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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Polipeptyd aktywujacy przysadkowa cyklaze adenylanowa (PACAP), naczyniowo aktywny pep-
tyd jelitowy (VIP) oraz peptyd histydyno-izoleucynowy (PHI) naleza do strukturalnie zblizonej
nadrodziny polipeptydéw, obecnej w wielu obszarach osrodkowego i obwodowego uktadu ner-
wowego. Neuroprotekcyjny potencjat peptydéw PACAP, VIP i PHI stanowi przedmiot intensyw-
nych badar prowadzonych na wielu modelach doswiadczalnych. Badania in vitro ujawnity udziat
PACAP w ochronie neuronéw przed naturalnie wystgpujaca apoptoza w czasie rozwoju osrodko-
wego uktadu nerwowego (o.u.n.) oraz indukowang przez wiele neurotoksyn, m.in. etanol, nadtle-
nek wodoru, ceramid C2, biatko prionowe, B-amyloid, biatko otoczki wirusa HIV (gp120), nie-
dobér jonéw potasu lub duze stg¢zenia glutaminianu. Podobnie, doswiadczenia prowadzone in
vivo na modelach ischemii oraz choroby Parkinsona potwierdzity neuroprotekcyjne wiasciwo-
Sci tego peptydu. Ujawniono, ze antyapoptotyczne dziatania PACAP moga zachodzi¢ bezposred-
nio — przez aktywacje szlakéw przekazywania sygnatu hamujacych apoptoze neuronéw lub po-
Srednio przez — uwalnianie z gleju czynnikéw dziatajacych neuroprotekcyjnie. W odréznieniu od
PACAP, neuroprotekcyjne dziatanie VIP odbywa si¢ przede wszystkim przez pobudzenie eks-
presji oraz sekrecji czynnikéw o silnych wtasciwosciach neuroprotekcyjnych: czynnika neuro-
troficznego zaleznego od aktywnosci — ADNF oraz biatka neuroprotekcyjnego zaleznego od ak-
tywnosci — ADNP. Stwierdzono, ze czynniki ADNF i ADNP oraz ich krétsze pochodne ADNF-9
i NAP chronig neurony przed blokada aktywnosci elektrycznej, ekscytotoksycznoscia, niedobo-
rem apoE, niedoborem glukozy, niedokrwieniem oraz toksycznym dziataniem etanolu, B-amylo-
idu i gp120. Potencjat neuroprotekcyjny PHI nie byt dotychczas tak szeroko badany, ale ostatnie
dane literaturowe potwierdzity, ze peptyd ten réwniez moze spetniaé funkcje neuroprotekcyjne.
Sadzi sig, ze endogenne peptydy PACAP, VIP i prawdopodobnie PHI moga stanowi¢ cel nowo-
czesnych strategii terapeutycznych réznorodnych proceséw neurodegeneracyjnych.

polipeptyd aktywujacy przysadkowa cyklaze adenylanowq « PACAP ¢ naczyniowo aktywny
peptyd jelitowy ° VIP ¢ peptyd histydyno-izoleucynowy  PHI ¢ czynnik neurotroficzny zalezny
od aktywnosci « ADNF e« biatko neuroprotekcyjne zalezne od aktywnosci < ADNP

Summary

Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP), vasoactive intestinal peptide (VIP),
and peptide histidine-isoleucine (PHI) belong to a structurally related family of polypeptides pre-
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sent in many regions of the central and peripheral nervous system. The neuroprotective potential
of PACAP, VIP, and PHI has become a matter of intensive investigations in many animal models.
In vitro studies revealed that PACAP protects neurons against apoptosis occurring naturally du-
ring CNS development and apoptosis induced by a series of neurotoxins, such as ethanol, hydro-
gen peroxide (H,0,), prion protein, B-amyloid, HIV envelope glycoprotein (gp120), potassium
ion deficit, and high glutamate concentrations. Similarly, in vivo investigations conducted in mo-
dels of ischemia and Parkinson’s disease confirmed the neuroprotective properties of PACAP. It
was revealed that the anti-apoptotic action of PACAP can be directly associated with the activa-
tion of signal transduction pathways preventing apoptosis in neurons or involve glial cells capa-
ble of releasing other neuroprotective factors affecting neurons. In contrast to PACAP, the neu-
roprotective action of VIP depends mainly on stimulation of astrocytes to produce and secrete
factors of extremely high neuroprotective potential, including activity-dependent neurotrophic
factor (ADNF) and activity-dependent neuroprotective protein (ADNP). It was shown that ADNF
and ADNP, as well as their shortened derivatives ADNF-9 and NAP, prevent neurons from elec-
trical blockade, excitotoxicity, apoE deficiency, glucose deficit, ischemia, toxic action of ethanol,
[-amyloid, and gp120. The neuroprotective potential of PHI has not been as thoroughly investiga-
ted yet, but recent data have confirmed that this peptide can also function as a neuroprotectant.

It is thought that PACAP, VIP, and possibly PHI may serve as a goal of modern therapeutic stra-
tegies in various neurodegenerative disorders.
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Polipeptyd aktywujacy przysadkowa cyklaze¢ adenylano-
wa — PACAP, naczyniowo aktywny peptyd jelitowy — VIP
oraz peptyd histydyno-izoleucynowy — sa przedstawicie-
lami rodziny hormonéw polipeptydowych, do ktérej nale-
73 réwniez m.in. sekretyna, hormon uwalniajacy hormon
wzrostu — GHRH, peptyd histydyno-metioninowy— PHM
oraz glukagon [83].

PACAP powstaje z peptydu prekursorowego — preproPA-
CAP — w procesie proteolizy katalizowanej przez konwerta-
zy prohormonéw (prohormone convertases — PCs). Peptyd
ten wystgpuje endogennie w dwdch postaciach — domi-
nujacej, zbudowanej z 38 aminokwaséw (PACAP, ) oraz
wystepujacej w mniejszych st¢zeniach postaci 27-amino-
kwasowej (PACAP,,) [1,78,83]. Obie postaci r6znia sig od
siebie rozmieszczeniem tkankowym, ale maja zblizona ak-
tywnosc¢ biologiczna.

28-aminokwasowy VIP [38] i 27-aminokwasowy PHI [91]
powstaja ze wspolnego prekursorowego peptydu, tzw. pre-
proVIP [19,71,83]. Oba peptydy wykazuja 48% podobien-

stwa, majac 13 identycznych reszt w sekwencji taficucha
aminokwasowego [54]. Stwierdzono, ze prekursor VIP
moze by¢ ponadto Zrédtem peptydu zbudowanego z 42
aminokwasow, ktdry jest przedtuzona postacig PHI zwa-
na peptydem histydyno-walinowym (peptide histidine-va-
line — PHV) [19,25,106].

Struktura pierwszorzgdowa VIP, PACAP i PHI jest dobrze
ewolucyjnie zachowana, przy czym najbardziej konserwa-
tywnym peptydem sposréd wszystkich hormonéw peptydo-
wych jest PACAP (tab. 1). Ma on bowiem identyczng struk-
turg pierwszorzedowa u wszystkich zbadanych dotychczas
gatunkéw ssakéw, rézniaca si¢ od peptydu ptakéw (kura)
i ptazéw (zaba) tylko jednym aminokwasem znajdujacym
si¢ odpowiednio w pozycji 2 i 35 [2,78,82,83].

