oznacza¢ aktywacj¢ sekwencji
zjawisk prowadzacych do ekspresji gendw determinujacych wzmocnienie neurotransmisji w recep-
torach nie-NMDA. O mozliwosci biosyntezy ,zabdjczych” biatek w neuronach po ischemii moze
$wiadczy¢ neuroprotekcyjny wplyw inhibitoréw biosyntezy biatka, podanych po niedokrwieniu. W
ischemii dochodzi do ekspresji takze innych szybko indukujacych si¢ gendw, jak dekarboksylazy
ornitynowej i bialka szoku cieplnego. Jest sprawg dyskusyjna, czy stanowi to odbicie mechanizméw
kompensacyjnych, czy tez destrukcyjnych. Takze wyniki grupy Costy (Manev i wsp.) nie przema-
wiaja za udzialem indukcji c—fos w komdrkach ziarnistych mézdzku w mechaniZmie toksycznosci
NMDA w tym materiale.

11. Powigzania mi¢dzy zaleznymi od wapnia mechanizmami uszkodzenia
neuronéw mozgu

Istnienie tak wielu konkurujacych hipotez dotyczacych mechanizméw uszkodzenia neuronéw
wywolanego przez ekscytotoksyny i wapii, zwlaszcza w odniesieniu do warunkéw ischemicznych,
$wiadczy o zloZonosci tych proceséw. Prawdopodobnie wigkszos$¢ sugerowanych mechanizméw
moze w istocie bra¢ udzial w uszkodzeniu neuronéw. Trudno powiedzieé, czy byloby to czysto
kooperatywne dziatanie tych procesow, lub tez czy niektére mechanizmy moglyby si¢ wiaczac se-
kwencyjnie. Zdaniem grupy Costy w sekwencji mechanizméw ekscytotoksycznych pierwotne i naj-
wazniejsze sa destabilizacja homeostazy wapnia oraz dtugotrwata i nadmierna translokacja do. bton
i stymulacja w nich aktywnosci PKC. Dalsze zalezne od wapnia procesy dziatatyby kooperatywnie.
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Dokladne poznanie znaczenia kazdego z tych mechanizméw oraz powigzai mi¢dzy nimi miatoby
nie tylko aspekt poznawczy ale i praktyczny, terapeutyczny.

12. MozliwoSci neuroprotekcji w ischemii, oparte na antagonizmie
mechanizmow ekscytotoksycznosci

12.1. Bezposredni antagonizm receptoréw glutamatergicznych

Chociaz nie udowodniono bezposredniego, protekcyjnego wpltywu niekompetycyjnych antagoni-
stow receptorow NMDA w globalnej ischemii mézgu, ich ochronne dzialanie w ischemii ognisko-
wej, bedacej modelem udaru mézgu, jest niewatpliwe, co uzasadnia prowadzenie dalszych badan
przedklinicznych a nawet wstgpnych testéw klinicznych. Dotyczy¢ to moze takze nadajacych sig
do podawania systemowego t.j. przechodzacych przez barier¢ krew—moézg kompetycyjnych inhibi-
toréw receptorow NMDA. Nie jest jasne, czy bezposredni antagonizm receptoréw NMDA lezy u
podstaw opisywanego, ochronnego dzialania obwodowo podawanego magnezu. Jony Mg** s3 za-
leznymi od potencjatu blokerami kanatéw NMDA. Sa podstawy teoretyczne i praktyczne do sto-
sowania blokerdw miejsc wiazacych dla pozytywnych allosterycznych modulatoréw receptoréw
NMDA: glicyny i poliamin. Bardzo obiecujace sa wyniki stosowania NBQX, blokera receptoréw
AMPA. Idea bezposredniego blokowania receptoréw pobudzajacych aminokwaséw wzbudza jednak
zastrzezenia ze wzgledu na skutki uboczne odpowiednich antagonistow, przede wszystkim ich dzia-
fanie psychozomimetyczne. Profilaktyczne podawanie tych blokeréw moze spowodowaé kompen-
sacyjne wzmocnienie sygnalu' pobudzajacego.

12.2. Wzmocnienie neurotransmisji hamujacej

Dla zréwnowazenia nadmiernego pobudzenia neuronéw sugeruje si¢ stosowanie srodkéw wzma-
gajacych neurotransmisj¢ hamujaca GABAergiczna, noradrenergiczng lub purynergiczna.

12.3. Hamowanie kanaléw wapniowych

Problem skutecznosci blokowania kanaléw wapniowych regulowanych przez receptory gluta-
matergiczne byl poruszony wyzej. Wykazano umiarkowane powodzenie terapeutyczne nimodipiny
i flunariziny, odpowiednio blokeréw kanatéw L i T, ktdére moga by¢ aktywowane wtdrnie jako
efekt depolaryzacji wywolanej przez aktywacj¢ receptoréw pobudzajacych aminokwaséw. Mecha-
nizm ich ochronnego dzialania moze by¢ jednak bardzo ztozony (Lazarewicz i wsp. [17, 18)).

