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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Wyniki ostatnich badan wskazujg, ze metformina (niezaleznie od dziatania antyhipergli-
kemicznego) moze hamowaé procesy neurozapalne i bezpos$rednio wptywaé na o$§rodkowy
uktad nerwowy. Mechanizmy molekularne, przez ktére metformina dziata przeciwzapal-
nie w mézgu sa stosunkowo mato poznane. Obecnie przyjmuje sie, ze mechanizm dziata-
nia metforminy polega gtéwnie na aktywacji kinazy biatkowej aktywowanej przez AMP
(AMPK). Udowodniono jednak, ze pewne o$rodkowe dziatania biologiczne metforminy
(np. uwalnianie cytokin, ekspresja arginazy I lub PGC-1a) nie zaleza od aktywacji AMPK,
ale zachodza poprzez mechanizmy AMPK-niezalezne. W artykule oméwiono aktualne
dane wskazujace, iz korzystny wptyw metforminy obserwowany w eksperymentalnych
modelach choréb neurodegeneracyjnych moze by¢é skutkiem promowania w mézgu tzw.
alternatywnej aktywacji mikrogleju.

metformina - AMPK - mikroglej - cytokiny - neurodegeneracja - mézg

Key words:

Summary

The results of recent studies suggest that metformin, in addition to its antihyperglycemic
efficacy, may also attenuate neuroinflammation and directly act on the central nervous sys-
tem. However, the molecular mechanisms by which metformin exerts its anti-inflammatory
effects in the brain remain largely unknown. Adenosine-monophosphate-activated protein
kinase (AMPK) activation is the most well-known mechanism of metformin action. However,
some of the biological responses to metformin (e.g. the release of cytokines and the expression
of arginase I or PGC-1a) are not limited to AMPK activation but also are mediated by AMPK-
-independent mechanisms. This article reviews current evidence supporting the hypothesis
that the shift of microglia toward alternative activation may underlie the beneficial effects of
metformin observed in animal models of neurological disorders.
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Wsrep

Metformina (N1,N1-dimetylobiguanid) jest pochodna
guanidyny o dwéch metylowych podstawnikach bocz-
nych. Wartoci statej dysocjacji (pKa) wynosza 2,81 11,5,
co powoduje, iz w warunkach fizjologicznych metfor-
mina wystepuje gtéwnie w postaci kationowej (>99,9%)
o duzej hydrofilno$ci [47]. Postaé niezjonizowana met-
forminy (<0,01%), ze wzgledu na obecno$é grup mety-
lowych, charakteryzuje bardzo mata rozpuszczalnosé
w ttuszczach o czym $wiadczy warto$é wspétczynnika
podziatu n-oktanol/woda wynoszacy -1,43. Dlatego tez
jej transport bierny przez btony komérkowe jest ogra-
niczony [47]. Catkowita biodostepno$¢ po podaniu do-
ustnym mieéci sie w zakresie 50-60%. Metformina nie
wiaze sie z biatkami osocza, a jej objetos¢ dystrybucji
(Vd) wynosi okoto 4 L/kg [100]. W organizmie cztowieka
(w przeciwieristwie do szczura) metformina wlasciwie
nie podlega biotransformacji i jest wydalana gtéwnie
z moczem [3,4]. Czas potowiczej eliminacji leku wynosi
okoto 4-5 godzin [100].

Metformina weszta w sktad lekéw przeciwcukrzycowych
w latach 50 ub.w. i do dzisiaj, w USA i w wiekszo$ci kra-
jéw europejskich, jest jedyna pochodna biguanidu stoso-
wang w lecznictwie. W oparciu o wyniki badania United
Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS) opubliko-
wanego w 1998 r. oraz zgodnie z aktualnymi wytycznymi
polskich i $wiatowych towarzystw diabetologicznych
metformina jako jedyna, wraz z odpowiednig dieta, po-
winna by¢ lekiem pierwszego rzutu w cukrzycy typu
2 [38]. Badanie UKPDS wykazato m.in., ze metformina
obniza ryzyko wystapienia incydentéw sercowo-naczy-

niowych niezaleznie od dziatania antyhiperglikemicz-
nego [66]. Obserwacje te sktonity badaczy do okresle-
nia bezposredniego wpltywu metforminy na rézne typy
komérek, zwtaszcza budujace $ciany naczyn krwiono-
$nych. Przeprowadzone doswiadczenia udowodnily, ze
metformina hamuje odpowiedz zapalna w komérkach
$rédblonka naczyniowego [46], monocytach/makrofa-
gach [66] oraz proliferacje mieéni gladkich w $cianie
naczyniowej [61]. Odkryte wtasciwoéci przeciwzapalne
iantyproliferacyjne byty podstawa do okre$lenia czesto-
$ci wystepowania choréb nowotworowych u pacjentéw
z cukrzycg typu 2 leczonych metformina. Wyniki badar
obserwacyjnych wykazaly, ze stosowanie leku w tej gru-
pie chorych istotnie redukuje ryzyko rozwoju nowotwo-
réw, niezaleznie od jej dziatania antyhiperglikemicznego
[14,31,63]. Antymitotyczne i przeciwnowotworowe wta-
$ciwo$ci metforminy potwierdzono w licznych ekspe-
rymentach zaréwno na zwierzetach doswiadczalnych,
jak i na liniach ludzkich komérek nowotworowych
[1,2,3,7,39,45,50,90,111]. Sugeruje sie zatem, ze metfor-
mina w przyszto$ci moze by¢ lekiem stosowanym w te-
rapii adiuwantowej (uzupetniajacej) nowotwordw. Tym
bardziej ze dziatanie przeciwnowotworowe leku obser-
wowano w stezeniach terapeutycznych osigganych u pa-
cjentéw z cukrzyca typu 2 po podaniu standardowych
dawek i wobec komérek nowotworowych pochodzacych
z réznych narzadéw (mézgu, ptuc, nerek, jelita i prosta-
ty) [69]. Wyniki préb klinicznych w bliskiej perspektywie
powinny ostatecznie zweryfikowaé hipoteze o istotnej
antyneoplastycznej aktywnosci metforminy.

