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Reaktywne formy tlenu i azotu jako
egzekutorzy stresu oksydacyjnego

Stres oksydacyjny jest wynikiem gromadzenia sig¢
w komorkach i tkankach nadmiaru reaktywnych form
tlenu (RFT) i azotu (RFA), powszechnie definio-
wanych jako wolne rodniki tlenowe i azotowe. Sche-
matyczne zestawienie RFT i RFA zidentyfikowanych
w materiale biologicznym przedstawiono w Tabeli 1.

Wolne rodniki tlenowe sa naturalnym skladnikiem
zdrowych tkanek ssakow. Oblicza si¢, ze ok. 1-3%
elektronéow ,wycieka” z lancucha oddechowego
w mitochondriach i zamiast redukowa¢ tlen do wody
generuje rodnik nadtlenkowy (O,'), bedacy glownym
przedstawicielem, a zarazem Zrédtem innych aktywnych
form tlenu {49]. Miejscami ucieczki elektronow sa
kompleks mitochondrialny I (dehydrogenaza NADH)
i I (dehydrogenaza bursztynianowa), gdzie O,
tworzy sie gléwnie w macierzy mitochondrialnej.

Tab. 1. Reaktywne formy tlenu (RFT) oraz reaktywne formy azotu (RFA) [wg. 13, 16, 24]
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Przestrzen miedzyblonowa

Ryc. 1. Powstawanie rodnika nadtienkowego O.,, w procesie transportu elektronow w tancuchu oddechowym. SOD2, dysmu-
taza nadtlenkowa typu 2; Q, koenzym Q; C, cytochrom ¢ [wg. 11, zmodyfikowano]. Doktadny opis zamieszczono w tek$cie

Inne enzymy ktorych aktywnos¢ skutkuje wytwarza-
niem O, to dehydrogenazy ketoglutaranowa, pirogro-
nianowa 1 glicerolo-3-fosforanu. Wolne rodniki
tworza si¢ rowniez w wyniku B-oksydacji kwasow
tluszczowych i w mitochondrialnym kompleksie I11.
Dysmutaza nadtlenkowa typu 2 (SOD2) neutralizuje
O-" do nadtlenku wodoru (H,0,), ktory jako czasteczka
oboj¢tna uwalniany jest z mitochondriow (Ryc. 1)
niezaleznie od ich stanu energetycznego [11]. H,O,
jest po czgsci neutralizowany przez peroksydaze
glutationowa, a donorem elektronow jest glutation
(GSH), najwazniejszy przeciwutleniacz komorkowy,
ktéremu prawie w catosci poswigcony bedzie rozdziat
“Stres wywotluje obrzmienie astrocytow indukujac
obrzgk cytotoksyczny moézgu”. Nadmiar uwolnionego
H,0, jest substratem dla powstajacego w reakcji
Fentona rodnika hydroksylowego (‘OH), ktory
uszkadza DNA i RNA, oraz katalizuje peroksydacj¢
lipidow blonowych i wewnatrzkomorkowych.
Znaczaca ilo$¢ wolnych rodnikow tlenowych powstaje
poza mitochondriami. Ich gléwnymi zrédiami sa zlokali-
zowana w blonie komodrkowej oksydaza NADPH, oraz
obecna w cytoplazmie oksydaza ksantynowa. Rodniki
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te generowane sg rowniez przez indukowang forme
syntazy tlenku azotu (Inducible nitric oxide synthase,
INOS): przestawienie ,linii produkcyjnej” iINOS
z NO na aktywne formy tlenu nastepuje w nastepstwie
ataku na enzym wolnych rodnikéw pochodzacych
z innych zrédet (Ryc. 2). Literatura przedmiotu
wskazuje na wystgpowanie sprz¢zenia dodatniego
generacji aktywnych form tlenu przez wszystkie
cztery gtowne zrodia [11].