PACAP, VIP oraz PHI sa szeroko rozpowszechnione
w oSrodkowym (0.u.n.) i obwodowym uktadzie nerwowym
kregowcow, gdzie wykazuja plejotropowa aktywnosé bio-
logiczna. W o.u.n. VIP i PACAP, a prawdopodobnie row-
niez PHI, dziataja jako czynniki neuroregulatorowe, neuro-

417



Postepy Hig Med Dosw (online), 2004; tom 58: 416-427

Tabela 1. Pordwnanie sekwencji aminokwasowych peptyddw PACAP, VIP, PHI u rdznych gatunkéw kregowcéw

PACAP

cztowiek, owca, mysz, $winka morska, szczur

HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKRYKQRVKNK

kura HIDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKRYKQRVKNK
zaba HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKRYKQRIKNK
toso$ HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKRYRQRYRNK
sum HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGRRYRQRFRNK

jaszczurka HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL

ostonice 1 HSDGIFTDSYSRYRNQMAVKKYLAAVL

ostonice 2 HSDGIFTDSYSRYRNQMAVKKYINALL

viP

cztowiek, krowa, szczur, Swinia, pies, koza, owca, mysz, matpa

HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSILN

Swinka morska

HSDALFTDTYTRLRKQMAMKKYLNSVLN

0pos

HSDAVFTDSYTRLLKQMAMRKYLDSILN

kura, indyk, zaba, aligator

HSDAVFTDNYSRFRKQMAVKKYLNSVLT

dorsz HSDAVFTDNYSRFRKQMAAKKYLNSVLA
pstrag HSDAIFTDNYSRFRKQMAVKKYLNSVLT
PHI
szczur HADGVFTSDYSRLLGQISAKKYLESLI
krowa HADGVFTSDYSRLLGQLSAKKYLESLI
$winia HADGVFTSDFSRLLGQLSAKKYLESLI
cztowiek HADGVFTSDFSKLLGQLSAKKYLESLM
ztota rybka HADGLFTSGYSKLLGQLSAKEYLESLL
kura HADGIFTSVYSHLLAKLAVKRYLHSLI
indyk HADGIFTTVYSHLLAKLAVKRYLHSLI

przekazniki, czynniki neurotroficzne oraz neuroprotekcyjne
[1,2,19,36,38,41,45,53,55,64,71,83,87,90,92,98,105].

VIP i PACAP wywieraja swoje dziatania biologiczne po-
przez aktywacj¢ swoistych receptoréw btonowych, ktére
naleza do nadrodziny receptoréw zwiazanych z biatkami
G (G-protein coupled receptors — GPCRs). Na podstawie
powinowactwa do réznych endogennych ligandéw, recepto-
ry te podzielono na dwie klasy — receptory typu PAC, oraz
typu VPAC (obejmujace VPAC, i VPAC,) [47]. Receptory
typu PAC, preferencyjnie wiaza PACAP, jednoczesnie wy-
kazujac mate powinowactwo do VIP, natomiast recepto-
ry typu VPAC, i VPAC, maja zblizone powinowactwo do
PACAP i VIP [56,101]. Dane literaturowe wskazuja, ze
takze PHI wykazuje stabe powinowactwo do receptoréw
wspdlnych dla VIP i PACAP, . receptoréw VPAC, i VPAC,.
Oddziatywanie PHI z receptorami swoistymi dla PACAP,
tj. receptorami PAC , wydaje sig niewielkie [43,48].

Pobudzenie receptoréw PACAP/VIP powoduje uaktywnie-
nie szlaku sygnalowego: cyklaza adenylanowa (AC) — cy-

kliczny AMP — kinaza biatkowa A (PKA) [2,56,68,70].
Istniejg réwniez doniesienia o stymulujacym wptywie tych
receptoréw na szlak fosfolipazy C [60,67,69,70,82,94,105]
oraz fosfolipazy D [61]. Pobudzenie receptoréw PACAP/
VIP moze ponadto wywota¢ wzrost wewnatrzkomoérkowe-
2o stezenia jonéw Ca? [2].

NEeuroProTEKCYINA RoLA PACAP

Obecnos¢ duzych stezenn PACAP i jego receptoréw w wie-
lu obszarach rozwijajacego si¢ mézgu sugerowata wptyw
tego peptydu na procesy proliferacji i dojrzewania neuro-
néw. Okazato si¢ jednak, ze PACAP jest nie tylko silnym
czynnikiem neurotroficznym, ale takze neuroprotekcyjnym,
zdolnym do ochrony niedojrzatych neuronéw przed natu-
ralnie wystgpujaca apoptoza.

Czesto wykorzystywanym modelem do badafi nad neu-
roprotekcyjnym potencjatem PACAP sa komoérki ziar-
niste mézdzku szczuréw ze wzgledu na duza immuno-
reaktywnos¢ dla tego peptydu w okresie intensywnego
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Ryc. 1. Mechanizm bezposredniego dziatania PACAP. PACAP za
posrednictwem receptoréw PAC, aktywuje szlak przekazywania
sygnatu zwiazany z cyklaza adenylanowg (AC)

rozwoju mézdzku oraz obecnos¢ duzego stgzenia re-
ceptoréw typu PAC, w zewngtrznej warstwie komorek
ziarnistych kory mézdzku [5,18,85,98,100,101]. W tym
modelu do§wiadczalnym Gonzalez i wsp. wykazali, ze
podanie PACAP spowodowalo znaczacy wzrost liczby
zywych komérek mézdzku — nawet do 95% w poréwna-
niu z kontrola [33]. Badania nad mechanizmem dziata-
nia ujawnity, ze PACAP chronit neurony mézdzku ak-
tywujac, poprzez receptor PAC,, szlak przekazywania
sygnatu: AC - cAMP — PKA. Aktywacja PKA do-
prowadzila z kolei do pobudzenia kaskady kinaz MAP
(mitogen-activated protein kinase) czego wynikiem byta
transkrypcja onkogenu fos (ryc. 1) [65,95,97]. Wykazano
ponadto, ze krétkotrwata inkubacja komoérek ziarnistych
mézdzku z PACAP wywotuje dlugotrwala, 48-godzin-
ng ochrong komoérek przed §miercia, co potwierdza, ze
z neuroprotekcyjnym dziataniem PACAP jest zwiagza-
na aktywacja gendéw wczesnej odpowiedzi komoérko-
wej [97,104].

Pézniejsze badania przeprowadzone na tym samym mode-
lu wskazuja, ze mechanizm neuroprotekcyjnej aktywno-
Sci PACAP jest zwiazany z inhibicja aktywnosci kaspazy
3, enzymu aktywowanego podczas apoptotycznej Smierci
niezréznicowanych neuronéw moézdzku. PACAP spowo-
dowat zalezna od stg¢zenia inhibicje aktywnosci kaspazy
3 przez aktywacj¢ szlakow przekazywania sygnatu zwia-
zanych zaréwno z kinaza biatkowa A (PKA), jak i kinaza
biatkowa C (PKC). W tym przypadku nie dochodzito do
aktywacji kaskady kinaz MAP [99].

