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Wstep

Dzigki badaniom prowadzonym w ostatnim
¢wieré¢wieczu XX w. umocnifa si¢ wiedza o roli po-
budzajacych aminokwaséw w mechanizmach zwy-
rodnienia neurondéw osrodkowego uktadu nerwowe-
go, w formie tzw. hipotezy ekscytotoksycznosci.
Obecnie trwa poglebianie molekularnych mechani-
zmow neurodegeneracji (patrz np. zeszyt specjalny
Postgpow Biologit Komorki tom 25 (supl. 11) 1998:
Neurodegeneracja oraz [27, 36]). Jednak zaintereso-
wanie komoérkowymi (receptorowymi) mechaniz-
mami lezacymi u podstaw hipotezy ekscytotoksycz-
nosci jest nadal zywe, gdyz stanowia one inspiracje
dla planowania nowych strategii terapeutycznych.
W tym opracowaniu przedstawiamy elementy hipo-
tetycznego mechanizmu ekscytotoksycznosci, zwlasz-
cza udzial réznych typow receptoréw dla pobudza-
jacych aminokwaséw w uszkodzeniu neuronow
oraz ich znaczenie jako cel dziatan terapeutycznych.

Omawiamy tez skrétowo dalsze mechanizmy usz-
kodzenia neuronéw indukowane przez ekscytoto-
ksycznos¢, zwlaszcza zaburzenia homeostazy wap-
nia, stres oksydacyjny, nadmierne uwalnianie tlenku
azotu. Na uwage zashiguja tez koncepcje laczace
ekscytotoksycznos¢ z indukcja apoptozy, uwzgled-
niajace rol¢ mitochondriéw i retikulum endoplaz-
matycznego w tym procesie.

Rozwdj koncepcji ekscytotoksycznosci

Wykazanie, ze kwas glutaminowy in vitro i in
vivo ma dzialanie neurotoksyczne i powoduje depola-
ryzacj¢ neuronow, oraz ze inne aminokwasy dwukar-
boksylowe wykazuja dziatanie pobudzajace, dopro-
wadzito do sformutowania hipotezy ekscytotoksycz-
nosci [56], wiazacej toksyczny wplyw glutaminianu
na neurony z ich nadmiernym pobudzeniem. Dalej
stwierdzono, ze kwas glutaminowy jest gtownym
neuroprzekaznikiem pobudzajacym w osrodkowym
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uktadzie nerwowym (OUN) ssakow, dzialajac na
specyficzne receptory [80]. W potowie lat osiem-
dziesiatych bylo wiadomo, Ze nadmierne lub dhugo-
trwate pobudzenie receptoréw glutamatergicznych
prowadzi do nadmiernej stymulacji neurondw, za-
burzenia homeostazy jondéw oraz zaburzenia meta-
bolizmu energetycznego. Powoduje to aktywacjg
enzymOw katabolicznych 1 zahamowanie szlakéw
syntez komorkowych, glebokie zaburzenia mecha-
nizméw wewnatrzkomorkowej transdukcji sygnatow,
a wreszcie zwyrodnienie neuronow.

Wykazano nastepnie, ze uszkodzenie neuronéw
zachodzi gléwnie za posrednictwem receptora NMDA
cechujacego si¢ wysoka przewodnoscia dla wapnia,
a wywolane przez glutaminian lub anoksj¢ uszko-
dzenia neuronéw w hodowli s hamowane przez an-
tagonistow receptorow NMDA i okreslono zwiazek
pomigdzy zwyrodnieniem neuronéw a obecnoscia
Ca?" w $rodowisku [13, 14]. Stwierdzono, ze cho¢
wykluczenie ze $rodowiska jonéw Na* zapobiega
obrz¢kowi neuronéw po zadziataniu glutaminianu,
jednak neurony ulegaly opo6znionemu zwyrodnie-
niu, czemu zapobieglo wyeliminowanie jonéw Ca?*,
W ten sposob wykazano istnienie dwu odrgbnych,
zaleznych od jonow, mechanizméw uszkodzenia
neuronéw: szybkiego, zaleznego od obecnosci jo-
néw Na® i CI", powodujacego szybki, zwykle od-
wracalny obrz¢k komérek; oraz powolnego, zalez-
nego od obecnosci jonéw Ca?t, prowadzacego do
zwyrodnienia neuronéw. Uwiklanie jonow wapnia
w mechanizmy ekscytotoksycznosci pociagneto za
soba powiazanie tej hipotezy z kolejnymi mechani-
zmami indukowanego przez wapn uszkodzenia ko-
morek nerwowych, takimi jak zaburzenia transdu-
kcji wapniowych sygnatéw komérkowych, skutku-
jace zmianami fosforyzacji biatek i ekspresji genow.
Inne pochodne koncepcje to stres oksydacyjny, oraz
rola dysfunkcji mitochondriow i endoplazmatycz-
nego retikulum w indukcji apoptozy.

Dwie pule kwasu glutaminowego
zaangazowane w ekscytotoksycznos¢

Kwas glutaminowy jest podstawowym neuroprze-
kaznikiem pobudzajacym, bioracym udziat w szyb-
kim przewodnictwie synaptycznym i powolnych
zmianach plastycznych zwigzanych z uczeniem si¢
1 zapamietywaniem [1, 25]. W procesie neurotrans-
misji kwas glutaminowy pochodzacy z puli neuro-
przekaznikowej jest uwalniany z pecherzykéw sy-
naptycznych w zakonczeniach nerwowych do prze-
strzeni synaptycznej w wyniku egzocytozy zaleznej
od depolaryzacji i jonéw wapnia. W czgsci postsy-
naptycznej kwas glutaminowy wigzac si¢ z biatka-

mi receptorowymi aktywuje procesy przekazu infor-
macji synaptycznej.

Ponadto, kwas glutaminowy jest obecny w neu-
ronach i gleju w tzw. puli metabolicznej, biorac zy-
wy udzial w metabolizmie energetycznym i w pro-
cesie biosyntezy biatka. Kwas glutaminowy na-
lezacy do tej puli moze by¢ uwalniany z komdrek
przy zaburzeniach energetycznych, na drodze wy-
cieku z cytoplazmy lub w wyniku odwrodcenia pracy
zaleznych od sodu dokomoérkowych transporterow
glutaminianu. Nadmieme, dlugotrwale pobudzenie
receptorow dla kwasu glutaminowego moze nasta-
pi¢ w wyniku niekontrolowanego uwalniania tego
neuroprzekaznika z obu pul: neuroprzekaznikowe;
1 metabolicznej, co nie wyczerpuje jednak wszyst-
kich mozliwosci indukeji ekscytotoksycznosci (patrz
nizej).

Receptory glutamatergiczne

Istnieja dwa podstawowe typy receptoréw dla
pobudzajacych aminokwasow: jonotropowe — bedace
w istocie bramkowanymi przez ligandy kanatami
jonowymi oraz metabotropowe Sprzg¢zone poprzez
biatka G z wewnatrzkomorkowymi systemami prze-
kazu sygnatow [21, 24, 58] (Ryc. 1).

Receptory jonotropowe

Do receptorow glutamatergicznych :jonotropo-
wych (iGluR) nalezg receptory N-metylo-D-aspara-
ginianu (NMDA) i receptory nie-NMDA, wrazliwe
na kwas o-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazo-
propionowy (AMPA) oraz kwas kainowy (KA). Re-
ceptory kwalifikujace si¢ do tych typow sa zbudo-
wane z 4 podjednostek tworzacych heteromery. Po-
szczegdlne typy receptorow réznia si¢ migdzy soba
sktadem podjednostek biatkowych, ligandami ktore

Ryc. 1. Podjednostki receptoréw glutamatergicznych w neuro-
nach ssakéw. Receptory jonotropowe NMDA, AMPA i KA sg
tetramerami, receptory metabotropowe mGluR sg monomerami
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Ryc. 2. Budowareceptora NMDA. Na schemacie zaznaczono wybrane miejsca wiazace dla ligandéw oraz miejsca modulujace wrazli-

we na zmiany redox i pH

je rozpoznaja oraz wilasciwo$ciami zwigzanymi
z przeptywem jonéw [21].

Receptory NMDA

W sktad receptora NMDA wchodza 4 podjedno-
stki biatkowe pochodzace z dwu sklonowanych
dotad podrodzin NR1 i NR2 [75]. Kazda zawiera po
cztery fragmenty lipofilne, z ktérych trzy przenikaja
na wskro$ warstwg fosfolipidowg btony, a czwarta
tworzy wewnatrz blony podstawowy element stru-
ktury kanalu jonowego. Funkcjonalne receptory
NMDA sktadajg si¢ zar6wno z podjednostek NR1
jak 1 NR2, przy czym skifad podjednostkowy decy-
duje o wlasciwosciach receptora. Podjednostki z po-
drodziny NR1 wystepuja w postaci o$Smiu izoform
wynikajacych z alternatywnego skladania trzech
eksonow, jednego w domenie N-koncowej i dwu
w domenie C-koncowej. Natomiast podjednostki
z podrodziny NR2 dziela si¢ na cztery podtypy:
NR2A do NR2D.

Receptor NMDA zostal dobrze scharakteryzo-
wany farmakologicznie [21, 24] (Ryc. 2). Posiada
on miejsca wiazace glutaminian, do ktérego maja
powinowactwo takze endogenne aminokwasy jak
kwasy L-asparaginowy, chinolinowy, L-homocyste-
inowy i homocysteina, oraz selektywny syntetyczny
agonista - NMDA. Blokujacy je kompetytywni an-
tagonisci, jak AP5 (kwas 2-amino-5-fosfonowale-
rianowy), sa w wigkszosci strukturalnymi analoga-
mi kwasu glutaminowego. Nastgpnym miejscem
wiazacym ligandy receptora NMDA jest miejsce re-

ceptorowe glicynowey (GLY) na podjednostce NRI.
Zwigzanie si¢ z nim glicyny lub D-seryny zapobie-
ga niezaleznej od wapnia desensytyzacji receptora
NMDA i jest niezb¢dne do aktywacji receptora
[16]. Pierwszym odkrytym antagonista GLYp byt
wystegpujacy endogennie kwas kinureninowy, a na-
stepne opisane zwiazki byly jego pochodnymi [19,
71]. Miejsca wiazace endogenne poliaminy — sper-
ming i spermidyn¢ oraz antagonistdw — ifenprodil
i eliprodil, maja niejasne modulujace dziatanie na
receptor NMDA i znajdujg si¢ na podjednostce
NR2B. Do miejsca wigzacego wewnatrz kanahlu
NMDA przylaczaja si¢ bezkompetytywni antagoni-
$ci. Poniewaz zachodzi to pod warunkiem otwarcia
kanalu w obecnosci agonistow, ta inhibicja jest
okreslana jako zalezna od aktywnosci. Antagonisci
o wysokim powinowactwie do tych miejsc wiaza-
cych, ktorzy latwo przedostaja si¢ do moézgu, tacy
jak fencyklidyna i MK-801, sg silnymi, dtugo dzia-
fajacymi zwigzkami psychozomimetycznymi. Bez-
pieczniejsze okazaly si¢ przydatne klinicznie zwiaz-
ki o stabszym powinowactwie do kanalu NMDA,
takie jak remacemina, aptiganel i memantyna, ktore
wywoluja krotkotrwata inhibicj¢ receptorow, a ich
dziatanie hamujace przypomina efekt fizjologiczne-
go bloku magnezowego. Kanat NMDA podlega bo-
wiem, zaleznej od potencjatu blonowego komorki,
inhibicji przez jony magnezu (i cynku). Efektyw-
nos¢ tej inhibicji zalezy od sktadu podjednostkowe-
go receptora; obecno$¢ podjednostek NR2C 1 NR2D
obniza efektywnos¢ inhibicji przez jony magnezu.
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Silnymi blokerami kanalu NMDA sg protony. Rece-
ptory NMDA zawierajace podjednostki NR2A wy-
kazuja duza wrazliwo$¢ na hamujace dziatanie jo-
now cynku, przy czym w odréznieniu od wplywu
jondéw magnezu bezposrednio na kanat, to hamowa-
nie przez cynk nie jest zalezne od potencjatu btono-
wego. Aktywno$¢ receptorow NMDA jest tez regulo-
wana przez stan oksydoredukcyjny {2, 49], w sposob
czesciowo zalezny od sktadu podjednostkowego re-
ceptora [24]. Réznorodno$é¢ sktadu podjednostko-
wego receptorow NMDA w r6znych okolicach méz-
gu oraz jego zmiennos¢ rozwojowa znajduja odbi-
cie czynnosciowe.