Rodnik tlenku azotu (NO"), dalej dla uproszczenia
definiowany jako tlenek azotu (NO) jest zrodtem
reaktywnych form azotu, a zarazem ich naj-
wazniejszym przedstawicielem. NO jest zwiazkiem
o powszechnie znanym, szerokim spektrum oddzia-
tywan fizjologicznych, aczkolwiek syntetyzowany
w nadmiarze wykazuje dziatania neurotoksyczne, co
zostanie omoéwione w rozdziale “Fala stresowa
przenosi si¢ z astrocytow na neurony”. W zaleznosci
od warunkéw Srodowiska tkankowego, NO ulega
przemianie do kationu nitrozoniowego (NO"), badz
do anionu nitroksylowego (NO7). NO™ ma wysokie
powinowactwo do biatkowych grup -SH i tworzy
z nimi S-nitrozotiole (R-S-NO), zmieniajac w ten
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Ryc. 2. Rola astrocytarnego NO w zapalnym uszkodzeniu neuronéw. Glu, glutaminian; GIuT, transporter glutaminianu; iNOS,
indukowana izoforma syntazy tlenku azotu; NMDAR, receptor glutaminianu; TNF-a, czynnik martwicy nowotwordw «; IL-15,
interleukina 1B [wg. 6, zmodyfikowano]. Doktadny opis zamieszczono w tekécie

sposob konformacjg 1 aktywno$¢ biatek. Z kolei, RS-
NO pochodzacy z GSH uszkadza mitochondria.
Wszystkie 3 rodniki cechuje bardzo krétki, mierzony
w sekundach, okres poltrwania. Z potaczenia O,” z NO’
powstaje wysoce toksyczny nadtlenoazotyn (ONOO™),
ktory reaguje z resztami tyrozynowymi w biatkach,
tworzac N-nitrotyrozyn¢ 1 przez to zmieniajac ich
wlasnosci. Reakcja ta jest zarazem dodatkowym
zrédtem toksycznego rodnika hydroksylowego (‘OH)
(Ryc. 3).

W przebiegu ewolucji komorki i tkanki ,,pogodzity
si¢” ze stata obecnoscia wolnych rodnikéw w sposob
aktywny, rozwijajac mechanizmy pozwalajace wyko-
rzystywaé je w istotnych procesach fizjologicznych.
Rodnik nadtlenkowy bierze m. in. udziat w regulacji
oddychania, produkcji erytropoetyny czy relaksacji
miesni gladkich, oraz posredniczy w reakcjach odpor-
no$ciowych [13]. Tlenek azotu rozluznia migénie
gladkie naczyn krwionosnych regulujac w ten sposob
krazenie krwi, a nadto jest czynnikiem inicjujacym
kaskadg zdarzen w ktérych posredniczy cykliczny
guanozynomonofosforan (cGMP); oba powyzsze
mechanizmy dzialania NO stanowia o jego nieposled-

Ryc. 3. Reakcja nitrozylacji tyrozyny

niej roli w procesie regulacji krazenia mozgowego
i sygnalizacji migdzyneuronalnej. W ostatnich latach
ukazato si¢ szereg znakomitych artykutow prze-
gladowych traktujacych o roli NO w osrodkowym
uktadzie nerwowym (OUN) [5, 15].

Zakres tematyczny rozdziatu

Stres oksydacyjny (i nitracyjny) lezy u podtoza
wigkszosci schorzedt OUN, niezaleznie od tego czy
maja podloze genetyczne, srodowiskowe, czy mieszane,
uczestniczy w patogenezie choréb degeneracyjnych,
ale czgsto i tych o charakterze odwracalnych zaburzen
homeostazy. Rozdziat nie charakteryzuje szczegotowo
zmian dotykajacych uklad nerwowy jako catose,
w tym zwlaszcza komorke nerwowa: traktuje o nich
obfita literatura przedmiotu, do ktorej odniesienia
Czytelnik znajdzie w kompetentnie napisanych, obsz-
ernych artykutach przegladowych {6, 13, 49].
Ninigjszy artykul poswigcony jest w catosci udziatowi
astrocytéw w odpowiedzi na stres oksydacyjny, a w
szczegolnoscei roli tej odpowiedzi w ksztattowaniu sig
zmian patologicznych w OUN, dotyczacych zarowno
funkcji neuronéw jak 1 potencjatu neuroprotek-
cyjnego astrocytow.

Skutki stresu oksydacyjnego
w astrocytach: scenariusze

Teoretycznie antycypowal mozna trzy scenariusze
nastgpstw stresu oksydacyjnego w astrocytach, ktore
wzajemnie si¢ nie wykluczaja. Szeregujac je od naj-
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mniej do najbardziej korzystnego, przedstawialyby
si¢ one nastgpujaco:
1. Astrocyt postugujac si¢ egzekutorami stresu (reak-
tywnymi formami tlenu i azotu) przenosi fal¢ stre-
sowg bezposrednio na neurony
2. Stres uposledza struktur¢ i/lub metabolizm astro-
cytéw w sposdb, ktory rzutuje negatywnie na fizjolo-
gi¢ i funkcje uktadu nerwowego jako catosci
3. Stres wspomaga lub uruchamia funkcje neuropro-
tekcyjne astrocytow

W wigkszosci stanéw patologicznych oun sce-
nariusze te wspolistniejag i zaden samoistnie nie
decyduje o przebiegu choroby. Ponizej przytoczono
dane ilustrujace kazdy z wariantow w najbardziej
sugestywny sposob.