Ostatnie badania na modelu komérek ziarnistych mézdzku
dowodza, ze PACAP chroni neurony nie tylko przed natural-
nie wystgpujaca apoptoza w czasie rozwoju mézdzku, ale
zapobiega takze dziataniu wielu neurotoksyn. Wykazano
neuroprotekcyjne dziatanie PACAP wobec nadtleneku wo-
doru (jedna z reaktywnych form tlenu, ktérych akumulacja
odgrywa podstawowa rolg w Smierci neuronéw zwiazanej
z chorobami neurodegeneracyjnymi i udarem) oraz wobec
etanolu (spozycie alkoholu podczas rozwoju ptodowego
moze powodowaé powazne opdZnienie wzrostu, a takze
wady rozwojowe ptodu i gorszy rozwoéj dziecka, tzw. pto-
dowy zespot alkoholowy) [102,103]. Podanie PACAP do
hodowli komérek ziarnistych poddanych dziataniu H,O,
spowodowato znaczacy wzrost liczby zywych neuronéw, co
dowodzi, ze PACAP zapobiegat apoptozie wywotanej stre-
sem oksydacyjnym. Podobnie jak w poprzednich doswiad-
czeniach, mechanizm antyapoptotycznego dzialania PACAP
polegat na aktywacji cyklazy adenylanowej i w konsekwen-
¢ji pobudzenia szlaku kinaz MAP. Wczesniejsze badania
ujawnily, ze apoptoza neuronéw moézdzku jest zwigzana
z fosforylacja kinaz JNK (Jun N-terminal kinase), natomiast
podanie czynnika dziatajacego antyapoptotycznie prowadzi
do fosforylacji kinazy ERK (extracellular signal regulated
kinase) [46]. W oparciu o te fakty ujawniono, ze H,O, po-
woduje fosforylacje JNK, podczas gdy PACAP stymuluje
aktywacje ERK, uniemozliwiajac inicjacje procesu apop-
tozy. Wykazano ponadto, ze podanie PACAP wywotato
catkowita inhibicj¢ zaktywowanej, przez reaktywne formy
tlenu, kaspazy 3, co stanowi kolejny dowdd antyapoptotycz-
nych wtasciwosci PACAP [102]. W przypadku apoptozy
spowodowanej dzialaniem etanolu, PACAP chronit neuro-
ny mézdzku przez inhibicje aktywnosci kaspazy 3 (za po-
Srednictwem szlaku AC — cAMP) [103]. Peptyd VIP, ktéry
wraz z PACAP dziata przez wspdlne receptory typu VPAC,
nie ujawnil neuroprotekcyjnej aktywnosci w obu modelach
doswiadczalnych, co sugeruje, ze PACAP wywiera swoje
dziatania przez receptor PAC, [102,103].

Podobny mechanizm dziatania PACAP stwierdzono po po-
daniu innej neurotoksyny — ceramidu C2. Ceramidy po-
Srednicza w procesach odpowiedzi komdrkowej na stres,
szczegllna rolg pelnigc w kontroli programowanej Smier-
ci komérki. Najnowsze badania potwierdzaja neurotok-
syczny charakter ceramidéw wobec komdrek ziarnistych
mozdzku. Stwierdzono, ze podanie ceramidu C2 do ho-
dowli neuronéw mézdzku zaktywowato kinazg JNK oraz
kaspaze 3, natomiast jednoczesne podanie PACAP i ce-
ramidu C2 wywotato aktywacje kinazy ERK, co w kon-
sekwencji doprowadzito do inhibicji kaspazy 3 [96]. Te
spostrzezenia potwierdzaja, ze neuroprotekcyjne dziata-
nie PACAP polega na natychmiastowej aktywacji szla-
kéw przekazywania sygnatu prowadzacych do zahamowa-
nia apoptozy neuronow.
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Ryc. 2. Mechanizm posredniego dziatania PACAP. PACAP stymuluje
wydzielanie z astrogleju chemokin RANTES i MIP, ktdre
zapobiegajg infekgji wirusem HIV

Wykazano takze, ze PACAP, w spos6b zalezny od stezenia,
zwigksza przezycie komorek ziarnistych mézdzku inkubo-
wanych w medium pozbawionym jonéw potasu. Komorki
ziarniste mézdzku przezywaja i réznicuja si¢ w warunkach in
vitro w obecnosci depolaryzujacych stezert KCI, co prawdo-
podobnie jest zwigzane ze wzrostem wewnatrzkomorkowe-
g0 stgzenia jonéw wapnia i aktywacja kinaz MAP. Niedob6r
jondéw potasu wywotuje apoptoze komorek hodowlanych,
ktéra hamuje podanie PACAP. W tym modelu doswiadczal-
nym PACAP aktywowat kinazy MAP przez stymulacjg szla-
ku AC — cAMP [18]. Najnowsze badania potwierdzily, ze
mechanizm antyapoptotycznych wiasciwosci PACAP opie-
ra si¢ na hamowaniu aktywnosci kaspazy 3 przez szlak AC
— cAMP — PKA. Jednoczesnie aktywacja przez PACAP
biatkowej kinazy A prowadzi do zablokowania kanatu po-
tasowego 1 wzrostu wewnatrzkomorkowego stgzenia jonéw
potasu, co takze hamuje aktywnos¢ kaspazy 3 [62].

PACAP jest réwniez efektywnym czynnikiem neuroprotek-
cyjnym wobec toksycznego dziatania duzych stezen gluta-
minianu. Peptyd ten, w spos6b zalezny od st¢zenia, zapo-
biegal Smierci hodowanych neuronéw korowych wywotanej
dziataniem 1 mM glutaminianu, wykazujac najwicksza sku-
teczno$¢ w bardzo matym stezeniu 10~"* M. Mechanizm
dziatania PACAP w tym modelu do§wiadczalnym nie zostat
wyjasniony [63]. Kolejne badania, prowadzone na hodow-
li neuronalno-glejowej dowodza, ze PACAP moze chronic¢
neurony przed toksycznym dziataniem duzych stgzen glu-
taminianu, dzialajac za posrednictwem komorek astrogle-
jowych. PACAP, pobudzajac ekspresje¢ transporteréw glu-
taminianowych GLT-1 i GLAST intensyfikowal wychwyt
glutaminianu przez astrocyty, a ponadto — wplywajac na
ekspresje syntetazy glutaminianowej — pobudzat metabo-
lizm glutaminianu do glutaminy [28].

Antyapoptotyczne wlasciwosci PACAP stwierdzono takze
wobec neurotoksycznego dziatania ludzkiego biatka prio-

nowego, fragmentu 106—126. Fragment 106—126 biatka
prionowego stanowi zasadniczy obszar, w ktérym docho-
dzi do inicjacji zmian konformacyjnych natywnego biatka
prionowego do postaci toksycznej. Podobnie jak w przy-
padku innych neurotoksyn, PACAP podany do hodowli ko-
morek PC12 hamowatl aktywnos¢ kaspazy 3 przez akty-
wacje szlaku AC — cAMP — PKA [74]. Na tym samym
modelu komérkowym wykazano neuroprotekcyjne dziata-
nie PACAP takze wobec innej neurotoksyny — 3-amyloidu,
jednego z czynnikéw wywotujacych chorobg Alzheimera.
PACAP hamowat apoptoze¢ indukowang f-amyloidem przez
inaktywacje kaspazy 3 [73].