Badania przeprowadzone w ostatnich latach na zwierze-
cych modelach choréb neurozapalnych i neurodegene-
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racyjnych dowodzg, ze metformina réwniez wyraznie
korzystnie wptywa na naturalny ich przebieg. Podawa-
nie metforminy istotnie poprawia funkcje motoryczne
u myszy R6/2, stanowiacych transgeniczny model cho-
roby Huntingtona, oceniane testami behawioralnymi [64]
i powoduje wydtuzenie czasu przezycia szczuréw w mo-
delu anoreksji wywotanej chorobg nowotworowa [85].
Lek wykazuje dziatanie neuroprotekcyjne hamujac apop-
toze neuronéw korowych szczura w modelu stresu oksy-
dacyjnego zwiazanego z cukrzyca [22,29] oraz apoptoze
w hodowli pierwotnej szczurzych neuronéw hipokampa
w warunkach jednoczesnej deprywacji tlenu i glukozy
(oxygen and glucose deprivation, OGD) [70]. Metformi-
na poprawia tez naturalny przebieg eksperymentalnego
autoimmunologicznego zapalenia mézgu u myszy [73].
Ponadto skutecznie przeciwdziata nadmiernej aktywacji
szlaku sygnatowego mTOR (mammalian target of rapa-
mycin) zaangazowanego w regulacje licznych proceséw
komérkowych zaréwno w rozwijajagcym sie, jak i dojrza-
tym mézgu [102]. Poniewaz nasilona aktywacja $ciezki
sygnatowej mTOR moze prowadzi¢ do zaburzeri neuropla-
stycznodci, zatem dziatanie hamujace metforminy moze
mieé znaczenie terapeutyczne w chorobach neurologicz-
nych (np.w padaczce) lub tagodzeniu bélu przewlektego,
w przebiegu ktérych dochodzi do utrwalenia nieprawi-
dlowych potaczeti neuronalnych [79]. Antymitotyczny,
przeciwzapalny i neuroprotekcyjny wptyw metforminy
zostat ostatecznie potwierdzony w hodowli ludzkich neu-
rondw i komdrek neuroblastoma [18].

CzY METFORMINA PRZENIKA BARIERE KREW-M0ZG?

Badania farmakokinetyczne wskazuja, ze metformina ku-
muluje sie w $cianie jelita cienkiego oraz watrobie, osia-
gajac tam stezenia ponad dziesie¢ razy wyzsze niz w su-
rowicy krwi obwodowej [104]. Do kumulacji metforminy
dochodzi réwniez w niektdérych strukturach wewnatrzko-
mdrkowych. Udowodniono np., ze jej poziom w mitochon-
driach moze przekraczaé stezenie osoczowe nawet tysigc-
krotnie [105]. Dla oceny wplywu metforminy na procesy
zachodzace w o$rodkowym uktadzie nerwowym (OUN)
istotne jest czy przechodzi ona - oraz w jakim stopniu -
przez bariere krew-mdézg (blood brain barrier, BBB). We-
dlug nielicznych badati metformina z tatwoscia przenika
przez nieuszkodzong BBB, zaréwno po jednorazowym, jak
i przewleklym podawaniu [18,104]. Co wiecej, wielokrotne
podawanie leku powoduje jego kumulacje w przysadce
mdézgowej i ptynie mézgowo-rdzeniowym [56].

Dodatkowo, indukcja ostrego uogélnionego stanu zapal-
nego u szczuréw za pomoca lipopolisacharydu (LPS) zna-
miennie zwieksza stezenie metforminy nie tylko w suro-
wicy krwi tetniczej, ale réwniez w podwzgdrzu i przysadce
mézgowej. Na podstawie wynikéw uzyskanych przez Cho
iwsp. [19] nie nalezy tego thtumaczy¢ bezpo$rednim uszko-
dzeniem BBB pod wplywem stosunkowo wysokiej dawki
LPS (125 mg/kg/dzien). Nie mozna natomiast wykluczy¢
niekorzystnego wptywu na BBB duzych stezen cytokin
prozapalnych, obecnych we krwi obwodowe;j zwierzat
traktowanych LPS [19].