Fala stresowa przenosi sie z astrocytow na
neurony

Cho¢ szereg danych doswiadczalnych posrednio
wskazuje, ze rolg czynnikow przenoszacych stres
z astrocytow na neurony moga odgrywacé wszelkie
RFT oraz RFN, mocne dowody udalo si¢ jak dotad
zgromadzi¢ w odniesieniu do NO (por. artykut
przegladowy [8]), a mechanizm uklada si¢ wedle
nastgpujacego ciagu zdarzen: Czynniki patogenne
odpowiedzialne za schorzenia zwyrodnieniowe oun
(np. B-amyloid w chorobie Alzheimera) wywolujg
stan zapalny w mikrogleju, a stres oksydacyjny
i nitracyjny w astrocytach jest wynikiem oddziaty-
wania na nie wytwarzanych w mikrogleju cytokin
prozapalnych, takich jak czynnik martwicy nowo-
tworow o (Tumor nmecrosis factor o, TNF-a) czy
interleukina 1P (IL-1B). Cytokiny, cz¢sto w kooperacji
z czynnikiem patogennym, aktywuja indukowang
posta¢ syntazy tlenku azotu (Inducible nitric oxide
synthase; iNOS), a uwalniany NO uszkadza neurony,
co zamyka blgdne koto procesu zapalnego. Za $mierc
neuronéw odpowiedzialne jest uszkodzenie mito-
chondriéw. Celem ataku NO jest kompleks mitochon-
drialny TV, natomiast ONOO" i R-S-NO uszkadzajg
kompleksy mitochondrialne I, II 1 IV, oraz enzymy
mitochondrialne: syntaz¢ ATP i akonitaze, a R-S-NO
dodatkowo przyczynia si¢ do otwarcia megakanatéw
mitochondrialnych (Mitochondrial permeability tran-
sition; mPT). Inna fala przeniesienia stresu jest skut-
kiem uposledzenia przez NO funkcji mitochondriéw
astrocytarnych. Niedobor energetyczny powoduje
nadmierne uwalnianie kwasu glutaminowego (Glu),
nadpobudzenie receptoréw jonotropowych (zaré6wno
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Ryc. 4. Sekwencja zdarzenh towarzyszacych ostrej encefalo-
patii watrobowej (EW) badz zaostrzeniu fazy przewlektej

NMDA jak i AMPA) na neuronach i w rezultacie
efekt ekscytotoksyczny [6]. W tym przypadku mamy
rowniez do czynienia z efektem blgdnego kota:
uszkodzenie neuronow zwigksza uwalnianie z nich
Glu i jego stezenie w przestrzeni pozakomorkowe;.
Powyzej opisana sekwencje zdarzen ilustruje Ryc. 4.

Dodatkowym efektem gromadzenia si¢ Glu jest
zahamowanie do komoérkowego transportu cystyny
(CySS) i spadek syntezy GSH [40]. Informacje o roli
GSH w reakcji astrocytow na stres zawarto
w rozdziale “Stres wywoluje obrzmienie astrocytow
indukujac obrzgk cytotoksyczny mozgu”.

Uwaza si¢, ze cytokiny prozapalne indukuja
syntezg NOS przede wszystkim w mikrogleju 1 ze to
mikroglej przerzuca toksyczne RFA na astrocyty.
Cho¢ czgsto tak jest, sytuacja ta bynajmniej nie
stanowi reguly. Wybiorcza reaktywnosc iNOS
w astrocytach, pod nieobecnosc reakcji w mikrogleju,
odnotowywano w mozgach pochodzacych od chorych
na stwardnienie rozsiane [30], oraz rogach przednich
rdzenia kregowego w przypadkach stwardnienia
zanikowego bocznego [39].