Neuroprotekcyjne wtasciwosci PACAP wykazano tak-
ze na modelu hodowlanych neuronéw kory mézgowej
szczura. PACAP chronit neurony korowe przed toksycz-
nym dziataniem gp120 — glikoproteiny otoczki wirusa
HIV (glikoproteina ta przyczynia si¢ do neurologiczne-
go uposledzenia zwigzanego z infekcja wirusem HIV po-
wodujac zmiany dystroficzne neuronéw piramidowych
kory mézgowej) [8, 51]. W tym przypadku neuroprotek-
cyjne dziatanie PACAP jest posrednie i zachodzi przez
uwalnianie z astrocytéw chemokin RANTES (regulated
upon activation normal T cell expressed and secreted)
(ryc. 2) [16]. Chemokiny RANTES wraz z chemokina-
mi MIP (macrophage inflammatory protein 1-o and 1-
) stanowia ligandy receptoréw CCR3, CCR5, CXCR4,
ktére funkcjonuja jako tzw. ,koreceptory” w oddziatly-
waniach migdzy gp120 wirusa HIV i receptorem CD4
umozliwiajacym fuzje wirusa z komoérka gospodarza
[10,57]. Ligandy wspomnianych receptoréw — czyli
chemokiny RANTES — hamuja infekcj¢ wirusem HIV.
PACAP podany do hodowli neuronéw korowych wywotat
wzmozone wydzielanie chemokin RANTES z astrocy-
téw 1 w ten posredni sposob redukowat toksyczne dzia-
tanie gp120 [16].

Neuroprotekcyjne dziatanie PACAP potwierdzone zosta-
o takze w badaniach in vivo, m.in. na szczurzym mode-
lu choroby Parkinsona. Szczury, ktére poddano dziataniu
6-hydroksydopaminy wykazywaly utratg 95% komoérek
dopaminergicznych istoty czarnej. U zwierzat, ktérym
podano PACAP, a nastgpnie 6-hydroksydopaming stwier-
dzono znaczaco mniejsza utratg komorek dopaminergicz-
nych istoty czarnej oraz ostabienie objawéw zmian neu-
rologicznych [79].

Liczne badania in vivo nad neuroprotekcyjnym potencja-
fem PACAP dotycza takze neuronéw piramidowych regio-
nu CA1 hipokampa. Ze wzgledu na duza wrazliwos¢ ko-
morek piramidowych regionu CA1 na niedokrwienie wiele
badan nad czynnikami neuroprotekcyjnymi przeprowadza-
nych jest wlasnie na tym modelu [24,80,84,86,93]. Pierwsze
doswiadczenia, wykonane na mieszanej hodowli neuronal-
no-glejowej poddanej dziataniu gp120, ujawnity neuropro-
tekcyjne wiasciwosci PACAP wobec tej toksyny. PACAP
znaczaco zapobiegal Smierci neuronéw zaréwno w steze-
niu 0,1 pM, jak i 0,1 nM, co sugeruje zaangazowanie re-
ceptoréw swoistych dla PACAP — PAC,, oraz wsp6lnych
dla VIP i PACAP — receptoréw typu VPAC [1]. W tym mo-
delu dos§wiadczalnym VIP takze silnie chronit neurony hi-
pokampa przed gp120 dziatajac w bardzo niewielkich pi-
komolowych stezeniach [8].
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Zawarto$¢ endogennego PACAP w hipokampie jest mata
w poréwnaniu z innymi obszarami mézgu, ponadto en-
dogenny PACAP moze szybko zanika¢ w neuronach ule-
gajacych degeneracji wywotanej niedokrwieniem; jednak
zwigkszona immunoreaktywnos¢ oraz wzmozona ekspre-
sja mRNA receptoréw PAC, na astrocytach sugeruje moz-
liwos¢ oddziatywania egzogennego PACAP z receptora-
mi PAC, w hipokampie [93]. Wykazano ponadto zdolnos¢
PACAP do przekraczania bariery krew-mézg [4,86]. Tym
samym dozylne podanie PACAP zapobieglo Smierci neuro-
néw obszaru CA1 [80,81,93]. To dziatanie ochronne utrzy-
mywato si¢ nawet po opéZnionym podaniu PACAP —do 12
godzin po wystapieniu niedokrwienia z najsilniejszym efek-
tem neuroprotekcyjnym uzyskanym po 4 godzinach [80].
Kolejne badania przeprowadzone na szczurzym modelu
niedokrwienia wykazaty, ze dokomorowe podanie PACAP
przed wywotaniem ogniskowego niedokrwienia korowe-
go spowodowato znaczace zmniejszenie obszaru martwicy
niedokrwiennej (do 40% po 24 godzinach od wystapienia
niedokrwienia) oraz zmniejszylo zakres ubytkéw czucio-
wo-ruchowych przedniej czgsci ciata [81].

Niedokrwienie wplywa na aktywnos$¢ kinaz MAP,
a w szczegdlnosci kinaz aktywowanych przez stres — INK.
W ciagu pierwszych 6 godzin po wystapieniu niedokrwie-
nia dochodzi do aktywacji kinaz JNK lub p38 (kinaza biat-
kowa aktywowana przez stres, o masie czasteczkowej 38
kDa) badzZ obu, czego konsekwencja jest indukcja apop-
tozy neuronéw. Podanie PACAP hamuje aktywacje¢ kinaz
JNK i stymuluje wydzielanie z astrocytéw interleukiny 6
(IL-6). IL-6 takze hamuje aktywacj¢ szlaku kinaz JNK,
a ponadto aktywuje kinazy ERK. Dane te wskazuja, ze
PACAP moze dziata¢ bezposrednio na neurony lub posred-
nio stymulujac astrocyty do wydzielania czynnikéw neu-
roprotekcyjnych. Peptyd ten moze regulowaé dynamiczna
rownowage migdzy aktywowanym przez czynniki wzro-
stu szlakiem kinaz ERK i aktywowanym przez czynniki
stresowe szlakiem JNK lub/i p38, stanowiac jeden z naj-
skuteczniejszych czynnikéw chroniacych komérki pirami-
dowe hipokampa przed uszkodzeniem i §miercig apopto-
tyczna [24,80,84,85].