Otwarty kanat jonowy receptora NMDA cechuje
sic wysoka przepuszczalnoscig dla jonow wapnia
i sodu naptywajacych do neuronéw, oraz jondéw po-
tasu, opuszczajacych komorki. Poniewaz w warun-
kach polaryzacji blony kanaty NMDA sa blokowa-
ne przez jony magnezu w sposob zalezny od poten-
cjatu, ich aktywacja przez glutaminian zalezy od
jednoczesnej depolaryzacji neuronéw na drodze
réwnoczesnego pobudzenia receptoréw AMPA/kai-
nowych. W sensie czynnosciowym receptory NMDA
sq wige detektorami koincydencji zdarzen w synap-
sie glutamatergicznej [29]. W warunkach fizjologi-
cznych pobudzenie receptorow NMDA wiaze si¢
przede wszystkim z powolna neurotransmisjg gluta-
matergiczng, z indukcjg dlugotrwatych zmian w ak-
tywnosci neuronéw, co lezy u podstaw plastyczno-
sci pamigciowej 1 adaptacyjne;.

Mechanizmy przekazu informacji w receptorach
NMDA sg ztozone i wieloetapowe [20, 21, 54]. Pie-
rwszym etapem jest naplyw jonéw wapnia do neu-
ronéw 1 indukeja tzw. sygnatu wapniowego. Wzrost
wewnatrzkomorkowego stgzenia wapnia bezpo-
srednio lub posrednio aktywuje szereg enzymow,
takich jak fosfolipaza A,, syntaza NO (NOS), zalez-
ne od wapnia proteazy. Produkty fosfolipaz i NOS,
wolne nienasycone kwasy tluszczowe 1 produkty
ich utleniania, a takze tlenek azotu, poza funkcjami
wewnatrzkomorkowych przekaznikéw informacji
mogg by¢ uwalniane z neuronéw i wplywaé na
sasiednie neurony lub zwrotnie modulowaé trans-
misj¢ synaptyczng. Uwaza si¢ jednak, Ze podstawo-
we znaczenie w mechanizmach transdukcji syg-
natéw w receptorach NMDA odgrywaja kinazy
biatkowe aktywowane przez wapn. Dzigki aktyw-
nosci tych enzymow dochodzi do posttranslacyjnej
regulacji aktywnosci istniejacych bialek a takze do
regulacji transkrypeji gendw [31]. Uwaza sie, ze za-
burzenie tych wszystkich mechanizmdéw w warun-
kach nadmiernego pobudzenia receptorow NMDA
jest podstawowym elementem uszkodzenia neuro-
néw w ekscytotoksycznosci.

Receptory AMPA/KA

Szybka neurotransmisja pobudzajaca jest reali-
zowana za poSrednictwem receptora AMPA [8].
Metody klonowania ujawnity dziewigé podstawo-
wych podjednostek receptoréw AMPA/KA, zwa-
nych GluRI1-7 oraz KAl-2, ktére mogg tworzy¢
wiele izoform [7]. W sktad receptorow selektywnie
wrazliwych na kwas o-amino-3-hydroksy-5-mety-
lo-4-izoksazopropionowy (AMPA) wchodza pod-
jednostki GluR1 do GluR4, z ktérych kazda wyste-
puje w dwu alternatywnych wariantach posttransla-
cyjnej modyfikacji mRNA (ang. splice variants) —
,LHip” i ,,flop” [21]. Podobnie jak w przypadku recep-
torow NMDA, sktad podjednostkowy receptorow
AMPA decyduje o ich wiasciwosciach funkcjonal-
nych 1 farmakologicznych. Normalnie kanaly AMPA
wykazujg duzg przepuszczalno$é¢ dla jondw sodu
1 potasu a niska dla wapnia, co zalezy od ekspresji
poddanej edycji podjednostki GluR2 zawierajacej
reszt¢ argininy w miejsce glutaminy w regionie
TM2, w tzw. miejscu Q/R, pozycji 586. Zmiany
w budowie receptorow AMPA, polegajace na obni-
zeniu wzglednej zawarto$ci podjednostek GIluR2
i mogace prowadzié od zwigkszenia przepuszczal-
nosci kanatéw AMPA dla jonéw wapnia, opisywa-
no w mozgu w poczatkowym okresie rozwoju osob-
niczego oraz w réznych stanach patologicznych
[24]. Opisywano je takze m.in. w interneuronach
GABA-ergicznych typu Il w hipokampie, w komor-
kach Purkinjego w mozdzku, w neuronach pod-
wzgorza oraz w komérkach glejowych. Uwaza sig,
ze naptyw wapnia przez kanaty AMPA moze regu-
lowa¢ aktywno$¢ innych kanatéw jonowych neuro-
néw i moze on odgrywac role w patogenezie zwy-
rodnienia neurondw.

Receptory dla kwasu kainowego (KA) zbudo-
wane sg z kombinacji podjednostek GIuRS5-7 oraz
KAI1-2. KA ma dziatanie neurotoksyczne. Donie-
sienia dotyczace udziatu receptoréw KA w neuro-
transmisji pobudzajacej sa zroznicowane [43]. Re-
ceptory te uczestnicza w powstawaniu synaptycz-
nych potencjatéw pobudzajacych, generowanych
przez stymulacj¢ o wysokiej czestotliwosei na dro-
dze przekaznictwa do neuronéw rejonu CA3 hipo-
kampa. Presynaptyczne receptory KA regulujg uwa-
Inianie glutaminianu z zakonczen synaptycznych.
Dobrze przebadanymi antagonistami receptorow
AMPA/KA sa, uzywane gtéwnie w badaniach in
vitro, pochodne chinoksaliny, 6-cyjano-7-nitro-chi-
noksalino-2,3-dion (CNQX) oraz jego analog nitro-
-7-sulfamylobenzochinoksalino-2,3-dion (NBQX).
Inna pochodna chinoksaliny, bgdaca antagonista re-
ceptorow AMPA, YM90K, byta poddana badaniom
przedklinicznym in vivo oraz wstgpnej fazie badan
klinicznych. Wiele neurondéw ekspresjonuje zarow-
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no podtypy receptoréw AMPA jak 1 KA, mogg one
by¢ aktywowane przez obu ich agonistow, stad wy-
mieniane sg razem, jako receptory nie-NMDA lub
AMPA/KA.

Receptory metabotropowe

Glutamatergiczne receptory metabotropowe
(mGluR) sa sprz¢zone za posrednictwem bialek G
z odpowiednimi enzymami efektorowymi, fosfoli-
paza C lub cyklaza adenylanowa ([58], patrz tez —
odpowiedni rozdzial w tym skrypcie). Dzielimy je,
wg kryteridw czynnosciowych i w oparciu o ziden-
tyfikowane geny je kodujace, na trzy grupy ozna-
czane liczbami rzymskimi od I do III, zawierajace
podgrupy oznaczone liczbami arabskimi od 1 do 8,
dzielace si¢ dalej na podtypy alternatywnego skta-
dania (a do d) [58]. Grupa I obejmuje receptory
mGIluR 1, . 4 i mGluRS, , sprze¢zone za posrednic-
twem bialek G, z fosfolipaza C. W grupie I sa rece-
ptory mGIluR2 i mGluR3, a w grupie III receptory
mGIluR4, p, mGluR6, mGluR7,; 1 mGluR8, ;. Re-
ceptory mGluR grup II 1 IIl sa sprz¢zone poprzez
biatka G; z cyklaza adenylanowa. Receptory mGIuR
z grupy | sg zlokalizowane postsynaptycznie. Ich
pobudzenie pociaga za soba aktywacj¢ fosfolipazy
C i uwolnienie dwuglicerydéw 1 trifosfoinozytolu
(IP3), co wiaze si¢ z mobilizacja wapnia z retiku-
lum endoplazmatycznego za posrednictwem recep-
toréw IP3. Ponadto, pobudzenie kinazy biatkowej C
(PKC) moze zwigksza¢ fosforylacje receptorow
NMDA, co ogranicza ich desensytyzacj¢. Poniewaz
aktywacja tej grupy mGluR prowadzi do zahamo-
wania kanaléw potasowych, zwigksza to pobudli-
wos$¢ neurondw. Z kolei receptory mGluR nalezace
do grup 11 i III sa zlokalizowane w glutamatergicz-
nych zakonczeniach presynaptycznych, a mGluR
z grupy Il w astrogleju. Efektem czynno$ciowym
ich pobudzenia jest obnizenie aktywnos$ci cyklazy
adenylanowej pobudzanej przez inne receptory, ha-
mowanie napigciowo-zaleznych kanatéw N zwigza-
nych z neurosekrec)a, i w konsekwencji zahamowa-
niem uwalniania glutaminianu z puli neurotransmi-
terowej w zakonczeniach presynaptycznych oraz
uwalnianie neurotrofin w astrogleju [10].

Cho¢ receptory mGluR nie biorg bezposrednie-
go udzialu w szybkim przekaznictwie synaptycz-
nym, jednak wywierajg istotny wptyw modulujacy
na neurotransmisj¢ pobudzajaca. Podobnie mozna
zakwalifikowa¢ zaangazowanie mGluR w mechani-
zmy ekscytotoksycznosci [10, 26, 58]. Jak wynika
z podanych wyzej wiasciwosci mGIuR, receptory
z grupy I oraz z grup Il i III maja zdolnos¢ do, od-
powiednio, wzmagania lub ograniczania ekscytoto-
ksycznosci. Istotnie, w licznych badaniach wykaza-

no, Zze antagonisci grupy I mGIuR oraz agonisci
mGIuR 1I i IIT majg wiasciwosci neuroprotekcyjne
w roznych modelach zwyrodnienia neurondw zwia-
zanego z ekscytotoksycznoscia. Nie jest to jednak
regula. Perspektywy zastosowania terapeutycznego
lekéw dziatajacych na mGluR sa szczegdlowo omo-
wione w odpowiednim rozdziale tego skryptu.

Transportery glutaminianu

Szybka inaktywacja receptoréw dla kwasu glu-
taminowego zalezy m.in. od usunigcia glutaminianu
ze szczeliny synaptycznej przez jego nagromadze-
ni¢ w otaczajacych komdrkach gleju i w mniejszym
stopniu w neuronach. Jest to proces zalezny od od-
powiedniego poziomu ATP w komoérkach, aktywno-
$ci Na*/K*-ATP-azy i w efekcie kompartmentacji
jondéw sodu gltéwnie po zewngtrznej stronie blony
plazmatycznej. Pobieranie glutaminianu zachodzi
dzigki aktywnosci specyficznych biatek transporte-
rowych, ktdrych 5 zostato sklonowanych i nazwa-
nych EAAT1 do EAATS [18]. EAAT1 i EAAT2 wy-
stepuja w astrogleju i mikrogleju, EAAT3 w neuro-
nach mézgu, EAAT4 w neuronach mézdzku a EAATS
w siatkowce. Najwazniejszg role w transporcie glu-
taminianu w mozgu przypisuje sic EAAT2 w astro-
gleju. Zaburzenia w aktywnosci tych biatek lub od-
wrocenie kierunku transportu glutaminianu w wa-
runkach deenergizacji komoérek i1 zniesienia lub
odwrocenia w nich gradientu stgzen jondw sodu
moze prowadzi¢ do zalegania kwasu glutaminowe-
go w przestrzeni zewnatrzkomorkowej 1 powolne;j
neurotoksycznosci.