Stres wywotuje obrzmienie astrocytow
indukujac obrzek cytotoksyczny moézgu

Tak zdefiniowany scenariusz odgrywa decydujaca
rolg w patogenezie encefalopatii hiperamonemicz-
nych (EH), grupy schorzen bgdacych nastgpstwem
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przechodzenia z krwi do mézgu nadmiernych stezen
jonow amonowych (okreslanych dalej terminem
amoniak). EH stanowi jedyna grupg schorzen ktérych
mechanizm mozna zdefiniowa¢ mianem ,,pierwotne;j
astroglejopatii”: wigkszo$¢ ich objawow stanowi
pochodna dysfunkeji astrocytow [1]. Najczesciej
wystepujaca forma EH jest encefalopatia watrobowa
(EW), bardzo zlozony zespdt neuropsychiatryczny
zwigzany z ostra badz przewlekla niewydolnoscia
(marskoscia) watroby, ktorego kolejne  stadia
zaawansowania cechuje stopniowy spadek aktywnosci
ruchowej i zaburzenia $wiadomosci, w efekcie
prowadzace do tzw. S$piaczki watrobowej [2].
Amoniak dostajacy si¢ do mozgu oddziatuje przede
wszystkim na astrocyty, stad objawy neurologiczne
EW odzwierciedlajg w przewazajacej mierze zabu-
rzenia funkcji neuromodulacyjnych tych komorek;
wielu badaczy klasyfikuje EW jako pierwotng glejo-
pati¢; termin ten mozna zawgzi¢ do ,,astroglejopatii”.
Najczestsza przyczyna zgonéw z powodu ostrej EW
w przebiegu ostrej niewydolno$ci watroby (Acute
Liver Failure; ALF), badz w stadium zaostrzenia jej
formy przewlektej, jest obrzek moézgu skutkujacy
wzrostem cisnienia s$rédczaszkowego i krwotokiem
mozgu [10, 47]. Przytoczone ponizej dane doswiad-
czalne jednoznacznie implikujg stres oksydacyjny
i nitracyjny w astrocytach jako przyczyn¢ hipera-
monemicznego obrzeku mozgu (Ryc. 4).

Ostra hiperamonemia, badz bezposrednie podanie
amoniaku do mozgu szczura metoda mikrodializy,
prowadzi do akumulacji "OH i NO w mikrodializatach
roznych jego struktur [19-21]. Obrzek mozgu
wywotany dozylnym podaniem amoniaku szczurom
z przewlekla niewydolnoscia watroby skorelowany
jest ze wzrostem syntezy NO [31, 28]. Inkubacja
hodowli pierwotnych astrocytow w obecnosci amo-
niaku powoduje wzrost objgtosci tych komorek (ich
obrzmienie) [32]. Traktowanie astrocytow amoniakiem
indukuje w nich RFT oraz iNOS, a w nastgpstwie
stymuluje nitrozylacje tyrozyny; wszystkim tym efektom
zapobiega farmakologiczne blokowanie receptora
NMDA dla Glu oraz syntezy NO [41]. Wspoélzaleznosc
wywolanych przez amoniak aktywacji receptora
NMDA, stresu oksydacyjno-nitracyjnego i obrzeku
mozgu wykazano w modelu skrawkoéw kory mézgu:
wzrost objetosci komoérek cofal si¢ w obecnosei
antagonistow receptora NMDA, inhibitora NOS oraz
antyoksydanta, tauryny [55]. W kolejnych badaniach
wykazano, ze do wzrostu objgtosci astrocytow przy-
czynia si¢ aktywacja przez amoniak sprzgzonego

z synteza NO szlaku cGMP-kinaza biatkowa G [26].
W warunkach hodowli komoérkowej, amoniak akty-
wowal szlak NMDA/NO w astrocytach, przy braku
tego efektu w komorkach nerwowych, mikrogleju czy
fibroblastach [27]. W powyzszej pracy dowiedziono,
iz indukcja RFT i RFA w astrocytach traktowanych
amoniakiem zalezy od uwalniania wewnatrzkomor-
kowego wapnia. Wykazanie udziatu receptora NMDA
w ksztattowaniu si¢ poamoniakalnych zmian w astro-
cytach zastuguje na podkreslenie w $§wietle trudnosci,
jakie towarzyszyty probom udokumentowania obecnosci
aktywnosci tego receptora w hodowlach astrocytow
nie poddanych dziataniom czynnikow patogennych
[33, 52]. Mechanizm lezacy u podstaw ujawniania si¢
aktywnosci receptora NMDA pod wptywem amoniaku
pozostaje nieznany.