Nieco inng dystrybucje w mézgu wykazuje metformi-
na podczas jej diugotrwalego stosowania z jednoczesna
indukcja (przez wielokrotne, dootrzewnowe podawa-
nie niskich dawek LPS) przewleklego, uogdlnionego sta-
nu zapalnego o niewielkim nasileniu. Stan taki mozna
traktowal z pewnym przyblizeniem jako surogat cho-
réb neurodegeneracyjnych. Wskazuja na to wyniki ba-
dan, w ktérych u zwierzat do§wiadczalnych chronicznie
traktowanych LPS stwierdzono m.in. znaczne uposledze-
nie funkcji kognitywnych, aktywacje apoptozy i autofa-
gii neuronéw oraz znaczng utrate komérek nerwowych
w $§rédmézgowiu (zwthaszcza istocie czarnej), korze mé-
zgu, mézdzku, prazkowiu i hipokampie [24]. Wykazano
takze zmiany elektrofizjologiczne, metaboliczne i morfo-
logiczne neuronéw wraz ze znacznym zmniejszeniem ich
liczby w korze i hipokampie szczuréw, ktérym wielokrot-
nie podawano dootrzewnowo LPS [91]. W takim modelu
do$wiadczalnym metformina kumuluje sie w szczurzej
przysadce mézgowej, opuszce wechowej, podwzgdrzu
oraz prazkowiu [56]. Struktura mézgu, ktéra obfituje
w najwieksza liczbe komérek mikroglejowych jest wia-
$nie prazkowie [51]. Wiadomo tez, iz degeneracja neuro-
néw dopaminergicznych tego regionu mézgu, powodu-
jaca przewage uktadu hamujacego nad pobudzajacym,
jest gtéwng przyczyna choroby Parkinsona [43]. Przy-
sadka mézgowa odgrywa natomiast fundamentalna role
w regulacji osi podwzgérzowo-przysadkowo-jajnikowej,
ktérej dysfunkcja wystepuje m.in. w zespole policystycz-
nych jajnikéw (polycystic ovary syndrome, PCOS). Wedtug
doniesieti wielu autoréw wiasnie metformina okazuje sie
pomocna w zwalczaniu tej patologii [9,34,59,98].

Podsumowujgc te niewielka liczbe danych dotycza-
cych dystrybucji metforminy w mézgu nalezy zachowaé
ostrozno$¢, poniewaz w jej ocenie nie uwzglednia sie roli
btonowych transporteréw kationéw organicznych (orga-
nic cation transporters, OCT), dla ktérych metformina
pozostaje substratem, a ekspresja moze rézni¢ sie osob-
niczo [20].

Czy metrormINA | AMPK zawsze stanowis DUET?

Obecnie przyjmuje sie, ze plejotropowe (wielokierunko-
we) dzialanie metforminy jest gtéwnie skutkiem aktywa-
cji kinazy biatkowej aktywowanej przez AMP (AMP-ac-
tivated protein kinases, AMPK, EC 2.7.11.31). AMPK jest
konserwowana ewolucyjnie heterotrimeryczng kinaza
serynowo-treoninowa zbudowana z katalitycznej podjed-
nostki a wystepujacej w dwdéch izoformach (a1, a2) oraz
dwdch podjednostek regulatorowych  (B1, f2) iy (y1,y2,
y3) [32]. Poziom ekspresji gendw kodujacych poszczegdl-
ne izoformy wykazuje istotng swoisto$¢ tkankowa i jest
odmienny w hepatocytach, komérkach miesnia sercowe-
go, mie$niach poprzecznie prazkowanych, adypocytach,
enterocytach, makrofagach czy mikrogleju, a takze zalez-
ny od umiejscowienia w konkretnych kompartmentach
wewnatrzkomdrkowych [32].

AMPK odgrywa wazna role w regulacji szlakéw me-
tabolicznych i optymalizacji wewngtrzkomérkowych
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proceséw energetycznych przez wlaczanie proceséw
wytwarzajacych energie, a wylaczanie proceséw ja zu-
zywajacych [99]. AMPK spelnia zatem role swoistego
»czujnika” statusu energetycznego komérki uruchamia-
nego w przypadku deficytu energetycznego i dlatego
jej wzmozong aktywno$¢ obserwuje sie w komdrkach
narazonych na szeroko rozumiany stres metaboliczny,
objawiajacy sie m.in. zwiekszona ekspresja licznych cy-
tokin, tlenku azotu (NO), reaktywnych form tlenu (RFT)
oraz podwyzszonym stezeniem w cytosolu wewngtrzko-
mérkowego wolnego wapnia ([Ca*]) [99]. Udowodniono,
iz wymienione czynniki bezposrednio odpowiadajg za
aktywacje kinaz nadrzednych do AMPK, co doprowa-
dza do jej fosforylacji i spowolnienia proceséw ener-
gochtonnych.

Na obecnym etapie wiedzy przyjmuje sie, ze aktywnosé
AMPK podlega tréjstopniowej regulacji pozwalajacej na
szybka reakcje komérki w odpowiedzi na niewielkie na-
wet zmiany statusu energetycznego, ktérego wskazni-
kiem jest stosunek AMP/ATP [27]. Pierwszy z nich po-
lega na odwracalnym zwiazaniu dwéch czasteczek AMP
do swoistej domeny podjednostki y (zwanej motywem
CBS), wywotujac jej zmiany konformacyjne i prowadzi
do allosterycznej aktywacji. W obrebie podjednostki y
znajduja sie bowiem trzy miejsca wigzania AMP. W sta-
nie nieaktywnym przylaczona jest do niej na state jedna
czasteczka tego nukleotydu [27]. Potaczenie dwdéch do-
datkowych czasteczek AMP do podjednostki y skutkuje
5-krotnym wzrostem aktywno$ci enzymu. Nastepnie
mozliwa staje sie fosforylacja treoniny (Thr172), umiej-
scowionej w podjednostce «, przez kinazy nadrzedne
wobec AMPK i w efekcie dochodzi nawet do stukrotne-
go wzrostu jej aktywno$ci enzymatycznej [27]. Obecnie
znane sa trzy kinazy regulujace poprzez fosforylacje
aktywno$é AMPK: serynowo/treoninowa kinaza 11 (li-
ver kinase B1/serine threonine kinase 11, LKB1) (zaan-
gazowana w mechanizm dzialania metforminy, patrz
nizej), kinaza 1 aktywowana transformujacym czynni-
kiem wzrostu p (TGF-B-activated kinase-1, TAK1) oraz
serynowo-treoninowa kinaza kinazy p zaleznej od Ca?/
kalmoduliny (Ca?/calmodulin-dependent kinase kina-
se P, CaMKK) [108,113]. Ponadto, w trzecim mechani-
zmie regulacyjnym, zwiazanie AMP przez podjednostke
y uniemozliwia defosforylacje, a tym samym inhibicje
AMPK przez fosfatazy [82].

