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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Udary niedokrwienne mézgu stanowig jedng z gtéwnych przyczyn $mierci i niepelnosprawnosci
0sbb dorostych na $wiecie. Obecnie stosowane postepowania terapeutyczne w udarze niedo-
krwiennym nie daja zadowalajacych wynikéw. Coraz czesciej zwraca sie uwage, ze dziatania far-
makologiczne zmierzajgce do ograniczenia strefy uszkodzenia powinny uwzgledniaé utrzymanie
funkgji protekcyjnych astrocytéw, ktére tworza wraz z neuronami i komérkami srédbtonka naczyti
jednostke neurowaskularna. Astrocyty petnia gléwne funkcje warunkujace prawidtowe dziatanie
neurondw, zaréwno w warunkach fizjologicznych, jak i patologicznych. W zawale mézgu reguluja
réwnowage wodno-elektrolitowa, mézgowy przeptyw krwi, uczestniczg w utrzymaniu integralnosci
bariery krew-mézg, kontroluja zewnatrzkomdrkowe stezenie glutaminianu i wydzielaja substancje
neuroprotekcyjne. Jednak astrocyty mogg sie przyczynia¢ do powiekszenia strefy niedokrwienia
poniewaz biora udziat w procesach zapalnych i wydzielajg substancje neurotoksyczne. W pracy
omdwiono badania eksperymentalne i kliniczne dotyczace adaptacyjnej i patologicznej roli astrocy-
téw we wezesnej i péznej fazie udaru niedokrwiennego mézgu. Zwrdcono szczegllng uwage na spe-
cyficzne cechy tych komdrek, ktére mogg stanowié potencjalny cel strategii neuroprotekeyjnych.
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Summary

Ischemic stroke is one of the leading causes of adult death and disability worldwide. Present applied
therapeutic strategies do not give satisfactory results. It is often emphasized that pharmacological
actions aimed at reducing the area of ischemic brain injury should protect astrocytes forming toge-
ther with neurons and the endothelium neurovascular unit. Astrocytes contribute importantly to
proper neuronal function during both physiological and pathological conditions. In ischemic stroke,
astrocytes are involved in regulation of water and ion homeostasis, cerebral blood flow, maintenance
of the blood-brain barrier, and control of the extracellular level of glutamate, as well as being a source
of neuroprotectants. On the other hand, astrocytes may also contribute to enlarged ischemic area
due to their participation in inflammatory processes and production of potential neurotoxic substan-
ces. Herein we review experimental and clinical data concerning adaptive and pathological roles of
astrocytes during both early and late phases of ischemia. Especially, we emphasize specific features
of astrocytes that might become a potential target of therapeutic strategies for ischemic stroke.
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[Ca?*],- wewnatrzkomdrkowe stezenie jonéw wapnia; CFX - ceftriakson; COX-2 - cyklooksygena-
za 2; CSF - plyn mézgowo-rdzeniowy; Cx43 - koneksyna 43; DG - diacyloglicerol; DHAA - kwas
dehydroaskorbinowy; EPO - erytropoetyna; EpoR - receptory dla EPO; bFGF - zasadowy czynnik
wzrostu fibroblastéw; G-CSF/GM-CSF - czynniki stymulujace kolonie granulocytarne i granulocy-
tarno-makrofagowe; GDNF - czynnik neurotroficzny pochodzenia glejowego; GSH - glutation; GPx
- peroksydaza glutationowa; HIF — czynniki transkrypcyjne indukowane hipoksja; HO-1 - oksydaza
hemowa-1; IL1-R1 - receptor IL-1 typu [; IL-1ra - antagonista receptora IL-1; iNOS - indukowalna
syntetaza tlenku azotu; LIF - czynnik hamujacy biataczke; MCAO - zacisniecie tetnicy srodkowej
modzgu; MCP-1 - biatko chemotaktyczne dla monocytéw; MMP — metaloproteinazy macierzy ze-
wnatrzkomoérkowej; MMP-9 — metaloproteinaza 9; MSC - mezenchymalne komorki macierzyste;
MT - metalotioneina; NAD* - dinukleotyd nikotynoaminoadeninowy; NGF - czynnik wzrostu
nerwéw; NMDA - kwas N-metylo-D-asparaginowy; NOS - syntaza tlenku azotu; OGD - depry-
wacja tlenu i glukozy; OUN - osrodkowy uktad nerwowy; PARP - poli-ADP-rybozo polimeraza 1;
PKC - kinaza biatkowa C; PLC - fosfolipaza C; rEPO - rekombinowana EPO; rtPA - rekombinowany
tkankowo aktywator plazminogenu; RFA - reaktywne formy azotu; RFT - reaktywne formy tlenu;
SOD - ponadtlenkowa dysmutaza; TSP1/2 - trombospondyny 1 i 2; VEGF - czynnik wzrostu
komérek srédbtonka naczyn; VOCCs - kanaty wapniowe zalezne od potencjatu; VRACs — kanaty
jonowe regulowane objetoscia; Xc - transporter cystyna/glutaminian.