Warunki dla indukcji ekscytotoksycznosci

Wedtug dawniejszych pogladéw, warunkiem
wstepnym dla powodujacego ekscytotoksycznosé
pobudzenia receptoréw glutamatergicznych jest
wzrost zewnatrzkomdrkowego st¢zenia endogenne-
go lub egzogennego agonisty tych receptordw.
Moze to by¢ wynikiem silnej stymulacji transsynap-
tycznej 1 wyrzutu glutaminianu z puli neuroprzekaz-
nikowej, lub tez wycieku glutaminianu z puli meta-
bolicznej spowodowanego uszkodzeniem mecha-
nicznym (uraz moézgu) lub niedokrwieniem (udar).
Ekscytotoksyczno$¢é moze si¢ tez rozwinaé na sku-
tek dziatania endogennych lub egzogennych analo-
gow glutaminianu, bedacych agonistami receptorow
dla pobudzajacych aminokwaséw. Nowe dane po-
chodzace z lat dziewigédziesiatych, wskazuja na
istotna rol¢ zaburzen energetycznych mogacych in-
dukowac ekscytotoksycznos¢ nawet przy poczatko-
wo prawidlowym lub mato podwyzszonym zewnatrz-
komoérkowym poziomie glutaminianu. Badania in
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vitro na hodowlach komoérek wykazaty, ze hipoksja,
niedobor glukozy, zatrucie cyjankiem oraz zahamo-
wanie Na/K*-ATP-azy ouabaing, prowadza do
podwyzszenia wrazliwosci neuronéw na toksycz-
nos¢ glutaminianu oraz do zwolnienia bloku mag-
nezowego receptorow NMDA. Wedlug koncepcji
powolnej ekscytotoksycznosci, neurony staja si¢
bardziej wrazliwe na znajdujacy si¢ w przestrzeni
zewnatrzkomorkowe) glutaminian z powodu zabu-
rzen energetycznych zachodzacych w komérkach.
Kluczowa role w tej koncepcji odgrywaja mito-
chondria. Uszkodzenie mitochondriow toksynami
blokujacymi taficuch oddechowy lub indukujacymi
stres oksydacyjny moze doprowadzi¢ do obnizenia
produkcji ATP w neuronach i zapoczatkowac rozwoj
proceséw neurodegeneracyjnych [78]. Przy niedo-
borze ATP ulega zwolnieniu praca pompy sodowo-
potasowej (Na*/K*-ATP-azy blonowej) odpowie-
dzialnej za utrzymywanie potencjalu blonowego.
Obnizenie potencjatu blonowego zwigksza prawdo-
podobienstwo aktywacji zaleznych od potencjatu
kanaloéw sodowych i wapniowych oraz wytwarzania
przez nie potencjatéw czynnosciowych w odpowiedzi
na niewielka stymulacje, oraz powoduje zwolnienie
zaleznego od potencjalu bloku magnezowego na re-
ceptorach NMDA, indukujac kaskadg¢ procesow
ekscytotoksycznych [26]. Wzrost wewnatrzkomor-
kowego stgzenia sodu ma powazne nastgpstwa. Pro-
wadzi on do zahamowania pobierania glutaminianu
i rozwoju tzw. ,,petli glutamatergicznej”. Powoduje
tez zmniejszenie aktywnosci, a nawet odwrocenie
kierunku pracy wymiennika sod/wapn, odpowie-
dzialnego za usuwanie nadmiaru jondw wapnia
z neurondéw. Nastepnym efektem spadku gradientu
sodu jest uposledzenie dzialania pompy protonowej,
odpowiedzialnej za usuwanie protonéw z neuro-
néw, co moze prowadzi¢ do zakwaszenia srodowi-
ska wewnatrzkomérkowego. Te dane wskazuja, ze
hipoteza powolnej ekscytotoksycznosci moze thu-
maczy¢ szereg mechanizméw przewleklych choréb
neurozwyrodnieniowych [4, 79]. Ciekawe, Ze selek-
tywne uszkodzenie niektorych grup neuronow obse-
rwowane w mézgu szczurdw poddanych dziataniu
wyzszych dawek MK-801 ma znamiona ekscytoto-
ksycznosci. Ten paradoksalny efekt jest ttumaczony
zaburzeniem réwnowagi migdzy pobudzeniem i ha-
mowaniem neurondw; zniesieniem pobudzania in-
terneuronéw GABA-ergicznych zaangazowanych
w hamowanie neurondw ulegajacych na skutek tego
degeneracji 1 apoptozie [57].

Nalezy réznicowacé pomigdzy dwoma formami
neurotoksycznosci kwasu glutaminowego. Poza opi-
sywang tu ekscytotoksycznoscia kwasu glutamino-
wego, obserwowang przy jego sub-milimolarnych

stezeniach 1 zachodzacg za posrednictwem recepto-
réw dla pobudzajacych aminokwasow, glutaminian
podawany przewlekle w stezeniach rzgdu 5-10 mM
wywoluje tzw. oksydacyjng toksycznosé. Nie jest
ona zwiazana z receptorami, a spowodowana jest
zahamowaniem pobierania cystyny i niedoborem
w komorkach cysteiny a przede wszystkim glutatio-
nu, co prowadzi do stresu oksydacyjnego i indukcji
apoptozy [53].

Ogolne mechanizmy ekscytotoksycznoSci

W konwencjonalnym modelu ekscytotoksycz-
nosci podwyzszony poziom kwasu glutaminowego
w przestrzeni zewnatrzkomoérkowej powoduje prze-
dluzong depolaryzacj¢ neuronow i zaburzenia jono-
we uruchamiajace ciag dalszych reakcji mogacych
prowadzic¢.do $mierci komorki [20, 46, 57]. Mozna
wyrdznic trzy podstawowe procesy wstgpne: (1) za-
lezne od pobudzenia receptorow nie-NMDA prze-
mieszczenia do neurondéw jondw jednowartoscio-
wych, zwlaszcza Na*, Cl~ i wody, odpowiadajace
za depolaryzacj¢ 1 obrzek komorek i po czesci za
wczesne zmiany nekrotyczne; (2) zachodzacy za
posrednictwem receptorow NMDA naptyw jonéw

przetadowanie neuronéw wapniem 1 zaburze-
nia przekazu informacji w komorce, ktére indukuja
pozniejsze zmiany zwyrodnieniowe o charakterze
mieszanym, nekrotyczno-apoptotycznym; (3) me-
chanizmy podtrzymujace podwyzszone stgzenie
glutaminianu w srodowisku zewnatrzkomérkowym,
wiodace do przedluzenia i wzmocnienia sygnatu
glutamatergicznego, czyli powstania tzw. ,,petli glu-
tamatergicznej” [26], odpowiedzialnej za propaga-
cj¢ 1 potegowanie proceséw neurodegeneracyjnych.

Depolaryzacja wywotana przez pobudzenie re-
ceptoroOw AMPA ;jest wzmagana przez wtorng akty-
wacje napigciowo-zaleznych kanaléw sodowych.
Przedluzajaca si¢ depolaryzacja zaburza réwnowa-
ge osmotyczna, pociaga za soba bierny naptyw jo-
néw chloru oraz wody, powoduje pgcznienie komd-
rek 1 moze doprowadzi¢ do uszkodzenia organelli
komorkowych, a nawet do lizy komorek. Jednakze
usunigcie z przestrzeni zewnatrzkomorkowej jonow
sodu i chloru zapobiega p¢cznieniu komdrek, ale
nie ich $mierci [13]. Zwyrodnienie neuronéw w wa-
runkach ekscytotoksycznosci zachodzi glownie za
posrednictwem receptorow NMDA 1 naptywaja-
cych do neuronéw jonéw CaZ*. W wyniku pobudze-
nia receptoréw AMPA 1 przedtuzonej depolaryzacji
ulega zniesieniu zalezny od napigcia blok magnezo-
wy kanalu NMDA i te ostatnie receptory odpowia-
daja na zwiazanie si¢ z ligandem wzmozonym na-
ptywem wapnia do komoérek nerwowych. Mechani-
zmy zwyrodnienia neuronéw zalezne od receptorow



EKSCYTOTOKSYCZNOSC JAKO MECHANIZM NEURODEGENERACIJI 1 CEL DLA STRATEGII TERAPEUTYCZNYCH 15

NMDA i jonéw wapnia, w tym stres oksydacyjny,
beda gtéwnym przedmiotem dalszych rozwazan.
7 kolei na wystgpujacy w przebiegu ekscytotoksy-
czno$cl wtérny wzrost zewnatrzkomorkowego stg-
zenia kwasu glutaminowego moze si¢ skladaé za-
réwno wyrzut kwasu glutaminowego z zakonczen
synaptycznych pobudzonych neurondéw, jak tez
uwalnianie glutaminianu z komorek ulegajacych
lizie, a takze spowolnienie lub odwrdcenie zwrotne-
go pobierania glutaminianu spowodowane depola-
ryzacja. Uwolniony glutaminian moze dyfundowaé
i powodowaé depolaryzacj¢ dalszych neuronow.
Ten wspomniany powyzej efekt ,,petli glutamater-
gicznej” zostal opisany w niedokrwieniu mozgu
i jest uwazany za czynnik potggujacy 1 rozsze-
rzajacy nekroz¢ wokot pierwotnego ogniska zwy-
rodnienia neuronow.

Rola wapnia w ekscytotoksycznosci

Juz w latach siedemdziesiatych ubiegtego wieku
wysuwano przypuszczenia, ze wapn odgrywa rolg
patogenna w niedokrwieniu mozgu [45, 47]. Tzw.
wapniowa hipoteza uszkodzenia neurondw [67, 68]
zapoczatkowatla burzliwy rozwoj koncepcji, w mys$l
ktdrej jony wapnia sa najwazniejszym mediatorem
uszkodzenia neuronow w rdznych stanach patologi-
cznych, w tym w ekscytotoksycznosci.

Homeostaza wapnia w neuronach

Niskie stgzenie jonéw Ca?* w cytosolu komorki
w spoczynku (< 107 M) kontrastuje z wynoszacym
ok. 2 x 1073 M stezeniem Ca?* na zewnatrz komor-
ki, oraz niewiele nizszym w swietle cystern endop-
lazmatycznego retikulum (ER) [62]. Oba te bogate
w wapn przedzialy sa zrodlem jonéw Ca?" naply-
wajacych do cytosolu neuronéw zgodnie z gradien-
tem elektrochemicznym, poprzez kanaly jonowe.
Naplyw wapnia z przestrzeni zewnatrzkomorkowej
wymaga aktywacji napigciowo-zaleznych kanaloéw
wapniowych réznych typow lub kanatéw regulowa-
nych przez receptory, przede wszystkim NMDA.
Mobilizacja wapnia z zasobow wewnatrzkomorko-
wych w ER zachodzi dzigki dwu typom wewnatrz-
komdrkowych kanatéow wapniowych w ER [69].
Pierwszy z nich wykorzystuje receptory — kanaty
wrazliwe na inozytolo(1,4,5)trisfosforan (IP3), pro-
dukt sprzezonej z receptorami metabotropowymi
fosfolipazy C. Wyrzut wapnia przez te kanaly jest
potegowany przez jony Ca?*, dzialajace bezposred-
nio lub poprzez biatka wiazace wapn [6, 9]. Drugi
mechanizm, wystgpujacy glownie w tkankach po-
budliwych, wykorzystuje receptory rianodynowe.
Sa one aktywowane przez umiarkowane podwy-
zszenie stezenia Ca®*, a ich powinowactwo do wap-

nia zwigksza nukleotyd, cykliczna ADP-ryboza.
Receptory rianodynowe w neuronach sg poprzez
jony wapnia naptywajace z przestrzeni zewnatrzko-
morkowe) sprz¢zone czynnosciowo z aktywnoscig
odpowiedzialnych za to zjawisko kanalow i recep-
torow, wzmacniajac 1 przedluzajac generowany
przez nie sygnal wapniowy. Zjawisko uwalniania
wapnia z ER, wywolane przez wapn naptywajacy
do komorek, okreslane jest jako — indukowany
przez wapn wyrzut wapnia (ang. calcium induced
calcium release — CICR).