Aktywna AMPK reguluje natomiast aktywno$¢ rézno-
rodnych podlegtych jej substratéw. Wérdd nich jednym
z najbardziej istotnych jest enzym karboksylaza acetylo-
-CoA (acety-CoA carboxylase, ACC), bioracy udziat za-
réwno w syntezie, jak i utlenianiu kwaséw ttuszczowych
[27]. ACC katalizuje reakcje karboksylacji acetylo-CoA do
malonylo-CoA [41]. Fosforylacja ACC w pozycji seryny 79
przez AMPK powoduje jej inaktywacja. To zmniejsza ilo$é
wytwarzanego malonylo-CoA, aktywacje acylotransferazy
karnitynowej 1 (carnitine palmitynotransferase 1, CPT1)
oraz zwieksza transport kwaséw ttuszczowych do mito-
chondriéw, gdzie ulegaja utlenieniu [27]. Jednoczes$nie
aktywacja AMPK nasila biogeneze mitochondrialng na

skutek aktywacji PGC-1a i synteze ATP. AMPK reguluje
réwniez aktywno$¢ reduktazy 3-hydroksy-3-metylo-glu-
tarylokoenzymu A (HMG-CoA), hamuje synteze choleste-
rolu, lipolize i lipogeneze w adypocytach, stymuluje wy-
dzielanie insuliny przez trzustke oraz zwieksza ekspresje
heksokinazy i transportera glukozy GLUT4 w mie$niach
poprzecznie prazkowanych, co z kolei nasila wychwyt
glukozy i obniza glikemie [41,112]. Doniesienia ostatnich
lat $wiadcza o tym, ze wzrost ekspresji i aktywno$ci AMPK
w warunkach niedoboréw energetycznych ma takze zwia-
zek zjej regulacyjnym wplywem na $ciezki sygnatowe wy-
zwalajace proces kataboliczny jakim jest autofagia [71].
Wyniki wielu do§wiadczer wskazuja na zwigzek miedzy
aktywacja AMPK, a dziataniem antymitotycznym i prze-
ciwnowotworowym jej aktywatoréw, w tym metforminy
[44,71,83].

Rola aktywacji AMPK w mdzgu jest obecnie poddawana
szczeg6lnie dogtebnej analizie. W mézgu wykryto ekspre-
sje mRNA i biatek zaréwno izoform podjednostki katali-
tycznej a (a1, a2), jak i podjednostek regulatorowych iy
[95]. Ekspresje AMPK stwierdzono w neuronach, astrocy-
tach, oligodendrocytach i mikrogleju [36,53,95]. Szczegdl-
nie wysoki jej poziom wystepuje w neuronach mézdzku
i podwzgdrza [77]. AMPK petni wazna role juz w czasie
rozwoju mdzgu ssakdéw, integrujac, poprzez fosforylacje
biatka retinoblastoma (Rb), sygnaty pochodzace od czyn-
nikéw wzrostu i kontrolujac cykl komérkowy. U myszy
z delecja genu kodujacego podjednostke regulatorowa
stwierdzono atrofie mézdzku oraz znaczng utrate neuro-
néw i oligodendrocytéw [25].

Na podstawie badan prowadzonych zaréwno in vitro, jak
i in vivo zaburzenia w ekspresji i aktywnosci AMPK taczy
sie obecnie takze z etiologia i przebiegiem chordb neu-
rozapalnych i neurodegeneracyjnych. Wedtug ostatnich
doniesien aktywacja AMPK obniza pozakomdrkowg aku-
mulacje B-amyloidu przez wptyw na autofagie i degra-
dacje tego biatka w korze mézgowej szczura. Vingtdeux
i wsp. sugeruja, iz aktywacja AMPK w OUN moze stano-
wié w przysztosci wazny cel w terapii choroby Alzhe-
imera [103]. Culmsee i wsp. wskazuja z kolei na udziat
AMPK w mechanizmach cytoprotekcyjnych, poniewaz
farmakologiczny jej aktywator, AICAR (5-aminoimidazol-
4-karboksyamid-1-beta-D-rybofuranosyd), chroni neu-
rony hipokampa przed apoptoza wywotana in vitro przez
OGD, glutaminian i B-amyloid [23].