Amoniak indukuje RFT, FRA i obrzmienie astro-
cytow rowniez na szlaku niezaleznym od receptora
NMDA, gtownie poprzez aktywacje NADH oksy-
dazy: oba efekty ulegaty znacznemu ztagodzeniu pod
wplywem inhibitora tego enzymu, apocyjaniny [36].
O zaangazowaniu NADPH oksydazy §wiadczy réwniez
spostrzezenie, iz zalezna od tego enzymu generacja
rodnika ("O~—) w traktowanych amoniakiem astrocy-
tach ulega znacznemu zlagodzeniu w wyniku
aktywacji receptora dla peptydu natriuretycznego
typu C (NPR-C) [43]. Swoisty agonista NPR-C
zapobiegal réwniez wzrostowi objgtosci komoérek pod
wplywem amoniaku [44].

Amoniak przedostajacy si¢ z krwiobiegu do mozgu
jest neutralizowany w astrocytach do glutaminy
(Gln), w reakcji katalizowanej przez syntaze¢
glutaminy (GS), ktora jest enzymem swoistym dla
astrocytow. Poza rola jedynej wydajnej ,,putapki” dla
amoniaku, Gln pelni funkcj¢ prekursora dla neuronalnej
puli neuroprzekaznikéw aminokwasowych (Glu i kwasu
y-aminomastowego), a zwigzana z ta funkcja
wedrowka z astrocytow do neurondéw czyni z niej
wazny tacznik metaboliczny pomigdzy przedziatami
komérkowymi [4]. Badania doswiadczalne na
zwierzgcych modelach hiperamonemii  wykazaty
jednak, ze w warunkach przecigzenia mozgu
amoniakiem, gromadzaca si¢ w nadmiarze Gln ma
dzialanie toksyczne o charakterystyce replikujacej
znane objawy encefalopatii hiperamonemicznych,
w tym EW. Ta zla prawda o Gln wyszla na jaw dzigki
zastosowaniu specyficznego inhibitora syntezy Gln,
metionino-sulfoksyminy (MSO), ktorego podanie
powodowato, wraz z obnizeniem poziomu Gln
w moézgu, ztagodzenie obrzgku mozgu [45], a w skali
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Ryc. 5. A. Losy amoniaku w astrocycie: (1) synteza glutaminy
z udziatem syntazy glutaminowej (GS); (2) transport gluta-
miny do mitochondriow przez transporter glutaminowy (GLN
— Tx); (3) hydroliza z udziatem fosfozaleznej glutaminazy
(phosphate-activated glutaminase; PAG, na ryc. ,GLNase”)
do glutaminianu (GLU) i amoniaku; (4) powstawanie reak-
tywnych form tlenu (RFT, na ryc. ,ROS") pod wptywem amo-
niaku [3, za zgodg wydawcy]. Rye. B. Glutamina jako
posrednik toksycznos$ci amoniaku w o$rodkowym uktadzie
nerwowym. MPT — zmiana przepuszczalno$ci bton mito-
chondrialnych (,mitochondrial permeability transition™). [3,
za zgodg wydawcy]

komorek obrzmienia perycytdéw [54] i astrocytow
okotonaczyniowych [46]. U chorych w zaawansowanym
stadium EW oczekujacych na przeszczep watroby
poziom GIln w mikrodializatach kory mozgu byt
w wysokim stopniu skorelowany z wartoscig ci$nie-
nia $rodczaszkowego [47]. Badania na astrocytach
hodowanych in vitro wykazaly, ze obrzmieniorodne
dziatanie Gln wiaze si¢ z wywolaniem przez nig
stresu oksydacyjnego i nastgpstwami tego stresu dla
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funkcji  mitochondriéw. Inkubacja mitochondriéw
niesynaptycznych (jest to frakcja wzbogacona
w mitochondria astrocytarne) w obecnos$ci Gln powoduje
ich obrzmienie zwigzane z mPT, a efektowi temu
zapobiega zahamowanie domitochondrialnego trans-
portu Gln przez histydyne (His) [56]. Gln indukuje
RFT w astrocytach [23] i powoduje ich obrzmienie,
odwracalne w obecnosci His i MSO [34]. Wreszcie,
His podany dootrzewnowo redukuje mPT i obrzek
moézgu w modelu EW in vivo [35]. Przedstawione
powyzej dane potwierdzaja, 1z Gln petni w mechanizmie
EW (czy szerzej: EH) rolg ,.konia Trojanskiego™: jej
nadmiar powstajacy w procesie detoksykacji amoniaku
przedostaje si¢ za poSrednictwem nosnika histydy-
nowego do wngtrza mitochondriow, gdzie ulega
rozktadowi do Glu i amoniaku (Ryc. 5a). Uwolniony
z Gln amoniak (jak Zolnierz spuszczony po drabinie
z wngtrza konia) uposledza funkcjg mitochondridw,
co prowadzi do powstania nadmiaru RFT, obrzmienia
astrocytow 1 obrzeku mézgu, zamykajac btedne koto
uszkodzen (Ryc. 5b) [3].