Wzrost wewnatrzkomorkowego st¢zenia wapnia
w neuronach jest przydatny dla przekazu informacji
pod warunkiem istnienia skutecznych mechaniz-
moéw wylaczajacych sygnat wapniowy. Naleza do
nich biatka wigzace wapn, pobierajace wapn orga-
nelle — mitochondria i retikulum endoplazmatyczne,
wymiennik Na*/Ca?* oraz blonowe ATP-azy wap-
niowe. Wazne biatka wiazace Ca?', nalezace do
tzw. rodziny biatek ,,EF-hand”, charakteryzujace si¢
specyficzna budowa umozliwiajaca wiazanie Ca®*
to m.in. kalbindyna-D28k, parwalbumina, troponina
C, kalretinina, kalcyneuryna, kalmodulina oraz
biatka S-100 [38]. Spetniaja one funkcje regulacyj-
ne lub czysto buforowe, a takze uczestnicza w we-
wnatrzkomérkowym transporcie Ca2*. Mitochon-
dria, to bufor wapniowy o stosunkowo niskim po-
winowactwie (pobieranie Ca?* przez mitochondria
ulega aktywacji przy stezeniu CaZ* > 0,5 uM), ce-
chuje si¢ jednak duza pojemnoscia. Pobieranie CaZ*
przez mitochondria zachodzi na zasadzie uniportu
nap¢dzanego przez potencjal mitochondrialny.
Uwalnianie Ca?* z mitochondriéw mézgu odbywa
si¢ poprzez wymiang¢ z jonami sodu. Buforowanie
przez mitochondria wysokiego wewnatrzkomorko-
wego stezenia jondw Ca?* ma znaczenie regulacyjne
1 ochronne, ale w okreslonych warunkach, omdwio-
nych ponizej, moze stac si¢ elementem mechanizmu
zwyrodnienia neuronow. System wewnatrzkomor-
kowych buforow wapniowych w retikulum endo-
plazmatycznym obejmuje sarkoplazmatyczng/endo-
plazmatyczng Ca?*-ATP-aze (SERCA) wykazujaca
duze powinowactwo do wapnia i1 transportujaca je
do $wiatla ER, biatka wiazace Ca?* wewnatrz ka-
natow ER, oraz wspomniane wyzej receptory/
kanaly rianodynowe lub IP3 uwalniajace Ca?*. De-
cydujace dla bilansu wapniowego komorki s me-
chanizmy usuwania tych jonéw na zewnatrz. W wa-
runkach prawidlowych t¢ rol¢ spelnia blonowa
pompa wapniowa (Ca?*-ATP-aza), majaca wysokie
powinowactwo do wapnia, dzigki czemu utrzymuje
spoczynkowe st¢zenie tych jonéw na prawidlowym
poziomie, zwykle ponizej 10~7 M. Przy jego znacz-
nym wzroscie, do transportu wlacza si¢ wymiennik
sod/wapn, o nizszym powinowactwie dla wapnia
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ale duzej wydajnosci, wykorzystujacy energi¢ cle-
ktrochemicznego gradientu sodu.

Rola wapnia w transdukcji sygnatow
w komorce

Jony Ca?* sa zaangazowane w regulacje pobud-
liwosci blony plazmatycznej neurondow i sprzggaja
depolaryzacj¢ z uwalnianiem neuroprzekaznikow
w czgscl presynaptycznej zakonczenia nerwowego.
W czesci postsynaptycznej jony Ca’t wnikajace
przez sprzezone z receptorami kanaty wapniowe lub
mobilizowane z ER, aktywuja szlaki transdukcji sy-
gnatu z receptora do wngtrza komorki, wiodace az
do jadra komérkowego [31], oraz indukuja wstecz-
ne przekaznictwo transsynaptyczne.

Jony wapnia wiaza si¢ z bialkami bgdacymi
wewnatrzkomoérkowymi sensorami Ca?* i mediato-
rami zaleznych od wapnia szlakow transdukcji syg-
nalu [38]. Najwazniejszym z nich jest kalmodulina.
Kompleks Ca?*-kalmodulina z kolei wiaze si¢ z sze-
regiem biatek enzymatycznych jak kinazy i fosfata-
zy bialkowe 1 cyklazy adenytanowe [31, 62]. Ziden-
tyfikowano szereg kinaz biatkowych zaleznych od
wapnia 1 kalmoduliny (CaM kinaz). CaM kinaza II
zlokalizowana gléwnie postsynaptycznie, uwazana
jest za podstawowy, zalezny od wapnia enzym od-
powiedzialny za regulacj¢ plastycznosci synaptycz-
nej. Podobnie wazng rolg w plastycznosci synaptycz-
nej odgrywaja cyklazy adenylanowe wrazliwe na
wapn 1 kalmoduling. Z kolei za defosforylacjg biatek
odpowiada m.in. kalcyneuryna, fosfataza biatkowa
aktywowana przez wapn i kalmoduling [31]. Poza
posttranslacyjna modyfikacja istniejacych biatek
synaptycznych, sygnal wapniowy docierajac do
jadra komdrkowego indukuje zmiany w ekspresji
gendw. Ta funkcja wapnia wydaje si¢ by¢ podstawa
dlugo utrzymujacych si¢ zmian aktywnosci neuro-
néw, np. w dlugotrwalym wzmocnieniu synaptycz-
nym i w komodrkowych mechanizmach pamigci.
Transmisja sygnatu wapniowego do jadra komorko-
wego moze zachodzié¢ dzigki bezposredniej propa-
gacji fali podwyzszonego stgzenia wapnia do jadra
i aktywacji tam odpowiednich kinaz (jadrowych
izoform CaM kinazy II i CaM kinazy 1V), przez
wnikajace do jadra cytosolowe aktywowane kinazy,
albo droga posrednia — poprzez aktywowane przez
Ca?* w cytosolu przekazniki informacji. Poznano
liczne geny, ktére moga by¢ regulowane przez
zmiany stgzenia wewnatrzkomdrkowego wapnia.
Naleza do nich geny wczesne) odpowiedzi, z kto-
rych wiele petni funkcje czynnikéw transkrypcy;j-
nych oraz geny efektorowe regulowane za posredni-
ctwem czynnikoéw transkrypcyjnych. Zaleznie od
drogi wniknigcia wapnia do neuronow, ulegaja

aktywacji rozne szlaki przekazu sygnaldow i zmienia
si¢ ekspresja roznych genow [5, 31].

Indukowane przez wapn wsteczne przekaznic-
two transsynaptyczne zachodzi za posrednictwem
wtdrnych mediatorow, takich jak tlenek azotu i eiko-
zanoidy. Wniknigcie wapnia do neuronow aktywuje
bowiem syntaze tlenku azotu (NOS) oraz fosfolipa-
z¢ A,, co prowadzi do uwolnienia NO i kwasu ara-
chidonowego oraz jego metabolitow, ktére dyfun-
duja do zakonczenia synaptycznego i reguluja uwal-
nianie glutaminianu, a przez to sil¢ neurotransmisji
pobudzajacej [20].

Zaburzenia homeostazy wapnia
w ekscytotoksycznosci

Uwaza si¢, ze nadmierny naptyw CaZ* do neuro-
néw, bedacy elementem ekscytotoksycznosci i pro-
wadzacy do ich uszkodzenia, zachodzi gtownie za
posrednictwem receptorow/kanatow NMDA, co
wynika z ich wysokiej przewodnosci dla jonow
Ca?*, oraz z powolnej inaktywacji tych receptorow
w czasie przedluzonego dziatania agonisty. Nalezy
jednak pamigtac, ze nawet po selektywnym pobu-
dzeniu receptorow NMDA w neuronach uruchamia-
ne sg takze inne mechanizmy, mogace prowadzi¢ do
wzrostu st¢zenia jonow wapnia w komorkach. Su-
gerowano, ze dodatkowym mechanizmem wnikania
wapnia do neuronéw moze by¢ odwrocenie wymia-
ny sod/wapn w blonie plazmatycznej. Wymiennik
Na'/Ca?* transportuje 3 jony Na' w wymianie na
jeden jon Ca?* i w normalnych warunkach usuwa-
nie Ca®* zachodzi dzigki gradientowi Na™ oraz po-
tencjatlowi btonowemu. Rola tego mechanizmu
w naplywie wapnia do neuronéw w warunkach fi-
zjologicznych i ekscytotoksycznosci byla od dawna
dyskutowana, jednak wyniki badan z uzyciem sele-
ktywnego inhibitora transportera Na'/Ca?*, ktore
potwierdzity udziat wymiennika Na*/Ca* w napty-
wie wapnia do neurondéw w ekscytotoksycznosci,
wykazaty, ze jego udziat w uszkodzeniach neuro-
ndw nie jest znaczacy.

Postulowano istotna role mobilizacji wapnia
z zasobow w ER w zwiazanym z ekscytotoksyczno-
$cig wzroscie [Ca®"], w neuronach. Wapn napty-
wajacy przez receptory NMDA wywotuje zjawisko
indukowanego przez wapn wyrzutu wapnia (CICR),
za posrednictwem kanalow rianodynowych 1 IP3
[69]. Do nadmiernego wzrostu stgzenia wapnia
w neuronach w warunkach ekscytotoksycznosci
moga si¢ takze przyczynia¢ zaburzenia funkcjono-
wania wewnatrzkomorkowych mechanizméw bufo-
rujacych Ca?*. Oddzielnie beda omoéwione dysfunk-
cje buforéw wapniowych w mitochondriach 1 w re-
tikulum endoplazmatycznym, uwazane obecnie za
objawy fundamentalnych uszkodzen tych organells,
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bezposrednio prowadzacych do zwyrodnienia neu-
rondéw. Wiadomo, ze w warunkach ekscytotoksycz-
nosci moze doj$¢ do zahamowania aktywnosci
ATP-az wapniowych: pompy wapniowej transportu-
jacej jony Ca?* przez blong plazmatyczna (PMCA)
neurondw oraz pompy wapniowej nagromadzajacej
Ca?" w endoplazmatycznym retikulum (ATP-azy
wapniowej SERCA) [41, 59]. Cho¢ wielokrotnie
sugerowano, ze wewnatrzkomorkowe biatka wiazace
waphi moga stanowi¢ ochrong przed nadmiernym
wzrostem [Ca?*], w neuronach, to jednak dane do-
stepne w literaturze dostarczaja sprzecznych infor-
macji na temat korelacji migdzy ekspresja jednego
z biatek wiazacych wapn, kalbindyny D,gy, a odpo-
mo$cig neurondéw na ischemig¢ i ekscytotoksycz-
nos¢.