WPROWADZENIE

Choroby naczyniopochodne (udary) mézgu stanowia
trzecig, po chorobie niedokrwiennej serca i nowotwo-
rach, najczestsza przyczyne zgonéw oraz gtéwny powdd
trwalej niepelnosprawnosci oséb dorostych na swiecie
[30]. Definicja opracowana przez Swiatowa Organizacje
Zdrowia w 1978 r. okre$la udar jako ,,zespét objawdw
klinicznych charakteryzujacy sie naglym wystapie-
niem ogniskowych, a czasem uogdlnionych zaburzen
czynno$ci mézgu, ktére - jesli nie powodujg wezedniej
zgonu - utrzymuja sie dtuzej niz 24 godziny i nie maja
innej przyczyny niz naczyniowa” [88]. Okoto 80% przy-
padkéw stanowia udary niedokrwienne spowodowane
zablokowaniem lub znacznym upo$ledzeniem doptywu
krwi do okreslonego obszaru mézgowia definiowa-
nego przez zakres unaczynienia zajetej tetnicy. Przy-
czyna zaburzen przeplywu jest najczesciej skrzeplina
powstata w ognisku miazdzycowym, znaczne zwezenie
$wiatta naczynia przez ogniska miazdzycowe w potacze-
niu z obniZeniem ci$nienia tetniczego lub rzadziej pro-
ces zapalny obejmujgcy $ciane naczynia [105]. Poniewaz,
jak wspomniano, najczestszym typem udaru mézgu jest
udar niedokrwienny, dlatego wiekszo$¢ badat klinicz-
nych i eksperymentalnych koncentruje sie na poszuki-
waniu skutecznych metod leczenia chrorych. Obecnie
u pacjentéw w ostrej fazie udaru jedynym swoistym