W badaniach in vitro wykazano takze, ze aktywacja AMPK
zapobiega wejéciu astrocytéw na $ciezke apoptozy wy-
wotana deprywacja glukozy lub obecnoscig w medium
hodowlanym 2-deoksyglukozy [23], kwasami thuszczowy-
mi oraz wysokim stezeniem tlenku azotu [12]. Ponadto,
AICAR dziata przeciwzapalnie poprzez hamowanie wy-
dzielania prozapalnych cytokin w hodowli pierwotnej
astrocytéw eksponowanych na glikosfingolipid psycho-
zyne lub LPS [32].

Jednak w dostepnym pi$miennictwie mozna réwniez
znalez¢ liczne dane sugerujace, iz nadmierna aktywacja
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AMPK w mézgu moze by¢ szkodliwa [35]. Wykazano bo-
wiem, ze nasilona aktywacja AMPK i zwigzane z nig zabu-
rzenia angiogenezy, polegajace na nasileniu proliferacji
komérek srédblonka i wytwarzaniu czynnika wzrostu
$rédbtonka naczyniowego (vascular endothelial growth
factor, VEGF), moga by¢ przyczyna dysfunkcji krazenia
mébzgowego w chorobie Alzheimera [6]. Wzrost aktywno-
$ci AMPKal w jadrach komérek neuronalnych prazkowia
przyspiesza neurodegeneracje zaréwno w mysim mode-
lu choroby Huntingtona, jak i u ludzi z tym schorzeniem
[6]. Nasilong aktywno$¢ enzymatyczna AMPK w mézgu
stwierdza sie takze w nastepstwie stresu ischemiczne-
20, hipoksji i/lub niedoboréw glukozy. Wzrost fosfory-
lacji AMPKa obserwowano w modelach in vitro, w tym
m.in. w hodowli neuronéw szczurzych narazonych na
hipoksje [23] oraz in vivo u szczuréw z catkowita oklu-
zja tetnicy $rodkowej mézgu (middle cerebral artery
occlusion, MCAO) [62]. Molekularny mechanizm akty-
wacji AMPK w niedokrwieniu jest skutkiem znacznego
ograniczenia dokomérkowej podazy tlenu i glukozy, co
prowadzi do zatrzymania aktywnosci enzyméw tancu-
cha oddechowego, wyczerpania zasobéw ATP i zatama-
nia homeostazy energetycznej w komérce [67]. Wzrost
wspdtczynnika AMP/ATP indukuje zmiany konforma-
cyjne AMPK, zwiekszajace jej podatno$é na fosforylacje
przez LKB1. Uzupetnianie niedoboréw ATP za po$rednic-
twem glikolizy beztlenowej skutkuje gromadzeniem sie
kwasu mlekowego w przestrzeni wewnatrz- i miedzyko-
moérkowej i kwasica. W takich warunkach mitochondria
traca zdolno$¢ do prawidtowej sekwestracji jondéw Ca?
[67]. Dodatkowo, pule [Ca?], zwiekszajg jony Ca* napty-
wajace z zewnatrz oraz uwalniane z zasobéw komdrki.
Aktywacji ulega kolejna kinaza nadrzedna wobec AMPK
- CaMKK, co w konsekwencji nasila aktywno$¢ AMPK
[62]. Mimo, iz aktywacja AMPK w niedokrwieniu mézgu
ma na celu przywrdcenie réwnowagi energetycznej, to
jednak ostateczne jej konsekwencje pozostajg niewyja-
$nione. Biorgc pod rozwage przytoczone wyzej dane na-
lezy zatem stwierdzi¢, iz wyniki dotychczasowych badar
dotyczacych udzialu AMPK w neuropatologii sa niejed-
noznaczne, a nawet sprzeczne i wzajemnie wykluczaja-
ce sie. Niektdrzy bowiem badacze wskazuja na istotny
udziat AMPK w mechanizmach cytoprotekcyjnych, a inni
postuluja jej zaangazowanie w cytotoksyczno$¢ i procesy
prowadzace do neurodegeneracji [82].

Doktadny mechanizm dziatania metforminy nie zostat
jak dotad w pelni okreslony. Do niedawna uwazano, iz
metformina moze aktywowaé AMPK przez dwa réwno-
legle zachodzace procesy: (i) zahamowanie kompleksu
I taicucha oddechowego (reduktaza dinukleotydu niko-
tynoadeninowego - koenzym Q) i zwigzany z nim wzrost
stosunku AMP/ATP oraz (ii) bezpo$rednig aktywacje LKB1
[5,26,113]. W niektérych badaniach metformina aktywo-
wata jednak AMPK przy prawidtowym stosunku AMP/ATP
w komorce, a wiec przy niezmienionym wewnetrznym
stanie energetycznym [42]. Préba wyjasnienia przyczyny
tego zjawiska doprowadzita do odkrycia roli nadtlenoazo-
tynu (ONOO-) w mechanizmie zaleznej od LKB1 aktywacji
AMPK przez metformine [8,42]. Zahamowanie aktywnosci