Przedmiotem dyskusji jest kwestia, czy neuroto-
ksyczno$¢ wapnia zalezy gldwnie od osiagnigtego
stezenia jonow CaZ* w cytosolu, czy tez od catkowi-
tego obciazenia neuronéw wapniem, oraz jaka jest
rola bardziej specyficznych wilasciwosci zaburzen
homeostazy wapnia, takich jak ich komérkowa lo-
kalizacja. Wykazano, ze w warunkach letalnej eks-
cytotoksycznosci zachodzacej za posrednictwem re-
ceptorow NMDA wewnatrzkomorkowe  stezenie
Ca?* wzrasta do okoto 10 uM, a warunkiem wysta-
pienia zwyrodnienia neuronow jest dostatecznie
diugie utrzymywanie si¢ wysokiego stezenia wap-
nia. Po zaprzestaniu pobudzania neurondéw, jesli
mozliwosci kompensacyjne komoérek sa przekro-
czone, po poczatkowym obniZeniu st¢zenia wapnia
nastgpuje wtorny, bardzo znaczny i1 nieodwracalny
wzrost poziomu wapnia wewnatrzkomorkowego,
swiadczacy o letalnym zaburzeniu homeostazy ko-
morki. Jednak ten opdzZniony wzrost wewnatrzko-
morkowego st¢zenia wapnia wydaje si¢ by¢ raczej
konsekwencja, a nie przyczyng neurodegeneracji,
poniewaz usuniecie zewnatrzkomérkowego wapnia
znosi ten efekt, nie zapobiegajac $mierci neurondw.
Cho¢ dlugotrwaly 1 znaczny wzrost wewnatrzko-
morkowego stezenia wapnia w neuronach wywola-
ny pobudzeniem receptorow NMDA indukuje usz-
kodzenie i $mier¢ komdrek, nalezy pamigtaé, ze
umiarkowany przyrost st¢zenia wapnia w cytoplaz-
mie, zwhaszcza spowodowany naptywem Ca®* przez
napieciowo-zalezne kanaly wapniowe, ma czgsto
dziatanie troficzne, uniezaleznia neurony od biatko-
wych czynnikow troficznych i zapobiega apoptozie
neuronéw, a nadmierny spadek zawartosci wapnia
w komorce nie shuzy przezyciu [11]. Wedlug hipote-
zy zadanego poziomu wapnia (ang. calcium set-po-
int), neurony w okreslonych fazach rozwoju maja
zdeterminowany optymalny przedziat stgzen jonow
wapnia zapewniajacy przezycie komorek, przy
czym dopiero jego znaczne przekroczenie w gore

lub w dét, indukuje odpowiednio, nekrotyczna badz
apoptotyczna $mier¢ neuronow [40].

Istnieja udokumentowane opinie, Ze neurotoksy-
czno$¢ wapnia zalezy gldwnie od obcigzenia neuro-
néw wapniem (ang. calcium load hypothesis), to
jest od ilosci wapnia ktéry wniknal do komorek
[34]. Wykazano korelacje pomigdzy pobieraniem
wapnia a wywolana przez glutaminian $miercia ne-
uronéw, zar6wno przy ekspozycji neuronéw na
dziatanie réznych stezen glutaminianu, jak i przy
réznych czasach ekspozycji na to samo stgzenie
ekscytotoksyny, lub przy dziataniu antagonistow re-
ceptorow NMDA [34]. Z drugiej jednak strony
stwierdzono, ze naptyw wolnych jonéw Ca?* przez
zalezne od potencjatu kanatly wapniowe typu L nie
wywotywal uszkodzen, natomiast podobny wzrost
stezenia wapnia wywotlany naptywem jonéw Ca2*
przez kanalty NMDA byt toksyczny [34, 52, 65].
Z kolei stwierdzono, ze ostra neurotoksycznos¢ ho-
mocysteiny nie wiaze si¢ ze znacznym poborem
wapnia [83]. Generalnie uwaza si¢, ze podstawowe
znaczenie maja drogi wnikania wapnia do komorki
(ang. source-specific hypothesis) 1 rodzaje aktywo-
wanych przy tym szlakéw transdukcji sygnalow.
Tak jak podstawowe zalezne od wapnia procesy fi-
zjologiczne w neuronach (plastycznos$é synaptyczna
1 ekspresja gendéw) sa w sposob specyficzny regulo-
wane poprzez rozne szlaki przekaznictwa zalezne
od drég naptywu CaZ* do komorki, taka sama zalez-
no$¢ odnosi si¢ do patologicznego sygnatu wapnio-
wego.

Mechanizmy indukowanego przez wapn
uszkodzenia neuronow

Jony wapnia sa mediatorami i regulatorami bar-
dzo licznych, podstawowych funkcji komoérek [15,
31]. Stad tez poszukiwania mechanizméw wywola-
nego przez wapn uszkodzenia neurondéw kierowaty
si¢ ku wielu procesom i szlakom metabolicznym za-
leznym od wapnia. Poczatkowo uwage poswigcano
gléwnie destrukcyjnemu dziataniu wapnia poprzez
nadmierne pobudzenie aktywnosci enzymdéw kata-
bolicznych jak proteazy, lipazy i endonukleotydazy
[68]. Potencjalnie szkodliwe moze by¢ tez nadmier-
ne pobudzenie biatek bioracych udzial w transdu-
keji sygnatu jak kalmodulina, kalcyneuryna, kinazy
biatkowe, syntaza NO, fosfolipaza A2. Innym waz-
nym nastepstwem ekscytotoksycznosci sg zaburzenia
biosyntezy biatka. W efekcie dochodzi do zaburze-
nia funkcji bton, deficytu energetycznego, nieod-
wracalnych letalnych uszkodzen struktury cytosz-
kieletu, nadprodukcji zwiazkow o wilasciwosciach
toksycznych dla komorki, takich jak wolne rodniki
i NO, dezorganizacji komérkowej transdukcji syg-
nalu. Rozwijajace si¢ zaburzenia funkcji organelli
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komorkowych, mitochondriéw i retikulum endopla-
zmatycznego, moga doprowadzié¢ do $mierci neuro-
nu w procesic o charakterze nekrotycznym lub/i
apoptotycznym. Tak wiec, mechanizmy uszkodze-
nia neurondw przez wapn to sie¢ wzajemnie ze soba
powigzanych proceséw, w wielu wypadkach stano-
wigcych patologiczny, niekontrolowany wariant
mechanizmow normalnie wystepujacych w komor-
kach. Ponizej, oddzielnie zostang oméwione wybra-
ne indukowane przez wapn mechanizmy o po-
wszechnie uznanym dziataniu neurotoksycznym,
jak stres oksydacyjny, dziatanie tlenku azotu czy
dysfunkcja mitochondriéw i retikulum endoplazma-
tycznego. Przedtem jednak nalezy wspomnie¢ o in-
dukowanych przez wapn zaburzeniach metaboliz-
mu lipidow i biatek.

Jednym z nastgpstw ostrej ekscytotoksycznosci
1 wzrostu wewnatrzkomorkowego st¢zenia wapnia
jest aktywacja fosfolipaz i uwalnianie produktow
hydrolizy fosfolipidéw, zwiaszcza kwasu arachido-
nowego. Jest to proces angazujacy kilka mechaniz-
mow enzymatycznych, zwlaszcza fosfolipazy A2, C
i D. Fosfolipaza A2 moze byé aktywowana przez
jony Ca?* wnikajace do neurondw przez receptory
NMDA [49]. Do aktywacji fosfolipazy C dochodzi
w wyniku pobudzenia receptorow mGluR z grupy I
sprzgzonych z tym enzymem przez biatkko G, [58].
W efekcie ekscytotoksycznosci dochodzi do dtugo-
trwalego podwyzszenia st¢zenia wolnego kwasu
arachidonowego w neuronach, co moze wywiera¢
wielokierunkowy wptyw na ich funkcjg, a takze do
produkcji jego metabolitow — eikozanoidéw, z kto-
rych wiele, jak prostaglandyna D2, wykazuje aktyw-
no$¢ neuromodulacyjna. W przebiegu tlenowych
przemian kwasu arachidonowego katalizowanych
przez cyklooksygenaz¢ i lipoksygenaz¢ dochodzi
do produkcji wolnych rodnikéw [12].

Ekscytotoksycznos¢ poprzez wzrost stgzenia we-
wnatrzkomorkowego wapnia pobudza hydrolize
biatek 1 hamuje ich biosynteze. Udzial proteaz
w mechanizmach neurodegeneracji zostat omowio-
ny w innym rozdziale tego skryptu. Poza pobudzo-
nym katabolizmem biatek, w warunkach wywotane-
go przez ekscytotoksycznosé rozregulowania home-
ostazy wapnia, dochodzi réwniez do zahamowania
biosyntezy biatek w komorce. Mechanizm tego zja-
wiska nie jest jasny. Znane sa poglady, ze czynni-
kiem inicjujacym to zaburzenie moze by¢ nadmierne
uwalnianie jonéw wapnia z magazynow wewnatrz-
komorkowych [59]. Zaburzenia w homeostazie wa-
pnia w retikulum endoplazmatycznym powodujg
aktywacje RNA-zaleznej kinazy biatkowej (PKR),
ktéra normalnie odgrywa kluczowa rol¢ w obronie
komorki przed wirusami oraz w regulacji wzrostu

i roznicowania komorek. PKR fosforyluje biatkowy
czynnik inicjacji syntezy biatka (elF-2a), co go
dezaktywuje 1 tym samym blokuje biosynteze biat-
ka [59]. Podwyzszone stezenie jonow Ca?t w cyto-
solu moze hamowa¢ biosyntezg biatka poprzez za-
blokowanie wydhuzania fancucha biatkowego.

Stres oksydacyjny

Reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen
species — ROS) sa ubocznym produktem wiclu rea-
keji red-ox zachodzacych w mézgu. Nalezg do nich
wolne rodniki, to jest czasteczki lub atomy z niespa-
rowanymi elektronami, a takze nadtlenek wodoru.
Cytotoksyczne dziatanie ROS okreslane jest ogol-
nie jako stres oksydacyjny, ktorego wiodaca rola
w mechanizmie zwyrodnienia neuronow jest po-
wszechnie uznana [28, 32, 63]. Wsrod najwazniej-
szych produktow redukcji tlenu, ze wzgledu na ich
efekty biologiczne, mozna wymienié anionorodnik
ponadtlenkowy (O,™), nadtlenek wodoru (H,0,),
rodnik hydroksylowy (OH"), a takze produkty reak-
cji tych rodnikéw z biatkami i lipidami (rodniki lipi-
dowe).

W organizmach tlenowych wolny anionorodnik
ponadtlenkowy (O,"") powstaje w mitochondriach
podczas jednoelektronowych utlenien w lancuchu
oddechowym oraz w retikulum endoplazmatycz-
nym w wyniku reakcji katalizowanych przez oksy-
daz¢ cytochromu P-450, a takze procesow enzyma-
tycznych aktywowanych w warunkach ekscytoto-
ksycznosci, jak przemiany masowo uwalnianego
kwasu arachidonowego na drodze cyklo-oksygena-
zy lub lipoxygenazy [12]. Przy podwyzszonym po-
ziomie wapnia w komorkach, neuronalna dehydro-
genaza ksantynowa jest przeksztalcana przez zalez-
ne od Ca?* kalpainy do oksydazy ksantynowej,
ktora katalizuje przemiang hipoksantyny 1 ksantyny
w kwas moczowy z uwalnianiem O,™. Anionorod-
niki ponadtlenkowe reaguja z protonami w reakcji
katalizowanej przez dysmutaz¢ ponadtlenkowa (ang.
superoxide dismutase — SOD), w wyniku czego po-
wstaje nadtlenek wodoru (H,0,). Ponadto w mozgu
wytwarza si¢ on jako produkt uboczny oksydazy
monoaminowej (MAQ), hydroksylazy tyrozynowe;j
oraz L-amino oksydazy, a takze w wyniku auto-
oksydacji endogennych zwiazkow, jak kwas askor-
binowy i katecholaminy. Normalnie H,O, ulega
bezpiecznemu rozlozeniu przez katalaz¢ lub pod
wplywem peroksydazy glutationowej. Wreszcie rod-
nik hydroksylowy (OH") powstaje w warunkach pa-
tologicznych, w tym w ekscytotoksycznosci, w wy-
niku przeksztalcen opisanych przez Fentona i Habe-
ra-Weissa, gdy katalizowanej przez SOD reakcji
tworzenia nadtlenku wodoru z anionorodnikow po-
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nadtlenkowych towarzyszy obecno$¢ w systemie
jonoéw metali grup przejsciowych (Fe?*, Cu?"). Przy-
pisuje mu si¢ udzial w mechanizmach uszkodzenia
neuronow w ostrych i przewleklych schorzeniach
neurozwyrodnieniowych [17]. Produkcja wolnych
rodnikow tlenowych jest w normalnych warunkach
kontrolowana przez antyutleniacze i zmiatacze wol-
nych rodnikéw. Do enzymatycznych antyutleniaczy
naleza dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), peroksy-
daza glutationowa i katalaza, a nieenzymatyczne
antyutleniacze to giéwnie glutation i inne zwiazki
zawierajace grupy sulthydrylowe, kwas askorbinowy,
o-tokoferol, kwas lipoinowy, ubichinon. W przebie-
gu stresu oksydacyjnego dochodzi do zaburzenia
réwnowagi pomigdzy produkcja wolnych rodnikow
a mechanizmami obronnymi.