sposobem postepowania jest dozylne podanie rekom-
binowanego tkankowego aktywatora plazminogenu
(rtPA) do 4,5 godz. od wystapienia pierwszych obja-
wéw. Ponadto wykazano, ze u chorych do 60 roku zycia
ze zto$liwym zawatem pétkuli mézgu obejmujacym caty
obszar unaczynienia tetnicy srodkowej mézgu lub roz-
legtym zawalem mézdzku, istotnie zmniejsza §miertel-
no$¢ odpowiednio wcze$nie wykonana dekompresja
chirurgiczna (do 48 godz.) [109]. W prewencji wtérnej
potwierdzono skuteczno$é doustnych lekéw antyko-
agulacyjnych u chorych z migotaniem przedsionkéw,
endarterektomii tetnicy szyjnej wewnetrznej, lekéw
przeciwplytkowych i inhibitoréw reduktazy 3-hydroksy-
-3-metylo-glutarylokoenzymu A (statyn) [30]. Duze
nadzieje wcigz budzi neuroprotekcja, czyli zapobie-
ganie niekorzystnym zmianom biochemicznym zwia-
zanym z tzw. kaskadg niedokrwienia. Jednak, mimo iz
w ciggu ostatnich dwéch dekad przeprowadzono ponad
1000 badan klinicznych nad zastosowaniem réznych
substancji neuroprotekcyjnych w udarze mézgu, to nie
udato sie wykaza¢ skutecznosci zadnej z nich [12]. Jedng
z przyczyn niepowodzeni jest to, iz wiekszo$¢ prac eks-
perymentalnych koncentruje sie na mechanizmach
$mierci neuronéw. Skuteczna strategia neuroprotek-
cyjna powinna natomiast uwzglednia¢ utrzymanie
funkgji i ograniczenie $miertelno$ci takze innych typéw
komérek, w tym astrocytéw i komdrek $rédbtonka
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naczyn mézgowych tworzacych wraz z neuronami tzw.
jednostke neurowaskularna [119]. Astrocyty sa najlicz-
niej wystepujacymi komérkami glejowymi w ludzkim
mozgu, a w niektdrych jego obszarach ich liczba znacz-
nie przewyzsza liczbe neurondéw [85]. Biorg udziat w pro-
cesach zapalnych i wydzielajg substancje potencjalnie
neurotoksyczne (tj. biatko S-100), przez co mogg sie
przyczyniaé do zwiekszenia obszaru niedokrwienia. Jed-
nak przez wplyw na homeostaze glutaminianu, bilans
wodny, réwnowage jonowa, utrzymanie bariery krew-
-mézg (blood-brain barrier, BBB), regulacje mézgowego
przeptywu krwi i wydzielanie substancji neuroprotek-
cyjnych, astrocyty podczas udaru korzystnie wptywaja
na zywotno$¢ neuronéw [96].

Astrocyty pelnig funkcje patologiczne i adaptacyjne,
zaréwno we wczesnej (minuty-kilka godzin, ryc. 1), jak
i péznej (dni-tygodnie, ryc. 2) fazie udaru niedokrwien-
nego mézgu, a przez to moduluja wielko$¢ obszaru
uszkodzenia. Stad tez zadna substancja neuroprotek-
cyjna, ktéra chroni neurony, ale nie zmniejsza $mier-
telno$ci astrocytéw lub nie nasila ich korzystnych
wlasciwosci, nie moze by¢ skuteczna. W pracy oméwiono
badania eksperymentalne i kliniczne dotyczace adapta-
cyjnej i patologicznej roli astrocytéw w przebiegu udaru
niedokrwiennego mézgu. Ponadto wskazano te swoiste
cechy komérek, ktére sa lub powinny stac sie punktem
uchwytu strategii protekcyjnych w celu ograniczenia
wielko$ci zawatu i poprawy stanu funkcjonalnego.

ODMIENNA WRAZLIWOSC ASTROCYTOW | NEURONOW NA
NIEDOKRWIENIE — UWARUNKOWANIA METABOLICZNE

W strefie centralnej zawatu (core), przy spadku mézgo-
wego przeptywu krwi do wartosci 0,17-0,24 ml/g/min,
z powodu przerwania doptywu tlenu i glukozy, dochodzi
do martwicy wszystkich typéw komdrek, w tym neuro-
néw i astrocytéw. Natomiast w rejonie penumbry (pét-
cienia ischemicznego), czyli obszarze, gdzie perfuzja
jest cze$ciowo zachowana, astrocyty przezywaja dluzej
niz neurony [23]. Jednak z czasem, w obrebie penum-
bry dochodzi do dalszego obnizenia przeptywu krwi,
narastania zaburzen metabolicznych i aktywacji wielu
proceséw molekularnych. Obszar penumbry maleje,
a powieksza sie strefa zawatu. Wzgledna opornosé astro-
cytéw, w poréwnaniu do neuronéw, na niedokrwienie
in vivo jest ciggle przedmiotem dyskusji. Cze$¢ badan
na zwierzecych modelach ogniskowego niedokrwie-
nia sugeruje nawet, ze astrocyty protoplazmatyczne,
ktére szybciej tracg integralno$é niz astrocyty widékni-
ste, moga by¢ bardziej wrazliwe niz neurony [70]. Takze
komdérki pochodzace z réznych rejonéw mézgu (kory,
prazkowia, hipokampa) moze charakteryzowad rézna
wrazliwo$¢ na ischemie [112,118]. Jednak zdecydowana
wiekszo$¢ danych, pochodzacych gtéwnie z badan in
vitro prowadzonych na modelach jednoczesnej depry-
wacji tlenu i glukozy (oxygen and glucose deprivation,
OGD) potwierdza, iz astrocyty moga przetrwaé warunki
stresu ischemicznego dtuzej niz neurony. Podczas gdy
godzina OGD powoduje znaczny spadek zywotno$ci