12.4. Blokowanie mechanizméw transdukgeji sygnaléw w receptorach pobudzajacych
aminokwasow

Mozna przytoczyC szereg argumentéw na rzecz takiej strategii terapeutycznej. Niewatpliwie me-
chanizmy enzymatyczne uruchamiane w wyniku stymulacji receptoréw NMDA majg dtuzszy okres
dzialania niZ same zjawiska pobudzenia receptoréw, co moze wydluzy¢ czas otwarcia tzw. okna
terapeutycznego, tj. okresu, w ktérym mozna skutecznie zablokowaé rozwdj zmian patologicznych.
Jest bardzo prawdopodobne, Ze niektdre mechanizmy transdukcji sygnatéw zaangazowane w pro-
cesach uszkodzenia neuronéw moga by¢ wspélne dla réznych patologii, takze dla tych, w ktérych
receptory pobudzajacych aminokwaséw nie sa zaangazowane. Skuteczne blokowanie tych mecha-
nizméw byloby wéwczas narz¢dziem bardziej uniwersalnym. Ponadto wykrycie skutecznych lekéw
dzialajacych na tej drodze mialoby wielkie znaczenie poznawcze.

Badania in vitro i in vivo w ischemii wskazuja na mozliwo$¢ neuroprotekcji osigganej przez
hamowanie aktywnosci PKC, podawanie inhibitoréw metabolizmu kwasu arachidonowego szlakiem
cyklooksygenazy, inhibitorow czynnika aktywujacego ptytki krwi (PAF), powstajacego m. in. w
wyniku aktywnosci fosfolipazy A2, a takze praktykowane od pewnego czasu stosowanie substancji
o dzialaniu antyrodnikowym. Z tym ostatnim mechanizmem moze si¢ wigza¢ pomyst blokowania
produkcji NO w wyniku nadmiernej stymulacji glutamatergicznej. Bylyby to zach¢cajace przyklady
wskazujace na potencjalne mozliwosci tkwiace w tej strategii neuroprotekcji. Watpliwosci wzbudza
jednak skuteczno$¢ blokowania jednego tylko z wielu kooperatywnych mechanizméw bioracych
udzial w neurotoksycznosci. Z kolei jednoczesna inhibicja kilku tych mechanizméw jest nierealna.
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Wtasciwsze byloby hamowanie wczesniejszego, wspélnego etapu odpowiedzialnego za neuro-
toksycznos¢.

12.5. Neuroprotekcyjne dzialanie gangliozydow

Stosowanie gangliozydéw jest przyktadem terapii doswiadczalnej wymierzonej w mechanizmy
postreceptorowe, cho¢ ich mechanizm dzialania nie jest jasny. Naturalne gangliozydy jak GM1
albo GT1b, lub ich syntetyczne pochodne wywoluja dziatanie neuroprotekcyjne in vitro i in vivo,
takze w ischemii. Zdaniem badaczy skupionych wokét firmy farmaceutycznej FIDIA (Costa, Ma-
nev, Favaron), gangliozydy nie wplywaja na fizjologiczna neurotransmisj¢ pobudzajaca, blokuja na-
tomiast zjawiska zwiazane z patologiczna, nadmierna transmisja pobudzajaca, co autorzy ci okre-
Slaja jako receptor abuse-dependent antagonism (RADA). Wydaje sig, Ze dzialanie gangliozydéw
polega¢ moze m. in. na blokowaniu przediuZzonej translokacji i aktywacji PKC, co ma zapobiegaé
trwatej destablilizacji homeostazy wapnia w komérkach.

Mimo duzego postgpu w poznaniu mechanizméw ischemicznego uszkodzenia mézgu, postgp w
wynikach terapii udaréw i innych niedokrwiennych uszkodzen mézgu jest niewielki. Wiaze si¢ to
z jednej strony z systemowym charakterem schorzen podstawowych u pacjentéw, a z drugiej, z
krétko otwartym oknem terapeutycznym w tych schorzeniach, co powoduje, ze nawet w krajach
o przodujacej oragnizacji stuzby zdrowia pacjent dociera do kliniki i po zdiagnozowaniu jest le-
czony, gdy okno to jest juz zamknigte. Pewna nadziej¢ wzbudza fakt, ze blokada receptoréw
AMPA, zastosowana nawet 6 godz. po ischemii, daje neuroprotekcj¢. Mozna przypuszczaé, ze w
bliskiej przyszlosci pojawia si¢ pozbawione dzialaii ubocznych leki z grupy antagonistéw recepto-
réw aminokwaséw pobudzajacych, oraz potencjalne leki przeciwischemiczne o dziataniu postrecep-
torowym, jak gangliozydy.
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