NEUROPROTEKCYINA ROLA VIP

Pierwsze doniesienia o neuroprotekcyjnych wiasciwo-
Sciach VIP pojawity si¢ w latach 80. XX w. jako wynik
poszukiwain czynnikéw wptywajacych na elektryczna ak-
tywnos¢ neuronéw, determinujaca ich przezycie w czasie
rozwoju uktadu nerwowego. Badania prowadzone na ho-
dowlach niedojrzatych komérek nerwowych rdzenia kre-
gowego ujawnily, ze po podaniu tetrodotoksyny (TTX),
substancji ktéra wiaze si¢ specyficznie z kanatem sodo-
wym, nastgpita blokada elektrycznej aktywnosci i w kon-
sekwencji obumieranie neuronéw. Blokada spontanicznej
aktywnosci elektrycznej moze wywotaé Smier¢ nawet 50%
neuronéw w czasie krytycznego okresu rozwoju — poda-
nie VIP zapobiegto temu zjawisku [7]. Dalsze badania
nad mechanizmem dziatania VIP w tym modelu doswiad-
czalnym dowiodly, ze dziatanie tego peptydu jest zwia-
zane z komérkami glejowymi majacymi swoiste dla VIP
receptory typu VPAC. Stwierdzono, ze peptyd ten stymu-
luje astrocyty do uwalniania czynnikéw, ktére moga chro-
ni¢ réznicujace si¢ neurony przed blokada ich aktywnosci
elektrycznej. Do takich czynnikéw nalezy interleukina 1o

VIP

IL-1
>

VP RANTES

P
ASTROGLEJ

IL-6 _ Je.
/
NT-3

¥ -
: ADNP
ADNE
S aRes
ADNY-14 ADNF-9  NAP

Ryc. 3. Mechanizm dziatania VIP. VIP stymuluje wydzielanie z
astrogleju czynnikéw o wiasciwosciach neuroprotekcyjnych,
takich jak: IL-1, IL-6, proteasowa neksyna 1 (PN-1),
chemokiny RANTES i MIP oraz dziatajace najsilniej — czynnik
neuroprotekcyjny zalezny od aktywnosci (ADNF) i biatko
neuroprotekcyjne zalezne od aktywnosci (ADNP). Peptydy
ADNF-14 i ADNF-9 stanowia aktywne fragmenty biatka
macierzystego ADNF, natomiast peptyd NAP jest fragmentem
biatka ADNP

(IL-1), a takze proteazowa neksyna 1, ktére podane jed-
noczesnie z TTX zwigkszaly przezycie neuronéw rdzenia
kregowego [14,17,27].

Kolejne badania dowiodty, ze pod wptywem VIP wydzie-
lane sa takze inne czynniki o wtasciwosciach neuropro-
tekcyjnych, takie jak: interleukina 1B (IL-1p), interleuki-
na 6 (IL-6), chemokiny RANTES i MIP oraz neurotrofina
3 (NT-3) [17].

Ujawniono réwniez, ze neuroprotekcyjne dziatanie VIP
moze polega¢ na hamowaniu uwalnianych z mikrogleju
czynnikéw prozapalnych indukujacych §mier¢ neuronéw
w chorobach neurodegeneracyjnych. VIP znaczaco bloko-
wat aktywacj¢ mikrogleju i wydzielanie czynnika martwi-
cy nowotworéw (TNF-ov), interleukiny 1 oraz tlenku azotu
w modelach choroby Parkinsona i urazu mézgu [20,21].

Wigkszos¢ badan dotyczacych neuroprotekcyjnych wtasci-
wosci VIP wskazuje, ze mechanizm dzialania tego peptydu
oparty jest przede wszystkim na stymulowaniu ekspresji
i wydzielania czynnikéw pochodzacych z gleju (ryc. 3).

Najbardziej aktywnym czynnikiem posredniczacym
w ochronie neuronéw przed blokada aktywnosci elek-
trycznej okazato si¢ niewielkie biatko (masa czastecz-
kowa 14 kDa), wydzielane z gleju w odpowiedzi na VIP
okreslane jako czynnik neurotroficzny zalezny od aktyw-
nosci (activity-dependent neurotrophic factor — ADNF) [9].
ADNF charakteryzuje si¢ strukturalnym pokrewieristwem
z biatkiem szoku cieplnego hsp60. Podobieristwo to doty-
czy 14-aminokwasowego fragmentu biatka ADNF, ktéry
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Ryc. 4. Pordwnanie sekwencji 14-aminokwasowych fragmentow biatek ADNF i hsp60
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Ryc. 5. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych peptydéw ADNF-14, ADNF-9 oraz NAP

Tabela 2. Skuteczno$¢ neuroprotekcyjnego dziatania peptydow
ADNF-14, ADNF-9 i NAP wobec neurotoksyn zwigzanych
z chorobami neurodegeneracyjnymi

ADNF-14 ADNF-9 NAP
TTX 107"%-10"M 1077-10"°M 1078-10""M
[-amyloid | 107-10""M 107-10""M 10"%-10""M
gp120 >10""M 10-*-10""M
NMDA >10""M >10""M >107"M

Skréty: TTX — tetrodotoksyna; gp120 — glikoproteina otoczki wirusa
HIV; NMDA — N-metylo-D-asparaginian

jest homologiczny do réwniez 14-aminokwasowego frag-
mentu biatka hsp60. Dwie reszty serynowe obecne w se-
kwencji ADNF sg niezbedne do petnej biologicznej ak-
tywnosci tego biatka, bowiem ich podstawienie prowadzi
do utraty aktywnosci ADNF (ryc. 4).

Ze wzgledu na podobienistwo migdzy hsp60 a ADNF prze-
prowadzone zostaly dalsze badania, ktére miaty na celu
znalezienie zwigzku migdzy tymi dwoma biatkami oraz zi-
dentyfikowanie najkrétszej sekwencji niezbgdnej do zacho-
wania neuroprotekcyjnej aktywnosci ADNF. Rezultatem
byto wykrycie 9-aminokwasowego peptydu okreslanego
jako ADNF-9 (ryc. 5) [9,10,11,12,13,15,37].

Doswiadczenia przeprowadzone na hodowli neuronéw ko-
rowych szczura z uzyciem tetrodotoksyny wykazaty uni-
katowe dziatanie peptydéw pozyskanych z biatka ADNF.
Okazato si¢ bowiem, ze czynniki ADNF-14 i ADNF-9 juz
w femtomolowych stgzeniach zapobiegaja Smierci komo-
rek, przy rosnacych st¢zeniach ich dziatanie stabnie, na-
tomiast przy stezeniach wyzszych od 1 mM nie obserwu-
je sig¢ widocznych dziatan. Zastosowanie biatka hsp60 nie
wplyneto na przezycie neuronéw poddanych dziataniu TTX.
Podobnie, podanie 14-aminokwasowego peptydu uzyska-

nego z biatka hsp60 homologicznego do ADNF-14 wywo-
talo stabsza o prawie 50% ochrong neuronéw przed TTX.
Te dane wskazuja, ze pomimo strukturalnego podobien-
stwa migdzy hsp60 i ADNEF, biatka te charakteryzuja si¢
odmienng aktywnoscig biologiczng, a obecne w sekwen-
cji ADNF dwie reszty serynowe maja podstawowe zna-
czenie dla neuroprotekcyjnych wtasciwosci ADNF i jego
pochodnych. Ujawniono ponadto, ze ADNF-14 wykazuje
identyczna aktywnos$¢ i skutecznos$¢ dziatania jak biatko
macierzyste ADNF, natomiast peptyd ADNF-9 przewyzsza
wlasciwosci neuroprotekcyjne obu tych czasteczek.

Niezwykte wiasciwosci rodziny ADNF potwierdzity sig
wobec innych neurotoksyn zwigzanych z chorobami neuro-
degeneracyjnymi mézgu. Badania wykonane in vitro ujaw-
nity, ze rodzina czasteczek ADNF, dzialajac juz w femto-
molowych stezeniach, w zakresie 107—107"> M, zapewniata
ochrong neuronéw przed dziataniem takich neurotoksyn jak:
gp 120, B-amyloid (fragment aminokwasowy 25-35), a tak-
ze wobec NMDA (N-metylo-D-asparaginian pobudza re-
ceptory NMDA odgrywajace pierwszoplanowa role w pro-
cesie ekscytotoksycznosci) (tab. 2) [9,11,12,13,15,37].