kompleksu I faricucha oddechowego przez lek prowadzi
do nasilenia generowania anionorodnika ponadtlenkowe-
g0 (0,7) [42]. Powstaly O, reaguje z tlenkiem azotu (NO),
dajac jako produkt ONOO -. W wysokich stezeniach (100
um) nadtlenoazotyn dziata niekorzystnie przez rozprze-
ganie endotelialnej syntazy tlenku azotu (eNOS) i inakty-
wacje syntazy prostacykliny [109]. Wykazano natomiast,
ze nizsze stezenia nadtlenoazotynu (1-10 um) moga ak-
tywowa¢ AMPK [109], a usuniecie niezbednych do jego
syntezy substratéw, przez wyciszenie ekspresji genu eNOS
lub nadekspresje SOD, doprowadza do zahamowania ak-
tywacji AMPK po metforminie [42]. Nadtlenoazotyn in-
dukuje kaskade kinaz, obejmujaca kolejno: kinaze c-Src,
PI3K, PDK1 i PKCC. Ta ostatnia fosforyluje LKB1 i nasila jej
wigzanie z pseudokinazg STRAD i biatkiem M025 [16,113].
Odmiennie od wigkszosci innych kinaz, aktywno$¢ LKB1
nie jest regulowana przez fosforylacje, lecz w mechani-
zmie allosterycznym, warunkowanym utworzeniem kom-
pleksu LKB1-STRAD-MO25. Biatka STRAD i MO25 reguluja
stabilno$¢ i subkomérkowe rozmieszczenie LKB1 oraz sg
niezbedne do jej pelnej aktywnosci biologicznej, w tym
aktywacji AMPK [16].

0d niedawna wiadomo, ze skutki dziatania metforminy
wynikaja réwniez z jej wptywu na inne niz kontrolowa-
ne przez AMPK, wewnatrzkomdérkowe szlaki sygnatowe.
Udowodniono, ze metformina zwieksza aktywno$¢ ki-
nazy biatkowej p38 aktywowanej przez mitogeny (p38
mitogen-activated protein kinases, p38 MAPK) oraz ki-
nazy biatkowej C (protein kinase C, PKC) w linii komér-
kowej mieénia sercowego szczura H9C2 [88]. Aktywna
postaé p38 MAPK jednocze$nie stabilizuje mRNA dla
TNF-a, przez co nasila jego synteze i zwieksza ekspre-
sje koaktywatora-1a receptora gamma aktywowanego
proliferatorami peroksysoméw (peroxisome prolifera-
tor-activated receptor gamma coactivator 1-a, PGC-1a),
ktéry stymuluje biogeneze mitochondriéw w mikrogleju
i jest wskaznikiem alternatywnej aktywacji tych komdrek
(patrz nizej) [58,80,88]. Metformina wpltywa réwniez na
szlak mTOR hamujgc aktywno$¢ kinazy p70S6K, gtéwnego
regulatora syntezy biatek, w linii komérkowej ludzkiego
raka piersi HER2 [102]. Jej whasciwosci antyoksydacyjne
sg skutkiem nasilenia ekspresji manganowej dysmutazy
ponadtlenkowej (Mn-SOD) i zmniejszenia wytwarzania
RFT w mitochondriach [15,52]. Metformina dezaktywuje
réwniez reaktywne dwuweglowe produkty posrednie gli-
kolizy, zapobiegajac powstawaniu koricowych produktéw
zaawansowanej glikacji (advanced glycation endproducts,
AGEs) [87] oraz hamuje ekspresje lektynopodobnych re-
ceptoréw oksydowanych czasteczek LDL-1 (lectin-like
oxidized receptor-1, LOX-1) [74].

MikroGLE), AMPK | METFORMINA — PRZYSZLOSC
NEUROFARMAKOLOGII?

Mikroglej stanowi 10-20% wszystkich komérek mézgu,
a jego rola w utrzymywaniu prawidtowej funkcji neu-
ronéw jest niepodwazalna [68,86]. Komdrki mikrogleju
wykazujg zdolno$¢ do migracji, proliferacji oraz fagocy-
tozy, biorg udzial w prezentacji antygendw, wytwarza-
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ja cytokiny, prostaglandyny, leukotrieny, wydzielaja NO,
RFT, sktadniki dopetniacza, lizozym i aktywator plazmi-
nogenu [40]. Wiadomo réwniez, ze zmieniona reaktyw-
no$¢ mikrogleju oraz zaburzenia komunikacji miedzyko-
mdérkowej odpowiadaja po czeéci za patogeneze chordb
neurologicznych, takich jak: choroba Alzheimera, Par-
kinsona, plasawica Huntingtona, stwardnienie rozsiane,
otepienie zwigzane z infekcja wirusem HIV, choroby prio-
nowe, uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne mézgu
i encefalopatie metaboliczne [10,13,72,93]. Podobnie jak
w przypadku makrofagéw tkanek obwodowych, rodzaj
pelnionej przez mikroglej aktywnosci podlega cyklicznym
zmianom, ktérym towarzyszy nie tylko zmiana funkcji,
ale réwniez biochemicznej charakterystyki, co przektada
sie na zmienno§¢ fenotypu [21,40]. Na podstawie analizy
profilu ekspresji genédw mikrogleju w po§miertnych ba-
daniach mézgdéw chorych na chorobe Alzheimera oraz
mysich modelach neurodegeneracji, oprécz klasycznie
aktywowanego mikrogleju ustalono istnienie mikrogleju
aktywowanego alternatywnie lub hybrydy obu tych fe-
notypéw. Patrzac na mikroglej przez pryzmat mozliwosci
plynnego przeksztatcania sie jednego fenotypu w drugi,
warto zauwazy¢, ze zaburzenia w regulacji cyklu wzajem-
nych przemian oraz w réwnowadze miedzy komérkami
reprezentujgcymi rézne fenotypy moga by¢ przyczyna
choréb neurodegeneracyjnych [21,37,40].