neurondw, nie ma zadnego wplywu na astrocyty [3].
Odmienna wrazliwo$é neurondw i astrocytéw na nie-
dotlenienie wynika z istotnych réznic w metabolizmie
energetycznym [40]. Stosunkowo duza oporno$¢ astro-
cytéw na ischemie jest spowodowana obecnoscig w nich
zapas6w glikogenu, ktérego nie gromadza neurony [99].
Substratem dla syntezy glikogenu w astrocytach jest nie

Ryc. 1. Protekcyjne i patologiczne funkcje astrocytéw we wezesnej fazie
udaru mézqu. Astrocyty usuwaja K* z przestrzeni zewnatrzkomorkowej

(B), wychwytuja glutaminian (A), wydzielaja ATP ulegajacy nastepczej
konwersji do adenozyny (C) oraz wytwarzaja i uwalniaja EPO (D). Stanowia
takze Zrddto antyoksydantéw przez co przyczyniaja sie do ograniczenia
stresu oksydacyjnego (E). Ze wzgledu na wysoka ekspresje AQP4 astrocyty
s gtdwnymi mediatorami obrzeku cytotoksycznego (F). Ponadto
wydzielane przez astrocyty VEGF i MMPs przyczyniaja sie do rozwoju obrzeku
naczyniopochodnego (G). Otwarcie kanatéw VRAC uwalnia glutaminian (H)
nasilanym przez czynniki prozapalne, gtéwnie IL-1B (1). Astrocyty sa Zrédtem
NO (J) oraz neurotoksycznego biatka S100 (K), ktére dodatkowo wzmaga
uwalnianie NO

PLASTYCZNOSC
SYNAPTYCZNA

PLASTYCZNOSC
SYNAPTYCZNA

Ryc. 2. Protekcyjne i patologiczne funkgje astrocytéw w fazie péZnej udaru
mézqu. Astrocyty wydzielaja neuroprotekcyjng EPO (A), zwiekszajace
plastycznos¢ synaptyczna TSP1/2 (B) oraz proangiogenne VEGF i MMP’s (C).
Towarzyszaca formowaniu blizny glejowej ekspresja proteoglikandw zmniejsza
plastycznos¢ synaptyczn (D)
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tylko glukoza, ale takze pirogronian, mleczan, alanina
oraz glutaminian [99]. Astrocyty charakteryzuje takze
duza aktywno$¢ enzyméw: karboksylazy pirogroniano-
wej i dehydrogenazy mleczanowej [46]. Karboksylaza
pirogronianowa katalizuje przytgczenie CO, do pirogro-
nianu, umozliwiajac tym samym synteze dodatkowej
czasteczki szczawiooctanu i nastepcze utrzymanie eta-
péw posrednich cyklu kwasu cytrynowego [46]. Stosujac
metody histochemiczne wykazano w astrocytach obec-
no$¢ tego enzymu, niewykrywalnego w neuronach [22].
Duza aktywno$¢ dehydrogenazy mleczanowej nadaje
astrocytom wyjatkowg, w poréwnaniu do neurondw,
zdolno$¢ wytwarzania ATP za posrednictwem glikolizy
beztlenowej [40]. Jednak przedtuzajaca sie, nasilona gli-
koliza zwieksza wytwarzanie kwasu mlekowego i prowa-
dzi do kwasicy. Astrocyty sa o wiele bardziej wrazliwe
na kwasice niz neurony [41]. Przy spadku zewnatrz-
komérkowego pH do wartosci ponizej 6,6 dochodzi do
zatrzymania glikolizy i nieodwracalnego ich obumiera-
nia. Astrocyty, zwlaszcza pochodzgce z regionéw mézgu
o duzej liczbie neuronéw glutaminergicznych, charak-
teryzuje réwniez wyrazna aktywnos$¢ oksydazy cyto-
chromowej [4]. Ze wzgledu na energochtonny proces
wychwytu glutaminianu (patrz nizej), wymagaja szcze-
gdlnie intensywnego metabolizmu energetycznego [46].
Ponadto, duze stezenie niskoczasteczkowych antyoksy-
dantdw, takich jak zredukowany glutation (GSH), kwas
askorbinowy czy tokoferol oraz znaczna aktywnos¢ enzy-
méw antyoksydacyjnych, zwtaszcza peroksydazy gluta-
tionowej (GPx), ale takze dysmutazy ponadtlenkowe;j
(SOD), katalazy, ceruloplazminy, transferyny i metalo-
tioneiny (MT) warunkuje mniejszg podatno$¢ astrocy-
téw na stres oksydacyjny w poréwnaniu do neuronéw
i komérek §rédbtonka naczyn [20].