Jak juz wspomniano, peptyd ADNF-9 przewyzsza neuropro-
tekcyjne wlasciwosci zaréwno macierzystego biatka ADNF,
jak i peptydu ADNF-14. Dziatania ADNF-9 sa dtugotrwate
nawet po krétkiej inkubacji, bowiem juz dwugodzinna in-
kubacja komoérek korowych mézgu szczura z ADNF-9 za-
pewniata 5-dniowy okres ochronny przed dziataniem TTX.
Co wigcej, w dalszych doswiadczeniach ujawniono brak
biologicznie aktywnego peptydu juz 15 minut po podaniu
ADNF-9 do hodowli, co sugeruje, ze wplyw tego pepty-
du na neurony prowadzi do zmian na poziomie transkryp-
cji poprzez stymulacj¢ ekspresji czynnikéw zapewniaja-
cych dlugotrwata ochrong komorki [15]. Potwierdzeniem
tej hipotezy moga by¢ wyniki badan Glaznera i wsp. [32],
ktére wykazaly, ze 1-godzinna inkubacja neuronéw hipo-
kampa z ADNF-9 wywotala znaczacy wzrost aktywnej
postaci NF-xB (nuclear factor kB) — czynnika transkryp-
cyjnego, ulegajacego zwigkszonej ekspresji pod wptywem
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stresu oksydacyjnego. Czynnik NF-kB uczestniczy w re-
gulacji ekspresji genéw odpowiadajacych m.in. za supresje
apoptozy. Po przemieszczeniu do jadra komorek czynnik
ten aktywuje regulowane przez siebie geny laczac si¢ z se-
kwencja ,,kB” w ich promotorach. Z kolei biatkowe produk-
ty tych gendéw zapewniaja przezycie komérek, w ktérych
ulegaja ekspresji [32]. Stwierdzono ponadto, ze ADNF-9
chronit hodowlane neurony hipokampa przed apoptoza ha-
mujac akumulacjg¢ reaktywnych form tlenu powstatych na
skutek stresu oksydacyjnego [30]. Inne badania nad me-
chanizmem dziatania ADNF-9 ujawnily natomiast zwiazek
migdzy tym peptydem a biatkiem szoku cieplnego hsp60.
Na modelu hodowlanych neuronéw korowych wykazano,
ze ADNF-9 powoduje wzrost wewnatrzkomoérkowego po-
ziomu hsp60, a ponadto, podany jednoczesnie z $-amylo-
idem, zapobiega zmniejszeniu ekspresji hsp60 wywotane;j
toksycznym dziataniem B-amyloidu [107]. Dane te wska-
zuja, ze prawdopodobnie dziata jeden z potencjalnych me-
chanizméw ADNF-9.

Oprécz badan ¢n vitro nad neuroprotekcyjnymi wlasciwo-
Sciami ADNF-9 przeprowadzone zostaly doswiadczenia
in vivo. Badania na embrionach szczurzych z wykorzy-
staniem modelu nasladujacego opdZnienie wzrostu — po-
wszechne u niemowlat urodzonych przez matki zarazone
wirusem HIV, potwierdzity role¢ ADNF-9 w ochronie przed
gp120. Jednoczesne podanie ADNF-9 z gp120 zapobie-
gto opéZnieniu wzrostu embrionéw [22]. W innych bada-
niach, ADNF-9 okazat si¢ silnym czynnikiem stymuluja-
cym wzrost embrionéw, co wskazuje, ze moze on dziatac¢
jako endogenny czynnik regulujacy wzrost w czasie roz-
woju embrionalnego [31,52].

Obiecujace okazaly si¢ takze badania z wykorzystaniem
modelu myszy z niedoborem apolipoproteiny E (apoE).
Niedobér apoE stanowi jeden z czynnikéw patogenetycz-
nych modelu zwierzgcego choroby Alzheimera. Zwierzeta
te charakteryzowaty si¢ uposledzeniem pamigci krétkotrwa-
tej oraz zdolnosci uczenia si¢ na skutek dysfunkcji neu-
ronéw cholinergicznych. Codzienne podawanie ADNF-9
(przez 7 dni) spowodowato poprawe pamigci krétkotrwa-
fej i zdolnosci uczenia si¢ zwierzat [37,39].

Ze wzgledu na znaczace neuroprotekcyjne wiasciwosci
ADNF-14 i ADNF-9 podjeto kolejne badania, ktérych
celem byto zidentyfikowanie innych czynnikéw dziata-
jacych neuroprotekcyjnie w femtomolowych st¢zeniach.
Rezultatem bylto odkrycie 8-aminokwasowego peptydu na-
zwanego NAP (ryc. 5). Aktywnos$¢ neuroprotekcyjna pep-
tydu NAP zostata oceniona na podstawie zablokowania
elektrycznej aktywnosci hodowanych neuronéw korowych
szczura za pomocg TTX. Otrzymano zdumiewajace wyni-
ki: NAP w stezeniach w zakresie 10-'*~10~"* M chronit neu-
rony przed blokada aktywnosci elektrycznej. W przypad-
ku innych neurotoksyn (gp120, B-amyloid, NMDA) NAP
takze dziatal neuroprotekcyjnie w femtomolowych steze-
niach (tab. 2) [6,15,37].

Peptyd NAP jest fragmentem endogennego biatka o ma-
sie czasteczkowej 92 kDa. Ze wzgledu na niezwykle neu-
roprotekcyjne wlasciwosci NAP pokazane w doSwiadcze-
niach z TTX, macierzyste biatko tego peptydu nazwane
zostalo bialkiem neuroprotekcyjnym zaleznym od aktyw-
nosci — ADNP (activity-dependent neuroprotective prote-

in) [29,37,40,108]. Strukturalne i funkcjonalne podobien-
stwo migdzy rodzina czynnikéw ADNF i nowo odkrytym
biatkiem ADNP sktonito do podjecia badan nad potencjal-
nym zwiazkiem migdzy ADNP i VIP. Wykazano, ze steg-
zenie mRNA dla ADNP w astrocytach szczura zwigkszy-
to sig¢ 2-3-krotnie w odpowiedzi na inkubacj¢ z VIP, co
potwierdzito przypuszczenia, ze ADNP oraz pozyskany
z tego biatka niezwykle aktywny 8-aminokwasowy pep-
tyd NAP, to kolejne czynniki posredniczace w neuropro-
tekcyjnych dziataniach VIP [6].

Neuroprotekcyjne dziatanie NAP obserwowane w steze-
niach femto- i pikomolowych potwierdzity kolejne badania
in vitro. Doswiadczenia nad wptywem niedoboru gluko-
zy na przezycie neuronéw wskazywaty na rolg¢ NAP jako
czynnika zapobiegajacego Smierci neuronéw zwigzanej
z ostabionym metabolizmem glukozy. Ujawniono ponad-
to, ze NAP, podany bezposrednio do hodowli, chronit neu-
rony w nieobecnosci komérek glejowych [109].