Z punktu widzenia farmakologii szczegdlnie interesuja-
ce sa wzajemne relacje skrajnie odmiennych fenotypéw
tych komdrek ze wzgledu na to, ze dodanie metformi-
ny do pierwotnych hodowli mikrogleju promuje fenotyp
alternatywny i przeciwzapalny. Udowodniono, ze met-
formina w hodowli mikrogleju zmniejsza ekspresje in-
dukowalnej syntazy tlenku azotu (iNOS) i wydzielanie
NO, zwieksza ekspresje cytokin przeciwzapalnych (IL-10
i TGF-p), a co najbardziej zaskakujgce, nasila réwniez wy-
dzielanie cytokin pozapalnych (IL-1f, IL-6, TNF-a). Nie
wszystkim wymienionym dziataniom towarzyszy wzrost
aktywnos$ci AMPK lub translokacja do jadra komdrko-
wego czynnika transkrypcyjnego NF-«B. To sugeruje, ze
metformina moze wywiera¢ niektdre dziatania poprzez
wplyw na cytokiny na poziomie potranskrypcyjnym lub
moze nasila¢ ich wydzielanie réwniez w mechanizmie
niezaleznym od AMPK [55]. Pobudzajacy wptyw metfor-
miny na wydzielanie cytokin prozapalnych stwierdzono
w badaniach wlasnych [55]. Istotny w tym kontekscie jest
réwniez pojawianie sie coraz wiekszej liczby publikacji
donoszacych o neuroprotekcyjnych wlasciwosciach cyto-
kin prozapalnych, tj. IL-1, IL-6 i TNF-a [17,60,89,92,96,97].
Ponadto, Xie i wsp. [110] oraz Li i wsp. [61] udowodnili,
ze w mikro$rodowisku mézgu nadtlenoazotyn (ONOO")
wraz z cytokinami przeciwzapalnymi wptywaja na efekt
koficowy cytokin prozapalnych, ktére (w okre$lonych wa-
runkach) mogg dziata¢ wlasnie neuroprotekcyjnie. Stres
nitrozylacyjny, w ktérym powstaja RFA (w tym ONOO")
jest $cisle zwigzany ze stresem oksydacyjnym, czyli zabu-
rzeniem réwnowagi miedzy ciggtym wytwarzaniem RFT,
aich likwidacja w enzymatycznych i nieenzymatycznych
reakcjach neutralizacji. Sposréd RFT szkodliwe sa zwtasz-
cza anion ponadtlenkowy (0,), nadtlenek wodoru (H,0,)

oraz rodnik hydroksylowy (OH') [81]. W komdrkach sty-
mulowanych LPS Zrédlem RFT sg reakcje katalizowane
przez oksydaze NADPH, ksantynowa, cyklooksygenazy,
lipooksygenazy oraz mitochondrialny i mikrosomalny
taficuch transportu elektronéw [6,94,106].

Badania z uzyciem bromku 3-(4,5-dimetylotiazol-
-2-yl)-2,5-difenylotetrazolowego (MTT) wskazujg, ze sty-
mulacja mikrogleju samym lipopolisacharydem powodu-
je wzrost aktywno$ci mitochondrialnej dehydrogenazy
bursztynianowej, natomiast taczne zastosowanie met-
forminy i LPS tego nie wywoluje. W innych modelach do-
$wiadczalnych obserwowano wyrazny hamujgcy wptyw
metforminy na aktywno$¢ NADPH oksydazy [8,75,78].
Metformina istotnie zwieksza natomiast ekspresje mi-
tochondrialnej MnSOD i hamuje wydzielanie RFT i RFA
[52,55]. Dziatanie antyoksydacyjne leku potwierdzono
réwniez w badaniach wlasnych na pierwotnych hodow-
lach mikrogleju stymulowanych za pomoca LPS [55].

Metformina jest uznanym inhibitorem kompleksu I taricu-
cha oddechowego [76]. Co wiecej, kumuluje sie w znacz-
nych ilo$ciach w mitochondriach [105], kt6rych znaczng
ilo§¢ i aktywno$¢ stwierdza sie w komdrkach mikrogle-
jowych [4]. Wedtug niektérych autoréw metformina nie
dziata w komérkach ubogich w mitochondria lub ich po-
zbawionych. To sugeruje, ze dziatanie leku jest wrecz za-
lezne od obecno$ci tych organelli [26,30,49]. Wydaje sie,
ze zmniejszenie wydzielania RFT przez metformine wy-
nika¢ moze z hamujgcego wptywu na enzymy mitochon-
drialne [55]. Jednak metformina wyraznie nasila biogene-
ze mitochondrialng w mikrogleju [101]. Wyniki uzyskane
przez zespdt Vatsa i wsp. [101] wskazujg, ze zwiekszenie
ekspresji PGC-1p indukuje ekspresje arginazy 1. W zwiaz-
ku z tym, iZ PGC-1a i PGC-1p petnia w komdrce podobne
funkcje, przypuszcza sie, ze réwniez PGC-1a pobudza eks-
presje arginazy I [57]. Mozna zatem przyja¢é, ze metfor-
mina poprzez PGC-1a nasila biogeneze mitochondrialna,
w mechanizmie niezaleznym od AMPK.