Szkodliwos¢ ROS wynika z ich wysokiej reak-
tywnosci, co sprawia, ze wchodza one w reakcje
z lipidami, biatkami i kwasami nukleinowymi. Wol-
ne rodniki moga generowac tancuchowe reakcje pe-
roksydacji lipidow, w ktérych czynnikiem urucha-
miajacym jest wytwarzanie anionorodnikdw ponad-
tlenkowych, a nastgpnie rodnikow hydroksylowych.
W efekcie nagromadzaja si¢ hydroksynadtlenki, ke-
tony i aldehydy, w tym dialdehyd malonylowy, kt6-
rego poziom shuzy jako wskaznik produkcji ROS.
Peroksydacja lipidow blonowych moze zaburzaé
strukture i funkcje blon biologicznych, zwiaszcza
mitochondridw, retikulum endoplazmatycznego i blo-
ny plazmatycznej neurondéw, doprowadzajac do
$mierci komorki [12, 55]. Oddziatywanie ROS na
strukturg 1 funkcje biatek moze by¢ posrednie, obej-
mujace modyfikacje aktywnosci bialek blonowych
poprzez wptyw na ptynnosé¢ blon plazmatycznych,
oraz bezposrednie, modyfikujace ich strukture.
Szczegolnie podatnymi na atak wolnorodnikowy sa
biatka posiadajace grupy tiolowe oraz aminy aro-
matyczne, ktérych modyfikacje prowadza do ich
denaturacji i dezaktywacji. Niezwykle niebezpiecz-
nym skutkiem stresu oksydacyjnego moze by¢ usz-
kodzenie nici DNA. Uwaza sig¢, ze te efekty moga
by¢ bezposrednio indukowane przez rodniki hydro-
ksylowe. Mozliwe jest utlenianie zasad purynowych
1 pirymidynowych, uszkodzenie reszt pentozowych,
rozerwanie wiazan glikozydowych, a wreszcie roze-
rwanie lancucha w miejscu wiazan fosfodiestero-
wych. Efektem uszkodzenia DNA moze by¢ smier¢
neurondw.

Szczegdlnie wysokie ryzyko rozwoju uszkodzen
wolnorodnikowych w mézgu wynika m.in. z najwyz-
szego w organizmie zapotrzebowania na tlen, ktérego
znaczacy procent przeksztalca sie w ROS, z duzej
zawarto$ci w mozgu metali przejSciowych, zwlasz-
cza zelaza, co sprzyja indukcji reakcji Habera-Weis-

sa, oraz z wysokiej zawartosci nienasyconych kwa-
sow ttuszczowych bedacych substratem dla powsta-
wania rodnikow lipidowych. Ekscytotoksyczno$é
1 stres oksydacyjny tworza samonape¢dzajacy sie
mechanizm zniszczenia neuronow.

Udzial tlenku azotu w patogenezie
zwyrodnienia neuronéw

Wkrétce po wykazaniu, ze endogenny czynnik
rozszerzajacy naczynia pochodzacy z $rddblonka
(ang. endothelium-derived relaxing factor — EDRF)
jest tlenkiem azotu (NO) wykazano, ze jest on uwal-
niany takze w neuronach poddanych pobudzeniu
glutamatergicznemu, w czym posrednicza receptory
NMDA [30]. NO ma udzial zaréwno w transdukcji
sygnatu w receptorach glutamatergicznych, jak i w
mechanizmie ekscytotoksycznosci [22, 30]. Synteza
tlenku azotu z L-argininy i tlenu czasteczkowego
jest katalizowana przez syntazg tlenku azotu (ang.
nitric oxide synthase — NOS). W mdzgu wystepuja
trzy izoformy NOS. Formy konstytutywne, aktywo-
wane przez kompleks Ca2*/kalmodulina, to NOS
neuronalna (nNOS) oraz endotelialna (eNOS). Waz-
ng fizjologiczng funkcjag NO produkowanego w neu-
ronach za posrednictwem nNOS jest udziat w trans-
synaptycznej regulacji neurotransmisji chemiczne;j.
Funkcja NO wytwarzanego w srddblonku naczyn
moézgowych przez eNOS jest regulacja krazenia
moézgowego. Indukowana izoforma NOS (iINOS)
wystepujaca w mikrogleju i astrocytach, w komor-
kach endotelium 1 migsniéwki naczyn, a takze w ne-
uronach, odgrywa role w procesach zapalnych. Nie
jest ona zalezna od wapnia ale indukuja ja cytokiny.

Kluczowa rola w mechanizmach zwyrodnienia
neurondw jest przypisywana nNOS 11INOS, podczas
gdy eNOS przez rozszerzanie naczyn zwigksza
ukrwienie neuronéw [72, 76]. NO utworzony w wy-
niku nadmiernej stymulacji nNOS wydaje si¢ by¢
gléwnym elementem ostrej ekscytotoksycznosci.
Natomiast iNOS, praktycznie niewykrywalna w zdro-
wych tkankach mozgu, w warunkach patologicz-
nych ulega op6znionej aktywacji i moze bra¢ udziat
w opoznionym zwyrodnieniu neuronéw. Mechaniz-
my neurotoksycznego dzialania NO moga by¢ zto-
zone. Mechanizmem neurotoksycznosci NO, wyko-
rzystujacym jego funkcje fizjologiczne, moze by¢
dzialanie presynaptyczne, polegajace na pobudze-
niu uwalniania glutaminianu z zakonczen synapty-
cznych i tym samym wzmacnianiu ekscytotoksycz-
nych mechanizméw uszkodzenia i1 $Smierci neuronow.
Tlenek azotu jest bardzo reaktywnym rodnikiem. Za
szczegblnie wazng uwaza si¢ reakcje rodnika tlenku
azotu z anionorodnikiem ponadtlenkowym z wy-
tworzeniem anionu nadtlenoazotawego, ktory z ko-



20 J. Lazarewicz, E. Salifiska

lei moze wchodzi¢ w liczne reakcje, oddziatywaé
z zawarta w biatkach tyrozyna, utlenia¢ tiole. Skut-
kiem tego moze by¢ inaktywacja transportera gluta-
minianu, prowadzaca do zaostrzenia ekscytotoksy-
czno$ci. Efektem nitrozylacji reszt tyrozynowych
moze by¢ zablokowanie miejsc normalnie fosfory-
lowanych przez biatkowe kinazy tyrozynowe, oraz
inaktywacja i degradacja zmienionych biatek. Nad-
tlenoazotan jest uwazany za induktora apoptozy
w wielu komorkach [22]. Tlenek azotu uszkadza
strukture tafcucha DNA, co indukuje procesy na-
prawcze z udziatem polimerazy poli-ADP-rybozy
(PARP). Proces ADP-rybozylacji jest bardzo ener-
gochtonny ijego nadmierna aktywacja prowadzi do
wyczerpania zapasow NAD+ i ATP, a w efekcie do
deenergizacji 1 $mierci komodrek [74, 82]. Innym
celem uszkadzajacego dziatania NO moga by¢ mi-

I

Aktywacja
kalpain

tochondria. Zahamowanie przez NO aktywnosci de-
hydrogenazy aldehydu 3-fosfo-glicerynowego i ako-
nitazy oraz kompleksu I i II w mitochondrialnym
fancuchu transportu elektronow moga doprowadzié
do deenergizacji, uprzepuszczalnienia mitochon-
dridw 1 do indukcji zarowno nekrotycznej jak 1 apo-
ptotycznej $mierci neurondw,

Inne czynniki mogace modulowa¢é
ekscytotoksyczno$¢

Neurotransmisja pobudzajaca zachodzaca za po-
$rednictwem receptorow NMDA i AMPA/KA jest
kontrolowana poprzez procesy desensytyzacji, fos-
forylacji/defosforylacji 1 inaktywacji zaleznej od
wapnia [21, 24], a ich zaburzenia moga pogig¢biacé
ekscytotoksyczno$é. Nadmiernemu pobudzeniu re-
ceptordw dla pobudzajacych aminokwaséw moze
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NMDA matabotropowy
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Rye. 3. Udziat struktur wewnatrzkomoérkowych nagromadzajacych wapih w mechanizmie ekscytotoksycznosci. W warunkach ekscy-
totoksycznosci nadmierny naptyw Ca* do neurondw przez kanaty NMDA prowadzi do indukowanego przez Ca2* wyrzutu CaZ* zER
przez receptory rianodynowe. Pobudzenie mGIuR grupy I indukuje wyrzut Ca2* z ER przez receptory IP3. Mobilizacja Ca?* z ER po-
teguje wzrost stezenia Ca2™ w cytosolu i wzmacnia patalogiczny sygnat wapniowy. Jedli to zjawisko prowadzi do wyczerpania zaso-
béw Ca?* w ER, moze doj$¢ do zaburzenia biosyntezy bialek, produkcji biatek stresowych, dysfunkcji ER i apoptozy. Wzrost stezenia
Ca%" w cytosolu aktywuije stres oksydacyjny. Mitochondria nagromadzaja jony Ca2*, co prowadzi do ich przetadowania wapniem. To,
oraz stres oksydacyjny, indukuje megakanaly w mitochondriach, powoduje ich uprzepuszczalnienie (MPT) i deenergizacjg, co w wa-
runkach trwatego zaburzenia energetyki komorki wiedzie do nekrozy. W warunkach odwracalnego uprzepuszczalnienia i wzglednej
wydolno$ci energetycznej neurondw, uwolnione z mitochondriéw biatka indukujace apoptozg: cytochrom c i AIF, mogg aktywowaé

kaskadg kaspaz i wywola¢ apoptoze
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sprzyja¢ ostabienie dziatania endogennych antago-
nistow pobudzajacych aminokwaséw. Sg nimi kwas
kynureninowy, nieselektywny antagonista recepto-
ré6w NMDA i AMPA/KA, oraz jony magnezu bloku-
jace kanat NMDA [71, 77]. Kwas kynureninowy jest
syntetyzowany w moézgu niemal wylacznie w astro-
cytach z kynureniny, produktu przemian tryptofanu.
Istniejg poglady, ze zahamowanie biosyntezy kwasu
kynureninowego ma znaczenie patogenne w scho-
rzeniach neurozwyrodnieniowych, a niedobdr jo-
n6w magnezu, ktéry powoduje drgawki hamowane
przez antagonistéw receptoréw NMDA, moze bra¢
udzial w indukcji ekscytotoksycznosci [77].

Do czynnikéw mogacych poglgbiaé ekscytoto-
ksyczne uszkodzenie neuronéw naleza amyloid f3
(AB) oraz biatko gp120. AP jest produktem amyloi-
dogennej degradacji biatka prekursorowego APP
[73]. AP w formie zagregowanej, w stezeniach
ponad 1075 M wywiera dzialanie toksyczne na neu-
rony i jest rutynowo stosowany w do$wiadczalnych
modelach neurotoksycznosci in vitro. Mechanizm
jego dziatania polega przypuszczalnie na tworzeniu
w blonie przez czasteczki AP struktur kanatu jono-
wego przepuszczalnego dla Ca?*, ponadto aktywuja
one napigciowo-zalezne kanaly wapniowe L i N,
a takze potegujg aktywnos¢ receptorow NMDA, co
umozliwia niekontrolowany naplyw Ca?* do wne-
trza neuronu. Sugerowano tez mozliwos¢ hamowa-
nia przez AP zwiazanej z blonami SOD, co poglebia
stres oksydacyjny. Wybidrcze uszkodzenie neuro-
néw cholinergicznych w chorobie Alzheimera jest
tlumaczone ich szczegblng wrazliwoscia na dzia-
fanie AP i innych toksyn [76]. Uwalniane z wirusa
HIV biatko gpl120 indukuje apoptoze neurondéw, co
mozna wigza¢ z ekscytotoksycznoscia i przetado-
waniem neuronéw wapniem. Wykazano bowiem, ze
jest synergizm pomigdzy neurotoksycznoscia NMDA
i gp120, a toksycznosci gpl120 zapobiegajq blokery
napigciowo-zaleznych kanaléw wapniowych 1 recep-
toréw NMDA.