Wraz z postepujacym procesem starzenia sie mézgu
nastepuja zmiany morfologii, liczby i reaktywnosci
astrocytéw, ostabiajace ich funkcje adaptacyjne [97].
U starszych szczuréw z eksperymentalnie wywotanym
zawalem mézgu obserwowano zwiekszona reaktywnosé
astrocytéw, nasilenie procesu formowania blizny glejo-
wej oraz upo$ledzenie procesu przebudowy struktury
macierzy zewnatrzkomérkowej [69]. Zmniejszenie wraz
z wiekiem wydzielania z astrocytéw czynnikéw wzrosto-
wych (IGF-1, bFGF, VEGF) i biatka Wnt3 znacznie osta-
bia endogenny mechanizm naprawczy, jakim jest proces
neurogenezy [97].

W zmiennej wrazliwo$ci astrocytéw na niedokrwienie
istotny takze wydaje sie - podkre$lany ostatnio przez
wielu autoréw - regulujacy wplyw hormonéw piciowych
(androgendw, estrogendéw, progesteronu) oraz ich meta-
bolitéw na funkcje neuroprotekcyjne tych komérek.
Hormony ptciowe (zaréwno w mézgu nieuszkodzonym,
jak i uszkodzonym przez udar) powoduja wzrost ekspre-
sji czynnikédw wzrostowych pochodzenia astrocytarnego
i glejowych transporteréw aminokwaséw pobudzaja-
cych. U szczuréw pozbawionych gonad wielokrotnie
stwierdzano ostabienie reaktywnej astrogliozy induko-
wanej zawalem mézgu na skutek podawania estrogenu,

testosteronu, dihydrotestosteronu, progesteronu oraz
neurosteroidéw (dehydroepiandrosteronu, pregneno-
lonu, siarczanu pregnenolonu) [97]. Dziatanie neuropro-
tekcyjne hormonéw ptciowych moze byé wynikiem ich
bezposredniego wplywu na astrocyty lub oddzialywania
przez mechanizmy parakrynne. Dostepne dane $wiadcza
niewatpliwie, iz hormony ptciowe wspomagajg wiasci-
wosci adaptacyjne astrocytéw [96]. Zanikanie czynno-
$ci hormonalnej jajnikéw jest uznanym czynnikiem
wplywajacym zaréwno na wieksza zapadalnos$¢ na udar
mézgu kobiet po menopauzie oraz gorszy jego przebieg
w tej populacji chorych [97].