W podobnie matych st¢zeniach NAP zapobiegal apoptozie
hodowanych komoérek PC12 oraz ludzkiej neuroblastomy
wywotanej przez toksyczne dziatanie duzych st¢zen dopa-
miny oraz 6-hydroksydopaminy (duze st¢zenia dopaminy,
a zwlaszcza produkty jej utleniania wywotuja Smier¢ ko-
morek dopaminergicznych w chorobie Parkinsona). W mo-
delu tym wykazano takze antyapoptotyczne wiasciwosci
NAP wobec obnizonego poziomu glutationu, co sugeruje
potencjalny mechanizm dziatania NAP oparty na ochronie
komorek przed stresem oksydacyjnym, zwiazanym z nie-
prawidlowym metabolizmem glutationu [72]. Podobny me-
chanizm dziatania NAP zwigzany z ochrong komoérek przed
stresem oksydacyjnym wykazano takze na modelu komé-
rek PC12 poddanych dziataniu nadtlenku wodoru [89].

Inny mechanizm dziatania NAP sugeruja doswiadcze-
nia przeprowadzone na modelu choroby Alzheimera.
Ujawniono, ze NAP — w stgzeniach femtomolowych — ha-
mowat agregacje B-amyloidu taczac si¢ z duzym powino-
wactwem do jego fragmentu 25-35. Przytaczenie NAP za-
pobiegto zmianie konformacji prawidtowego B-amyloidu
do postaci toksycznej [3].

Niedawne badania wykazaty zdolnos¢ peptydu NAP do in-
terakcji z jednym z istotnych biatek budujacych cytoszkie-
let komorki — tubuling o — biatkowa podjednostka mikro-
tubul. NAP podany do hodowanych astrocytéw poddanych
dziataniu cynku (jony cynku powoduja demontaz mikrotu-
bul) zainicjowal polimeryzacj¢ mikrotubul przywracajac
prawidiowg strukture szkieletu komérki [23].

Neuroprotekcyjne whasciwosci peptydu NAP potwierdzo-
no réwniez na wielu modelach in vivo. Do§wiadczenia na
modelu szczuréw z niedoborem apoE ujawnity, ze codzien-
ne podawanie tego 8-aminokwasowego peptydu nie tylko
poprawito zdolnosci uczenia si¢ zwierzat oraz zapobie-
glo utracie pamigci krétkotrwatej, ale ponadto NAP chro-
nit przed utrata aktywnosci acetylotransferazy cholinowe;j
czego nie obserwowano po podaniu ADNF-9. Co wigcej,
identyczny wynik uzyskano po donosowym podaniu tego
peptydu. Doswiadczenia ze znakowanym NAP wykaza-
ty, ze peptyd ten przekraczat barier¢ krew-moézg, a odpo-
wiedz uzyskana po podaniu NAP swiadczy o tym, ze do-
nosowe zastosowanie matych dawek (3 pg/kg m.c.) tego
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peptydu jest wystarczajace do osiagnigcia efektywnego
stgzenia w mézgu [34,37,39,42].

NAP i ADNF-9 wykazaty duza skutecznos¢ dziatania in
vivo takze na modelu ptodowego zespotu alkoholowego.
Podanie NAP cig¢zarnym myszom poddanym dziataniu
alkoholu etylowego spowodowato znaczacy wzrost licz-
by zywych ptodéw, natomiast jednoczesne podanie NAP
i ADNF-9 zapobieglo uposledzeniu wzrostu oraz mikro-
cefalii. Dziatanie obu peptydéw oceniono po uptywie 10
dni od podania, co sugeruje wydtuzony okres ich neuropro-
tekcyjnego dziatania. Podanie NAP i ADNF-9 zapobiegto
takze wywotanym przez etanol zmianom poziomu zreduko-
wanej i utlenionej postaci glutationu u ptodéw, co wskazu-
je na potencjalny mechanizm dziatania oparty na ochronie
neuronéw przed zmiana w metabolizmie glutationu prowa-
dzaca w konsekwencji do stresu oksydacyjnego [88].

Niezwykle efektywne dziatanie neuroprotekcyjne tych
krotkich peptydéw, a przede wszystkim peptydu NAP
oraz to, ze peptyd ten jest fragmentem endogennego biat-
ka macierzystego ADNP zidentyfikowanego w tkankach
embrionéw mysich, sktonito do podjecia badan nad rola
ADNP na modelu ptodowego zespotu alkoholowego [76].
Alkohol znaczaco zwigksza ekspresje mRNA dla ADNP
obecnego w embrionach mysich (6smy dzien ciazy) oraz
w btonie podstawnej. Podwyzszona ekspresja mRNA dla
ADNP utrzymywata si¢ przez 10 dni od podania alkoho-
lu [77]. Spostrzezenia te sugeruja, ze ADNP moze dziataé
jako endogenny czynnik neuroprotekcyjny.

Badania przeprowadzone na modelu niedokrwienia mé-
zgu u szczuréw ujawnity, ze NAP podany dozylnie zna-
czaco obniza utratg¢ zdolnosci ruchowych oraz rozmiar ob-
szaru martwicy niedokrwiennej. Co wigcej, NAP dziatat
neuroprotekcyjnie takze po podaniu opéZnionym — 4 go-
dziny po wystapieniu niedokrwienia. Dalsze do§wiadcze-
nia wykazaty, ze obszar martwicy niedokrwiennej i utra-
ta zdolnosci ruchowych pozostaty niewielkie przez 30 dni
u zwierzat poddanych dziataniu NAP. To, ze podanie tego
peptydu znaczaco obnizyto liczbe komdrek apoptotycz-
nych $wiadczy¢ moze o zahamowaniu aktywnosci gtow-
nych czynnikéw wyzwalajacych apoptoze [58].

Mechanizm neuroprotekcyjnego dziatania wydzielanych z gle-
ju pod wptywem VIP czynnikéw ADNF i ADNP nadal po-
zostaje niewyjasniony. Dane doswiadczalne uzyskane w cig-
gu ostatnich kilku lat wskazuja na dziatania ukierunkowane
na ochrong neuronéw przed stresem oksydacyjnym, ekscyto-
toksycznoscia, blokada aktywnosci elektrycznej, niedoborem
glukozy, demontazem mikrotubul oraz zmiana konformacji
natywnych biatek do postaci toksycznych. Badania wskazuja
tez na dtugotrwate ochronne dziatanie tych czynnikéw, trwa-
jace od kilku dni do kilku tygodni po podaniu. Sadzi si¢ wigc,
ze wihasciwosci neuroprotekcyjne tych czynnikéw moga by¢
takze zwiazane z wptywem na ekspresje genéw odpowiada-
jacych za dtugotrwata ochrong komérek [35,37,41].

NEuroPROTEKCYINA RoLA PHI

W pierwszej potowie lat 90 ubiegtego stulecia Hill i wsp.
[49, 50] wykazali w mézgu szczura obecnos¢ receptoréw
VIP zaleznych i niezaleznych od GTP. Receptory zalezne
od GTP reprezentuja wspomniane receptory typu VPAC,

natomiast receptory niezalezne od GTP stanowia naj-
prawdopodobniej nowa klasg receptoréw VIP i PACAP.
Wystgpowanie receptoréw VIP niewrazliwych na nukleoty-
dy guanylowe wykazano takze w watrobie 4-dniowych kur-
czat [75]. Receptory te rozpoznawaty, oprécz VIP i PACAP,
takze PHI. W preinkubowanym w obecnosci Gpp(NH)p
preparacie btonowym watroby, niezalezne od GTP miej-
sca wiazace ('"*I)VIP (Mr=48 kDa) wykazywaty 17 razy
wigksze powinowactwo do PHI niz w preparacie kontrol-
nym, tj. nietraktowanym Gpp(NH)p [75].