Rola dysfunkcji endoplazmatycznego
retikulum i mitochondriow
w mechanizmach ekscytotoksycznosci

Jak wspomniano poprzednio, kluczowa roleg
w utrzymywaniu komdrkowej homeostazy wapnia
odgrywaja struktury nagromadzajgce wapn, a mia-
nowicie retikulum endoplazmatyczne 1 mitochon-
dria (Ryc. 3). Uwaza sie, ze dysfunkcja tych orga-
nelli zajmuje szczegdlne miejsce w mechanizmach
zwyrodnienia neurondéw, przy czym sg to procesy
scis$le zwiazane z ekscytotoksycznoscig. W normal-
nych warunkach kanaty retikulum endoplazmatycz-
nego, a nie mitochondria, s gtéwnym magazynem

wewnatrzkomoérkowego wapnia. Jednym z najmniej
kontrowersyjnych scenariuszy jest potencjalnie pa-
togenne uwolnienie wapnia z endoplazmatycznego
retikulum do cytosolu, wywotane przez ekscytoto-
ksyczno$¢ za posrednictwem receptorow NMDA
lub mGIuR z grupy I. Cho¢ nadmierny naptyw Ca?*
do neuronéw przez kanaly NMDA jest podstawa
ich ekscytotoksycznego zwyrodnienia, sg dane
wskazujace, ze pule wapnia zawarte w cysternach
ER mogg by¢ w warunkach ekscytotoksycznosci
oprozniane do cytosolu przez receptory rianodyno-
we 1 IP3, co potgguje patologiczny sygnat wapnio-
wy [69]. Nalezy jednak pamigtaé, ze moze si¢ wOw-
czas wiaczaé mitochondrialny bufor wapniowy. Po-
wszechng akceptacje zyskat poglad, ze kluczowa
rol¢ w mechanizmie zwyrodnienia neuronéw od-
grywa patologia mitochondridéw [3]. Przy podwyz-
szonym stezeniu CaZ* w cytosolu mitochondria po-
bieraja te jony, ale od dawna wiadomo, ze mito-
chondria moézgu ulegaja szybkiemu uszkodzeniu
pod wplywem jonéw CaZ* [51, 68]. Dopiero nieda-
wno poznano mechanizm zjawiska okreslanego
jako uprzepuszczalnienie mitochondriéw (ang. mi-
tochondrial permeability transition — MPT) [3, 5,
27, 38]. Wykazano, ze czynniki takie jak nadmierny
wzrost stezenia Ca?* w macierzy mitochondriéw,
ich deenergizacja, stres oksydacyjny, indukujg for-
mowanie w blonach mitochondrialnych megaka-
natéw, poréw bialkowych przepuszczalnych dla
czastek o masie do 1,5 kD. Tworzg si¢ one z biatek
petniacych tam normalnie inne funkcje. Efektem
tego zjawiska jest nie tylko utrata potencjatu blono-
wego mitochondriéow, ale takze uwolnienie z nich
réznych substancji, w tym jonéw Ca?" oraz bialek.
Ten mechanizm, przebiegajac ostro w warunkach
deenergizacji komoérek, wpisuje si¢ dobrze w proces
$mierci nekrotycznej neuronéw. Jednak, jesli zacho-
dzi on powoli przy utrzymaniu prawidtowej gospo-
darki energetycznej komoérki, staje si¢ jednym z pod-
stawowych mechanizméw spustowych indukuja-
cych apoptoz¢ komorek [5, 28, 38].
Konwencjonalne poglady zakladaja, ze na po-
tencjacji sygnatu wapniowego w cytoplazmie kon-
czy si¢ rola ER w patogenezie zwyrodnienia neuro-
néw indukowanego przez pobudzajace aminokwasy
1 wapn. Dalej ida hipotezy, przypisujace kluczowa
role w mechanizmach neurodegeneracji wyczerpa-
niu zasobéw wapnia w retikulum endoplazmatycz-
nym [59]. Jesli pamigtamy, Ze normalne, milimolarne
st¢zenie wapnia w kanaltach retikulum jest koniecz-
ne dla prawidlowego przebiegu niektérych etapéw
metabolizmu bialek, staje sie oczywiste, ze utrata
wapnia przez t¢ strukturge moze prowadzi¢ do zabu-
rzenia jej innych podstawowych funkcji, zwigza-
nych z biosynteza, skladaniem i obrobka biatek
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1 generacja obronnych odpowiedzi komorki nerwo-
wej na stres [5]. Opisana wyzej sekwencja wyda-
rzen moze by¢ pierwotnym i zarazem podstawo-
wym mechanizmem patogenetycznym w réznych
stanach patologicznych wiodacych do uszkodzenia
neuronéw [60]. Ta hipoteza wiaze zaburzenia ho-
meostazy wapnia zachodzace w warunkach ekscy-
totoksycznosci z pozornie odlegtymi zaburzeniami,
jak gromadzenie patologicznych bialek, obserwo-
wanymi w szeregu przewlektych schorzeniach neu-
rodegeneracyjnych [59].

Zejscie ekscytotoksycznosci: nekroza czy
apoptoza?

Tradycyjne spojrzenie na ekscytotoksyczne usz-
kodzenie neuronow jako na mechanizm indukujacy
wylacznie nekrotyczng $mier¢ neuronéw jest obec-
nie podtrzymywane przez niewielu autorow. Zo-
stalo ono zastgpione poj¢ciem continuum nekroty-
czo-apoptotycznego, w ktorym wystepuja z réznym
nasileniem zaréwno nekroza jak 1 apoptoza. Ele-
menty zaréwno mechanizmu $mierci nekrotycznej
jak i apoptotycznej sa zwykle dostrzegane tak w o-
strych jak i przewlektych schorzeniach neurodege-
neracyjnych [43]. Sa jednak poglady, ze w przypad-
ku zdefiniowanego, cho¢ ztozonego, mechanizmu
zwyrodnienia neuronow, jakim jest ekscytotoksycz-
nos¢, nalezy unikaé kwalifikowania zejscia tego
procesu do nekrozy lub apoptozy i okreslaé¢ go jako
zwyrodnienie ekscytotoksyczne [57]. W ostrym,
nadmiernym pobudzeniu 1GluR, przebiegajacym
w warunkach zaburzen energetycznych (np. w udarze
mozgu), moze dominowaé¢ mechanizm nekrotycz-
ny: przemieszczenia jonow i wody, obrzek komorek
1ich liza, cho¢ jednocze$nie moga by¢ uruchamiane
mitochondrialne mechanizmy indukcji apoptozy.
Natomiast w przebiegu powolnej ekscytotoksycz-
nosci, w schorzeniach neurozwyrodnieniowych,
moze dojs¢ do uruchamiania pelnego szlaku apopto-
tycznego z aktywacjq kaspaz i fragmentacja DNA
[36].

Apoptoza (programowana $mier¢ komorek) jest
mechanizmem shuzacym do eliminacji neuronow
zbednych (rozwojowa apoptoza neuronow), sta-
rzejacych si¢ lub uszkodzonych. Ten proces jest re-
gulowany m.in. przez wzajemne oddzialywanie
pro- i antyapoptotycznych biatek z rodziny Bcl-2.
Podatnos¢ mitochondriow na aktywacj¢ megaka-
naléw i indukcje MPT zalezy od réwnowagi pomie-
dzy nalezacymi do tej rodziny biatkami przeciw-
1 proapoptotycznymi, odpowiednio Bcl-2 1 Bel-x;.
oraz Bik, Bim, Bad, Bid [33]. Dokladniej, zalezy
ona od poziomu ufosforylowania bialek proapopto-
tycznych w cytosolu, co zapobiega ich dimeryzacji

w blonach mitochondriéw z biatkami Bcl-2 i Bel-x;.
[27]. Biatka proapoptotyczne obnizaja potencjat
biatek: czynnika indukujacego apoptoz¢ (ang. apo-
ptosis inducing factor — AIF) oraz cytochromu c.
Pojawienie si¢ w cytoplazmie cytochromu ¢ i kom-
pleksowanie z biatkiem Apaf-1 aktywuje prokaspa-
z¢ 9, co rozpoczyna kaskade¢ aktywacji dalszych
kaspaz, enzymow o dziataniu proteolitycznym, pro-
wadzac w ostatecznym efekcie do fragmentacji
DNA i $mierci neurondéw. Jest to tzw. mitochondria-
Iny szlak indukcji apoptozy, ktéry moze zachodzi¢
niezaleznie od szlaku nie-mitochondrialnego, akty-
wowanego w neuronach np. przy braku czynnikéw
troficznych. Nie-mitochondrialny szlak sygnatlu apo-
ptotycznego jest tez nazywany szlakiem sygnalowym
Fas, w ktérym pod wptywem sygnatu zewnatrzko-
morkowego dochodzi do kompleksowania si¢ try-
merow tego biatka z bialkiem FADD, co aktywuje
prokaspazg¢ 8. Kaspaza 8§ aktywuje dalsze kaspazy
prowadzace do apoptozy. Uwaza si¢ jednak, ze mi-
tochondrialny szlak apoptotyczny, a nie szlak syg-
natowy Fas, jest podstawowym mechanizmem in-
dukcji apoptozy neuronéow w warunkach prze-
wleklej ekscytotoksycznosci, lub gdy pierwotnym
czynnikiem patogennym jest uszkodzenie funkcji
mitochondriow (por. powolna ekscytotoksycznosc).
Na rzecz hipotezy o roli MPT w wywotanym przez
ekscytotoksycznos¢ uszkodzeniu neurondéw prze-
mawia dobrze udokumentowany fakt, ze cyklospo-
ryna A, inhibitor indukcji megakanaléw mitochon-
drialnych ma wyrazne dzialanie neuroprotekcyjne
w roznych modelach doswiadczalnych ekscytoto-
ksycznosci in vitro 1 in vivo.

Ekscytotoksycznos¢é w schorzeniach
neurologicznych

Ostre stany patologiczne osrodkowego uktadu
nerwowego jak udar mozgu, urazy a takze stany hi-
poglikemiczne i padaczkowe to schorzenia wiodace
do uszkodzenia neuronéw, w ktorych sa najbardziej
przekonywujace dowody na udzial mechanizmow
ekscytotoksycznosci. Rolg ekscytotoksycznosci w pa-
tomechanizmie niedokrwienia mézgu postuluje si¢
od 20 lat, przy czym szczegolnie przekonywujace sg
informacje o roli aminokwasoéw pobudzajacych
w uszkodzeniu mézgu w tzw. potcieniu ischemicz-
nym (ang. penumbra) wokotl ogniska udarowego
[46]. Uwaza si¢ takze, ze w wyniku urazéw osrod-
kowego uktadu nerwowego, do pierwotnego uszko-
dzenia tkanek natury fizycznej dotacza si¢ mecha-
nizm ostre] ekscytotoksycznosci, w formie wspo-
mnianej wyzej petli glutamatergicznej 1 wtérnych
uszkodzen neuronéw. W obu tych schorzeniach
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uzyskano zachgcajace wyniki doswiadczalne) tera-
pii ukierunkowanej na blokowanie receptorow dla
pobudzajacych aminokwasow, jednak jak powszech-
nie wiadomo, wyniki testow klinicznych sa jak dotad
rozcZarowujace.