Obok amoniaku, do czynnikow patogennych indu-
kujacych objawy EW zalicza si¢ inne czynniki
pojawiajace si¢ na obwodzie (hiponatremig, cytokiny
prozapalne), jak rowniez wytwarzane w mozgu
benzodiazepiny [2]. Czynniki te po spolu generuja
bledne kolo stres oksydacyjny/obrzmienie astro-
cytow/obrzegk mozgu/stres oksydacyjny. W polu
razenia tego kota znajduja si¢ wszelkiego typu
interakcje astrocyt-neuron, co skutkuje zmianami
w  plastyczno$ci  synaptycznej 1 zaburzeniami
neuroprzekaznictwa [ 18]. Mozna tym samym pokusic¢
si¢ 0 nieco przewrotne stwierdzenie, ze stres oksydacyjny
w astrocytach .koordynuje” patogenne dziatanie
amoniaku 1 innych czynnikéw w EW,

Stres wspomaga lub uruchamia funkcje
neuroprotekcyjne astrocytow

Rola glutationu (GSH) i regulacja jego
syntezy w astrocytach w warunkach stresu
oksydacyjnego: aktywacja uktadu Nrf2-ARE

GSH jest kluczowym antyoksydantem we wszystkich
tkankach ssakow, w tym w komorkach oun. Redu-
kujace dziatanie GSH opiera si¢ na aktywnosci dwu
enzymow wykorzystujacych GSH jako substrat:
peroksydazy (GPx) i S-transferazy (GST). GSH neu-
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Ryc. 6. Aktywacja szlaku Nrf2-ARE w komérkach astrogleju w warunkach stresu oksydacyjnego i jego wptyw na synteze i me-
tabolizm GSH w OUN. ARE, biatko ARE; Cys, cysteina; CySS, cystyna; CysGly, cysteinyloglicyna; DCG, dipeptydaza cysteinylo-
glicynowa; GCL, ligaza glutaminianowo-cysteinowa; Glu, glutaminian; yGIuCys, y-glutamylocysteina; Gly, glicyna; GR, reduktaza
glutationowa; GSH, glutation zredukowany; GSSG, glutation utleniony; yGT, y-glutamylotransferaza; Keap1, biatko wiazgce
Nrf2; MRP1, transporter glutationu; Nrf2- czynnik transkrypcyjny kontrolujgcy ARE; RFT, reaktywne formy tlenu; SG, syntetaza
glutationowa; xCT, transporter cystyny [wg. 29, zmodyfikowano]

tralizuje dziatanie calego wachlarza neurotoksyn
egzo- 1 endogennych [12, 14]. Synteza GSH w OUN
jest przedmiotem interakcji astrocyt-neuron (Ryc. 5).
W szczegdlnosci, neurony posiadaja bardzo ograniczong
zdolnos¢ poboru ze $rodowiska CySS, w zwiazku
z czym syntetyzuja GSH postugujac si¢ prekursorami
pochodzacymi z GSH astrocytarnego: cysteing (Cys)
i cysteino-glicyna (CysGly) [12, 38]. Badania z uzyciem
mieszanych hodowli neuronalno-astrocytarmych wykazaly,
ze synteza GSH w neuronach wzrasta w obecnosci
astrocytow 1 zalezy od degradacji astrocytarnego
GSH przez g-glutamylotransferaze (gGT) [12].
Badania wlasne wykazaty, iz zar6wno w warunkach
in vitro jak i in vivo, amoniak pobudza syntez¢ GSH
w astrocytach, jego uwalnianie do przestrzeni
pozakomorkowej oraz degradacje przez gGT [22, 53],
a jednym z czynnikow propobudzenia syntezy jest
aktywacja astrocytarnego wychwytu CySS [53].
O tym, ze pobudzenie syntezy GSH w astrocytach

moze mie¢ ochronny wpltyw na komorki nerwowe
posrednio Swiadczy spostrzezenie, iz spadkowi
zywotnosci hodowli neuronow po inkubacji z amo-
niakiem zapobiegato dodanie do hodowli dietyloestru
glutationu, pochodnej GSH tatwo penetrujacej blony
komorkowe [25].