Prace z ostatnich kilku lat pochodzace z renomowanych
laboratoriéw, kierowanych m.in. przez Gozes (Tel-Aviv
University) i Brennemana (NIH, Bethesda), czy Gressensa
(INSERM, Paryz), sugeruja, ze opisywane wlasciwosci
neurotroficzne VIP moga wynikaé z aktywacji receptoréw
VIP, niewrazliwych na GTP i sprzezonych z torem sygna-
lizacyjnym niezaleznym od cAMP [26,45,50,52,66,87].
Za mozliwoscia udziatu tego typu receptora w procesach
wzrostu i réznicowania komorek i tkanek przemawia tak-
ze ekspresja tego typu receptoréw we wczesnych stadiach
rozwoju embrionalnego szczura (E9,5) [44,50].

Powyzsze obserwacje, jak i wielokrotnie wykazany w wa-
runkach eksperymentalnych neuroprotekcyjny potencjat
VIP i PACAP sktonity naukowcéw do rozpoczecia badan
nad potencjalnym dziataniem neuroprotekcyjnym PHI —
peptydu strukturalnie i funkcjonalnie zblizonego do VIP.

W badaniach wykonanych na hodowlach mysich komérek
neuroblastoma (Neuro2a) Lelievre i wsp. [59] wykazali ha-
mujacy wptyw PHI na proliferacj¢ badanych komoérek, przy
czym PHI dziatat w stezeniu mniejszym niz VIP. W modelu
tym PACAP zastosowany w matych stgzeniach aktywowat
proliferacj¢ komoérek neuroblastoma. W przeciwienstwie do
VIP, ktéry stymulowat wytwarzanie cAMP, PHI nie wptywat
na poziom tego nukleotydu. Ponadto, dziatanie VIP hamowa-
ne bylo przez inhibitory PKA, natomiast dziatanie PHI byto
niezalezne od PKA. Dziatanie PHI i PACAP byto sprz¢zone
z torem sygnalizacyjnym kinaz MAP. Kolejne doswiadczenia
wykazaty na uzytych w tych badaniach komérkach neurobla-
stoma obecnos¢ miejsc wigzacych PHI, ktore nie reagowaty
z VIP. Obserwacja ta potwierdza, ze w dziataniu PHI w oma-
wianym modelu nie uczestniczyty receptory VIP i PACAP.
Mechanizm dziatania PHI pozostaje nieznany, jednakze uzy-
skane wyniki wyraznie wskazuja, ze peptyd ten moze odgry-
wac istotng rolg we wzroscie guzow neuroblastoma.

Innym dowodem na to, ze PHI moze spetnia¢ funkcje neu-
roprotekcyjne jest wptyw tego peptydu na hodowlg neu-
ronéw rdzenia krggowego szczura [55]. PHI stymulowat
wzrost neurytéw w hodowli brzusznych neuronéw rdzenia
kregowego. Zdaniem badaczy, neurotroficzny wptyw PHI
na neurony rdzenia krggowego wskazuje, ze peptyd ten —
wraz z podobnie dziatajacym w tym uktadzie VIP — moze
okazac si¢ czynnikiem terapeutycznym w chorobach neu-
rodegeneracyjnych, takich jak np. stwardnienie zanikowe
boczne (amyotrophic lateral sclerosis — ALS).

PERSPEKTYWY

VIP i PACAP oraz peptydy typu ADNF czy ADNP, sa endo-
gennymi substancjami majacymi znaczacy, a w przypadku
ADNF i ADNP ogromny potencjat neuroprotekcyjny. Mozna
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zatem przypuszczac, ze w przypadku wystepujacego procesu
neurodegeneracyjnego wymienione peptydy — skoro funk-
cjonuja w zdrowym organizmie — stanowig element natural-
nego mechanizmu obronnego. W warunkach doswiadcze-
nia, a wigc w sytuacji indukowanej neurodegeneracji przez
zastosowanie duzych st¢zen neurotoksyn, ochronne mecha-
nizmy endogenne wydaja si¢ zbyt stabe i niewystarczajace,
by skutecznie przeciwdziata¢ gwalttownie rozwijajacemu si¢
procesowi destrukcyjnemu. Dopiero ich aktywacja — przez
podanie egzogennych, jednak naturalnych peptydow ,,anty-
neurodegeneracyjnych”, takich jak np. PACAP, VIP, ADNF
czy ADNP, a by¢ moze i innych, uruchamia, a wtasciwie po-
teguje istniejace endogenne mechanizmy obronne tkanki-na-
rzadu-organizmu. Wyniki badan zaréwno in vivo, jak i in
vitro z zastosowaniem modeli zwierzgcych lub ludzkich linii
komorkowych sugeruja prawdopodobne mechanizmy mole-
kularne, lezace u podstaw indukowanego farmakologicznie
lub niedotlenieniem procesu neurodegeneracyjnego, jednak-
ze nie upowazniaja do prostego ich przeniesienia do podob-
nych choréb cztowieka. Choroby neurodegeneracyjne, takie
jak chociazby choroba Alzheimera czy Parkinsona, rozwija-
ja si¢ podstepnie przez wiele lat, dajac wyrazne objawy kli-
niczne dopiero wowczas, kiedy proces patologiczny jest juz

PismiENNICTWO

mocno zaawansowany. Podejmowane w takim stanie lecze-
nie, ktdre czgsto nie niweluje przyczyny a redukuje jedynie
objawy schorzenia, okazuje si¢ mato skuteczne. Czy zatem
6w proces patologiczny rozwija si¢ dlatego, ze endogenne
mechanizmy ochronne sg zbyt stabe? Nie jest wykluczo-
ne, ze tak jest — chociaz dowodéw bezposrednich potwier-
dzajacych taka tezg wciaz brakuje. Przyjmujac jednak taki
punkt widzenia za prawdopodobny, stusznymi wydaja si¢
proby ,.terapeutycznego” wykorzystywania takich substan-
¢ji endogennych, o ktérych juz wiadomo (z doswiadczen
na modelach zwierzgcych), ze maja potencjal neuroprotek-
cyjny. W opinii autoréw niniejszego przegladu, takie pepty-
dy jak VIP, PACAP, PHI, ADNF i ADNP, a takze ich syn-
tetyczne analogi, moga wytycza¢ droge ku skuteczniejsze;j
terapii réznorodnych proceséw neurodegeneracyjnych — te-
rapii opartej na aktywacji naturalnych (endogennych) proce-
séw ochronnych przed tego typu patologiami. Dane litera-
turowe — o ktérych mowa w niniejszej pracy - wskazuja, ze
poszukiwanie efektywnych, silnie dziatajacych i swobod-
nie przenikajacych przez blony komérkowe peptydowych
substancji neuroprotekcyjnych ma juz swoje spektakularne
osiagnigcia, a najblizsze lata najprawdopodobniej przynio-
sg ich jeszcze wigcej.
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