Wspomniane wyzej PGC-1a i arginaza I stanowig uznane
markery tzw. alternatywnej drogi pobudzenia mikrogleju
[28]. Mikroglej aktywowany alternatywnie, w badaniach
in vitro za pomoca IL-4 lub IL-13, cechuje sie podwyzszo-
nym wytwarzaniem cytokin przeciwzapalnych (tj. IL-10,
TGF-B), podwyzszona ekspresja arginazy I oraz recepto-
réw mannozy (CD11p). Cechg alternatywnie pobudzo-
nego mikrogleju jest réwniez zwiekszona biogeneza mi-
tochondrialna, ktérej wskaznikami sg PGC-1a i PGC-1f
[28,101]. PGC-1B, poprzez nasilenie ekspresji jadrowych
czynnikéw transkrypcyjnych, takich jak NRF-1 i NRF-2
(nuclear respiratory factors 1 and 2), TFAM (mitochon-
drial transcription factor A) aktywuje transkrypcje genéw
mitochondrialnych [11,107]. Jej skutkiem jest nasilenie
replikacji mitochondrialnego DNA (mtDNA), wzrost licz-
by i masy mitochondriéw, nasilenie aktywnosci enzymdéw
taficucha oddechowego i intensywny metabolizm tlenowy
[21,28,33,84,101]. Promowanie przez metformine alterna-
tywnej, przeciwzapalnej drogi aktywacji mikrogleju jest
szczegblnie istotne, bo wlasnie taka jego ,,przeciwzapal-
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klasyczna aktywacja

gt

|

1 TNF-o, IL-1B, IL-6, RFT

metformina

alternatywna aktywacja

l

1 IL-10, arginazy I, biogenezy
mitochondrialnej, fagocytozy
L RFT, RFA

Ryc. 1. Wptyw metforminy na alternatywna aktywacje mikrogleju

na” postaé odgrywa korzystna role. Potwierdzity to eks-
perymenty na mysich komérkach mikrogleju BV2, mysim
modelu choroby Alzheimera oraz mézgach ludzi dotknie-
tych choroba Alzheimera [21]. Udowodniono, ze nasile-
nie objawéw neurodegeneracji u myszy transgenicznych
PS1M146L/APP751SL jest odwrotnie proporcjonalne do
liczby alternatywnie aktywowanych komérek mikrogle-
ju [48]. W hodowli mikrogleju po podaniu metforminy
obserwuje sie, zalezne od aktywnos$ci AMPK, wyrazne
cechy alternatywnego fenotypu tych komdrek [54]. Zmia-
ny te zachodza réwnolegle do wzrostu ich aktywno$ci
fagocytarnej, stanowiacej kolejny wskaznik funkcji al-
ternatywnej. W badaniach in vitro wykazano bowiem, ze
metformina wyraznie intensyfikuje fagocytoze mikrosfer
optaszczonych B-amyloidem [56]. Poniewaz metformi-
na po przewlektym podawaniu kumuluje sie w OUN, by¢
moze jej stosowanie moze polepszaé whasciwosci fagocy-
tarne mikrogleju réwniez in vivo. Enzymatyczny rozktad
pochtanianego B-amyloidu przez komérki mikrogleju za-
chodzi znacznie intensywniej w nizszym pH lizosomdéw
i endosoméw. Jest to zwigzane z wiekszg aktywno$cia pro-
teaz lizosomalnych, takich jak: dipeptydylopeptydaza 1,
tripeptydylopeptydaza I, katepsyna B i katepsyna D [65].
W badaniach in vitro oceniajacych zdolno$ci fagocytarne
mikrogleju zaobserwowano, ze odpowiednio obnizone
pH lizosomdw istotnie zwieksza degradacje pochtoniete-
go B-amyloidu, w poréwnaniu do hodowli kontrolnych,

w ktérych B-amyloid nie byt rozktadany tylko wydalany
na zewnatrz komdrek [65]. W badaniach wtasnych pro-
wadzonych na komdrkach mikrogleju réwniez obserwo-
wano, ze metformina nasila wtadciwosci fagocytarne przy
jednoczesnym obnizeniu pH przedziatu endosomalno/
lizosomalnego [54]. Warto podkre$lié, iz fagocytoza i we-
wnatrzkomérkowa degradacja peptydéw p-amyloidu sta-
nowi gléwny mechanizm ograniczajacy ich akumulacje
i neurotoksyczno$¢ w mézgu, a metformina poprzez ob-
nizenie pH uktadu endosomalno/lizosomalnego moze go
dodatkowo wzmagac [65].

PopsumowaNie

Przedstawione wyzej naukowe fakty wskazuja na nowe
wlasciwosci metforminy oraz nieznane dotad, niezalezne
od AMPK, mechanizmy jej dziatania. Co interesujace, met-
formina nasila wydzielanie cytokin prozapalnych przez mi-
kroglej i jednocze$nie promuje jego alternatywny fenotyp,
zaangazowany niewatpliwie w endogenne mechanizmy
neuroprotekcyjne. Nalezy jednak pamietad, ze skutki ak-
tywacji AMPK przez metformine w komdrkach mikrogleju,
sg jak dotad stabo poznane. Niemniej jednak przedstawiona
zalezno$¢: metformina-AMPK-mikroglej (ryc. 1) staje sie
coraz bardziej obiecujacym celem badati nad mechanizma-
mi choréb neurodegeneracyjnych i neurozapalnych oraz
mozliwo$ciami farmakologicznego ich leczenia.
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