Weczesniejsze badania w réznych uktadach mode-
lowych w tkankach ssakéw ujawnily mechanizm, za
posrednictwem ktorego stres oksydacyjny aktywuje
syntez¢ GSH oraz pobudza jego funkcje detoksyka-
cyjne. RFT pobudzaja Sciezkg sygnalowa Nrf2 (NF-
E2-related factor 2); ARE (Antioxidant Response
Element) (Ryc. 6). Czynnik transkrypcyjny Nrf2 jest
syntetyzowany w sposob konstytutywny w cytoplazmie
1 podlega bezposredniej translokacji do jadra komor-
kowego, gdzie aktywuje ARE i wzmaga transkrypcje
podleglych mu genéw. W warunkach niskiego
poziomu stresu, Nrf2 po wykonaniu swojego dzieta
jest za posrednictwem tzw. biatka Keapl (Kelch-like
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ECH-associated, protein 1) kierowany do cytoplazmy
w celu degradacji. Stres oksydacyjny rozluznia
,uscisk” Keapl 1 powoduje zwigkszong aktywnosé
Nrf2.

W grupie genéw podleglych Nrf2 ktorych ekspresja
ulega znacznemu zwigkszeniu w astrocytach poddanych
stresowi  oksydacyjnemu zidentyfikowano geny
kodujace enzymy zaangazowane w procesy syntezy
i degradacje GSH: ligaza glutaminianowo-cysteinowa,
SG, yGT, transporter xCT (Ryc. 6), enzymy wyk-
orzystujace GSH w procesie neutralizacji RFT (GST,
GPx), oraz inne biatka przeciwdzialajace stresowi
oksydacyjnemu (oksydaza hemowa, tioredoksyna)
[29]. Badania poréwnawcze na hodowlach komor-
kowych wykazaly, ze ekspresja Nrf2 i aktywnos¢
promotora ARE jest o rzad wielkosci wyzsza w astro-
cytach niz w neuronach [42]. W mieszanej hodowli
astrocytarno-neuronalnej, transfekcja Nrf2 do astro-
cytow (z ominigciem neuronoéw) chronita sasiadujace
z nimi neurony przed $miercia w nastepstwie stresu
glutaminianowego. Efekt ochronny nie pojawil sig
w obecno$ci inhibitora syntezy GSH (butionylo-
sulfoksyminy), co jednoznacznie wskazuje, ze
synteza GSH de novo w astrocytach stanowi warunek
konieczny i dostateczny dla efektu neuroprotek-
cyjnego [42].

Dane eksperymentalne uzyskane przy uzyciu
szerokiego i nowoczesnego instrumentarium biologii
molekularnej potwierdzaja, iz aktywnos¢ tych
elementow odpowiedzi antyoksydacyjnej ktdrych
synteza zalezy od ukladu Nrf2-ARE, w tym
w pierwszym rzedzie GSH, stanowi wazny
mechanizm autoprotekcji neurondw w schorzeniach
zwyrodnieniowych oun. Kierunkowa transfekcja Nrf2
do astrocytow myszy z nokautem Nrf2 (Nrf2 7)
zmniejszala wrazliwos¢ komorek nerwowych na
MPTP, neurotoksyng modulujaca chorob¢ Parkinsona.
W szczegblnosci, transfekcja w sposob swoisty
zapobiegata ubytkowi neuronéw dopaminergicznych
w substancji czarnej, co wyrazato si¢ zmniejszeniem
spadku aktywnosci hydroksylazy tyrozynowe;j,
a takze zawartosci dopaminy i jej metabolitow [9].
U myszy z mutacja SOD1 G93A odwzorowujaca
objawy stwardnienia zanikowego bocznego (SLA),
transfekcja Nrf2 do astrocytow podwyzszala poziom
GSH w moézgu, jednoczesnie przedluzajac przezycie
zwierzat, opoézniajac pojawienie sie¢ objawdow
klinicznych SLA, w tym zmniejszajac zakres odner-
wienia migsni [51). U myszy z tq sama mutacja,
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nokaut GCL-enzymu warunkujacego szybkosé
syntezy GSH (Ryc. 6) spowodowat skutki odwrotne do
transfekcji Nrf2: skrocil czas przezycia, przySpieszyt
pojawianie si¢ objawow klinicznych SLA i zwigkszyt
zakres odnerwieni migsni, co w sposob wyrazny ko-
relowalo ze spadkiem poziomu GSH w mézgu [50].