W przewleklych schorzeniach neurozwyrodnie-
niowych, takich jak choroby Parkinsona, Hunting-
tona, Alzheimera oraz stwardnienie zanikowe bocz-
ne, patologia zwykle dotyka osoby doroste, poste-
puje powoli, ze ztym rokowaniem, a zwyrodnienie
dotyczy wybidrczo neuronéw spetniajgcych te same
funkcje 1 wykazujacych te same wlasciwosci. Brak
bezposrednich dowodéw na pierwotna rolg recepto-
réw dla pobudzajacych aminokwaséw w patogene-
zie tych schorzen. Jednak mechanizmy powolnej
ekscytotoksycznosci lub pochodne, wlaczajac w to
elementy stresu oksydacyjnego, dysfunkcje mito-
chondriéw 1 endoplazmatycznego retikulum lub
zaburzenia funkcji cytoszkieletu, wydaja si¢ by¢
w wigkszym lub mniejszym stopniu wplecione
w patomechanizm zwyrodnienia neurondw w tych
schorzeniach [79]. Nawet jesli sq to mechanizmy
wtorne, uruchamiane posrednio, lubjesli ekscytoto-
ksycznos¢ jest tylko dodatkowym elementem pato-
gennym, rozpatrywana jest mozliwos$¢ skierowania
przeciw nim interwencji terapeutycznych opartych
na antagonizmie receptoréw dla pobudzajacych
aminokwasow. Bardzo obiecujacym kierunkiem ba-
dan wydaje si¢ wigzanie patogenezy zwyrodnienia
neuronéw w schorzeniach neurodegeneracyjnych
przebiegajacych z zaburzeniami skfadania bialek,
ich agregacja 1 nagromadzaniem w mozgu [70],
z zaburzeniami homeostazy wapnia 1 wapniowych
mechanizméw przekazu informacji w komorkach
[39], i z dysfunkcja endoplazmatycznego retikulum
[60].

Ekscytotoksycznos¢ w hiperhomocysteinemii

Homocysteina jest aminokwasem sulfhydrylo-
wym, metabolitem metioniny, waznym zwigzkiem
posrednim na szlakach transmetylacji i transsulfura-
c¢ji. Wykazano, ze hiperhomocysteinemia powodo-
wana zaburzeniami jej metabolizmu wrodzonymi
(polimorfizm gendéw kodujacych enzymy przemian
homocysteiny) lub nabytymi (deficyt kwasu folio-
wego lub witamin B6 1 B12), jest czynnikiem ryzy-
ka schorzen uktadu krazenia 1 wtdérnie udaru, oraz
choroby Alzheimera [61, 64, 66]. Ta ostatnia obser-
wacja $wiadczy o bezposrednim dziataniu neuroto-
ksycznym homocysteiny. Mechanizm tego efektu
nie jest jednak jasny; z pewnoscia ma on zlozony
charakter. Poza wtornymi zaburzeniami metaboliz-
mu, jak od dawna postulowanym zahamowaniem
transmetylacji [81], brany jest pod uwage mecha-

nizm ekscytotoksycznosci. Badania Liptona 1 wsp.
[44] wykazaty, ze homocysteina jest agonista recep-
torow NMDA, jest onajednak stabym aktywatorem
kanalu NMDA, poniewaz blokuje miejsce wiazace
koagoniste glicyn¢. Ponadto, homocysteina zywo
reaguje z tlenkiem azotu uwalnianym w wyniku po-
budzenia receptora NMDA, a produkt tej reakcji
wykazuje stabsze powinowactwo do receptora NMDA.
Uzyskane przez nas wyniki wskazuja, ze homocy-
steina, podobnie jak szereg innych aminokwasow
sulfhydrylowych, ma powinowactwo do receptorow
mGluR z grupy [. Badania in vivo wykazaly, ze te
receptory wraz z receptorami NMDA posrednicza
w wywolanej przez homocysteing mobilizacji wap-
nia w hipokampie krélika [50] oraz w toksycznosci
homocysteiny badanej na modelu pierwotnej hodo-
wli neurondw ziamnistych mézdzku [83]. O koope-
ratywnym dzialaniu obu typéw receptoréw $wiad-
czy fakt, ze zardwno antagonista receptorow NMDA
— MK-801 jak i antagonisci mGluR grupy I —
LY367385 lub MPEP, podani oddzielnie maja umiar-
kowane dzialanie neuroprotekcyjne, natomiast za-
stosowane jednoczesnie niemal kompletnie znosza
neurotoksyczno$¢ homocysteiny. Te wyniki moga
wskazywac¢ na celowo$é stosowania w hiperhomo-
cysteinemii powikianej objawami neurologicznymi,
terapii objawowej z uzyciem dobrze tolerowanego
antagonisty receptorow NMDA (np. memantyny)
oraz antagonistéw receptordw mGIluR z grupy I.

Strategie terapeutyczne wymierzone
w ekscytotoksycznosé

W tym opracowaniu, dla przedstawienia catosci
zagadnienia udzialu ekscytotoksycznos$ci w mecha-
nizmach neurodegeneracyjnych, do szeroko pojete;
hipotezy ekscytotoksycznosci zaliczyliSmy bardzo
wyraznie zdefiniowane hipotetyczne mechanizmy
uszkodzenia neurondw, opisujace rolg zaburzen ho-
meostazy wapnia, stresu oksydacyjnego, tlenku azo-
tu lub dysfunkcji mitochondriéw i1 endoplazmatycz-
nego retikulum. Sa to obszerne hipotezy funkcjo-
nujace niezaleznie od ekscytotoksyczno$ci, mogace
ukazywa¢ mnostwo potencjalnych celdw terapeuty-
cznych trudnych do wspdlnego omdwienia. Dla jas-
nosci zagadnienia, ograniczymy si¢ do omoéwienia
strategii terapeutycznych wymierzonych w ekscyto-
toksyczno$¢ rozpatrywang na poziomie receptorow
dla pobudzajacych aminokwasow. Wielokrotnie wspo-
minali$my powyzZej, ze gléwna rol¢ w mechaniz-
mach ekscytotoksycznosci prowadzacych do uszko-
dzenia i $mierci neuronéw odgrywaja receptory
NMDA, wspierane dzialaniem receptoréw metabo-
tropowych z grupy I. Poniewaz to ostatnie zagadnie-
nie jest omowione w oddzielnym rozdziale, w tym
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opracowaniu poruszone bedzie wylacznie zagadnie-
nie perspektyw dla farmakologicznej modyfikacji
aktywnosci receptorow NMDA.

Najdtuzsza histori¢ maja proby zastosowania
antagonistow receptorow NMDA w terapii udaréw
1 mechanicznych uszkodzen mézgu. Przesledzenie
losow tych badan jest dobra ilustracja wyzwan,
przed jakimi staje farmakologia. Pomimo zachg-
cajacych wynikow testow na modelach zwierzgcych
[35], tylko nieliczni antagonisci przeszli pomysinie
badania bezpieczenstwa leku. Bezkompetytywni
antagonisci receptorow NMDA o silnym powino-
wactwie do kanahu, jak MK-801 czy fencyklidyna,
majg liczne efekty uboczne; s silnymi halucynoge-
nami, w wyzszych dawkach powoduja katatonig, in-
dukujg uszkodzenie neurondéw. Jak opisano powy-
zej, kompleks receptora NMDA obfituje jednak
w miejsca wigzace ligandy, co sprzyjato wytwarza-
niu licznych agonistow, antagonistow i modulato-
réw tych miejsc. W ostatnich latach, gdy poznano
strukture podjednostkowa receptora NMDA i po-
wiazano poszczegdlne miejsca wiazace z odpo-
wiednimi podjednostkami, staty si¢ mozliwe proby
wytwarzania zwiazkow selektywnie dziatajacych na
okreslone podtypy receptorow NMDA. Do takich
substancji naleza pochodne ifenprodilu, dziatajace
na miejsce wigzace poliaminy zlokalizowane na
podjednostce NR2B, o ostabionym dziataniu ubocz-
nym. Znacznie zredukowanymi efektami ubocznymi
cechuja si¢ takze antagonisci miejsca glicynowego
receptora NMDA, co mozna ttumaczy¢ niekomplet-
noscia zahamowania receptora przez czg¢sciowych
agonistéw tego miejsca. Testom klinicznym fazy
trzeciej poddane zostaly — uznane za bezpieczne
w okreslonych dawkach — leki o nazwach selfotel,
cerestat, eliprodil i GVI50526, bedace antagonistami
odpowiednio kompetytywnym, bezkompetytywnym
oraz antagonistami miejsca wiazacego poliaminy
1 glicyng. Testowano takze skuteczno$é traxoprodi-
lu, antagonisty miejsca poliaminowego, w urazach
mozgu. Te proby zakonczyly si¢ niepowodzeniem,
podobnie jak wszystkie inne proby neuroprotekcji
farmakologicznej w udarze oraz w urazie mdzgu
[23]. Wsrdd przyczyn tych niepowodzen wymienia
si¢ migdzy innymi znaczng rozpigtos¢ pomigdzy
wysokimi, skutecznymi dawkami lekéw stosowany-
mi w testach zwierzgcych a niskimi, bezpiecznymi
dawkami podawanymi w testach klinicznych, stabe
przystawanie modeli zwierzgcych do z natury bar-
dzo zmiennego obrazu udaru widzianego w klinice,
krotki czas otwarcia tzw. okna terapeutycznego
w udarze [23].

Pomimo tak mato zachecajacych wynikow, kom-
pletne odrzucenie antagonistéw receptorow NMDA
jako potencjalnych lekéw o dziataniu neuroprotek-

cyjnym wydaje si¢ przedwczesne. Jednym z kierun-
kow dajacych nadziej¢ jest nawrdt do bezkompety-
tywnych antagonistow blokujacych kanat i zwrdce-
nie uwagi na leki cechujace si¢ niskim powinowac-
twem, wykazujace stabo wyrazone efekty uboczne,
ktorych przedstawicieclem jest memantyna. Lek ten,
stosowany jest w wielu krajach w terapii objawowe;j
choroby Parkinsona a ostatnio takze choroby Alzhe-
imera. Wykazuje on silne dziatanie neuroprotekcyj-
ne w zwierzgcych modelach udaru i globalnej ische-
mii moézgu. Za przysziosciowe uwaza si¢ koncepcje
wykorzystania, jako celow dla dziatan terapeutycz-
nych, miejsc wiazania cynku w strukturze receptora
NMDA, obnizania aktywnosci szlakow transdukcji
sygnatu pochodzacych z receptora NMDA przez
dzialanie na post-synaptyczne biatka reagujace z do-
meng PDZ jak PSD-95, Shank 1 Homer, lub modu-
lacji aktywnosci zaleznych od bialtka kinaz biatko-
wych [37]. Postgp moze tez przynies¢ korzystanie
z kombinacji antagonistow dzialajacych na rézne
typy receptoréow dla pobudzajacych aminokwasow.

Uwagi koncowe

Konwencjonalna forma hipotezy ekscytotoksy-
cznosci, mimo spektakularnych osiggni¢¢ badan
z lat osiemdziesiatych, nie spehnita rozbudzonych
nimi nadziei na szybki postgp w zwalczaniu szeregu
ostrych 1 przewlektych (zwyrodnieniowych) scho-
rzen neurologicznych i przezywa pewien zastdj.
Optymizm cechujacy poczatki badan nad ekscytoto-
ksycznoscia wynikal z przecenienia naszej wiedzy
podstawowej w zakresie neurotransmisji glutamate-
rgicznej oraz patogenezy schorzen neurodegenera-
cyjnych. Konieczna jest kontynuacja badan podsta-
wowych nad ekscytotoksyczno$cia. Postgp moga
przynie$¢ zaréwno badania nad molekularnymi me-
chanizmami ekscytotoksycznosci, jak i prace pro-
wadzone tradycyjnymi metodami biochemii farma-
kologicznej.

Przygotowanie tego opracowania byto cz¢sciowo finan-
sowane przez KBN (grant PBZ-KBN 002/CD/P05/2000, za-
danie nr 6).
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