Astrocytarny Nrf2 odgrywa role w hartowaniu
(preconditioning) neuronéw na niedotlenienie/nie-
dokrwienie. Krotkotrwata inkubacja mieszanych
hodowli neuronalno-astrocytarnych z nokautem Nrf2
(Nrf2 ") w warunkach umiarkowanego niedoboru
tlenu i glukozy (Oxygen Glucose Deprivation,; model
OGD) uodporniala neurony na kolejne dlugotrwate
OGD, w stopniu znacznie mniejszym niz miato to
miejsce  w  przypadku identycznych hodowli
pochodzacych z myszy dzikich (Nrf2 ) [7]. Krotko-
trwate (hartujace) niedokrwienie moézgu myszy
prowadzilo do wzrostu zaleznej od Nrf2 ekspres;ji
oksygenazy hemowej I i tioredoksyny, dwu kluczo-
wych elementow instrumentarium antyoksydacyjnego;
identyczny efekt odnotowano w hodowanych
komérkach astrogleju ludzkiego hodowanych w obec-
nosci niskich (réwniez hartujacych) stezen nadtlenku
wodoru [7].

Neuroprotekcyjna odpowiedz astrocytow na
stres niezalezna od ukiadu Nrf2-ARE

Nieliczne, ale dobrze udokumentowane dane uzyskane
w modelach in vitro imitujacych incydent niedotle-
nieniowo/niedokrwienny wskazuja, ze korzystna dla
otaczajacych neuronow odpowiedZ astrocytow na
stres oksydacyjny moze réwniez nastapi¢ na drodze
omijajacej uklad Nrf2-ARE. Ruscher i wsp. [37]
wykazali, iz w astrocytach hodowanych in vitro, OGD
aktywuje czynnik transkrypcyjny HIF-1, co skutkuje
wzmozong syntezg erytropoetyny (EPO). Nowo syn-
tetyzowana EPO wywotywala tolerancje ischemiczng
w komoérkach nerwowych: medium pobrane z astro-
cytow ,.zahartowanych” OGD zapobiegato $mierci
neurondw  poddanych podobnemu incydentowi
niedokrwienno-niedotlenieniowemu, ale ten korzystny
efekt znikal w obecnos$ci przeciwcial skierowanych
przeciwko receptorowi EPO. Dokladne omoéwienie
tego dos¢ ztozonego mechanizmu Czytelnik znajdzie
w pracy przegladowej Trelenburga i Dirnagla [48].
Haskew-Layton i wsp. [7] badali wplyw umiarko-
wanego stresu wywolanego w astrocytach na drodze
transdukcji oksydazy D-aminokwasow: zabieg ten
zwigksza w umiarkowany sposob komorkowa synteze
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H,0,. Tak aktywowane astrocyty chronily wspétho-
dowane z nimi neurony przed stresem wywotanym
przez kwas homocysteinowy w sposob niezalezny od
wygaszenia w nich ekspresji Nrf2.

Uwagi koncowe

Artykut nie pretenduje do miana wyczerpujacego
przegladu wszystkich danych literaturowych na
omawiany temat: chcieliSmy zwrdécié uwage na
rosnace zainteresowanie zagadnieniem odpowiedzi
astrocytow na stres oksydacyjny i na rokowania wyni-
kajace z podjecia takich badan dla rozumienia
mechanizméw patogenezy roznych schorzen i ustalania
strategii terapeutycznych.

W tekscie przedstawiono trzy warianty odpowiedzi
astrocytow szeregujac je od najmniej do najbardziej
korzystnego. Godzi si¢ podkresli¢ dwie sprawy: 1) jak
juz wspomniano we wstgpie, w wigkszosci schorzen
wszystkie trzy scenariusze wspohistnieja ze sobag; ii)
scenariusz 3, ten najkorzystniejszy, nigdy nie spetnia
si¢ samoistniec w 100%. Aby korzystna odpowiedz
astrocytow na stres mogla by¢ skuteczna, musi by¢
wzmacniana od zewnatrz. Przedstawione powyzej
udane proby wzmacniania odpowiedzi uktadu Nrf2-
ARE na poziomie do§wiadczenia moga w przysziosci
— po odpowiednim rozwinigciu i przystosowaniu do
potrzeb kliniki — sta¢ si¢ podstawg skutecznej terapii
schorzen OUN, zwlaszcza tych o charakterze zwyrod-
nieniowym.
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