PRZESUNIECIA JONOWE | OBRZEK

Jedng z pierwszych zmian wystepujacych w neuronach
w warunkach ograniczonego dostepu tlenu i glukozy
jest szybkie zahamowanie fosforylacji oksydacyjnej
i wyczerpanie zasobéw ATP [100,102]. Przez krétki czas
niedobory energetyczne neuronéw sa uzupetniane
w wyniku glikolizy beztlenowej, ktéry to proces powo-
duje jednak gromadzenie sie kwasu mlekowego zaréwno
w ich wnetrzu, jak i w przestrzeni zewnatrzkomdrko-
wej. Z powodu kwasicy mitochondria tracg zdolno$¢
do prawidtowej sekwestracji wapnia [16]. ,,Przetadowa-
nie” mitochondriéw jonami Ca? uposledza ich funkcje
i hamuje synteze ATP [16]. Zalamanie homeostazy ener-
getycznej wywoluje niewydolno$¢ pomp jonowych (Na'/
K'-ATP-azy, Ca*/H'-ATP-azy, wymiennika Na*-Ca®) i pro-
wadzi do wewnatrzkomérkowej akumulacji jonéw Na’,
Ca% i Cl- a wyplywu K*. Nastepuje depolaryzacja bton
przylegtych komérek neuronalnych, co powoduje prze-
ciekanie przez nie jonéw, ktérych gradient nie moze by¢
dluzej utrzymywany przez Na'/K* ATP-aze. W zdepo-
laryzowanych btonach neuronalnych usunieta zostaje
blokada receptoréw NMDA (kwas N-metylo-D-aspara-
ginowy) przez jony Mg?, zatem mozliwe jest ich pobu-
dzenie przez glutaminian. To powoduje masowy naptyw
jonéw Ca* przez kanal zwigzany z receptorem NMDA
i dalsze pogtebianie strat ATP [61].

Zmiany wlasciwo$ci blon astrocytarnych nie zachodza
tak dramatycznie i nagle jak neuronéw ze wzgledu naich
wyzszy potencjal oraz transblonowy gradient jonédw Na*
iK' [111]. Komérki glejowe odgrywajg wazng role w usu-
waniu zwiekszonego stezenia K* z przestrzeni zewnatrz-
komérkowej w procesie okre$lanym jako ,,przestrzenny
mechanizm buforowy”. Astrocyty potaczone za pomoca
ztacz szczelinowych dziatajg bowiem jak elektrody
potasowe [98]. Jednak ostatecznym skutkiem znacznej
utraty jonéw K przez neurony droga kanatéw potaso-
wych wrazliwych na jony Ca? lub ATP jest uogdlniona
depolaryzacja bton astrocytéw. Powoduje to otwar-
cie w nich kanatéw anionowych zaleznych od napiecia
(voltage-regulated anion channels, VRACs) i biernego,
elektroobojetnego przeptywu K-, Cl - i HCO, ~ przez sity
Donnana. Naptywajgcy do astrocytéw CO, powoduje
wewnatrzkomdrkowy alkaloze i jest prawdopodobnie
przyczyng kwasicy przestrzeni zewnatrz - i wewnatrz-
komdrkowej neuronéw [80]. Poczatkowo umiarkowana
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kwasica wptywa protekcyjnie na neurony, poniewaz
tagodzi naptyw Ca® wystepujacy po ekspozycji na gluta-
minian i depolaryzacje indukowang K* [80]. Przy zmniej-
szeniu warto$ci pH do 6,4 dochodzi do catkowitego
,wylaczenia” receptoréw NMDA. Jest to wiec naturalny
mechanizm obronny przeciwdziatajgcy lawinowemu
doneuronalnemu naptywowi Ca? [106]. W wyniku dal-
szego zmniejszania sie potencjatu btonowego astrocytéw
nastepuje jednak aktywacja ich kanaléw wapniowych
zaleznych od potencjatu (voltage-operated calcium
channels, VOCCs), a to zwieksza szybko$¢ zuzycia ATP.
Straty energetyczne pogtebia takze zwiekszony wychwyt
glutaminianu, pochtaniajacy energie jednej czasteczki
ATP na jedng czasteczke aminokwasu [10]. Zatem osta-
tecznie, wobec braku odpowiedniego stezenia ATP, takze
komérki glejowe tracg zdolno$é do utrzymania home-
ostazy. Glutaminian zwieksza w astrocytach wytwarza-
nie puli metabolicznej CO, i H", przyczyniajac sie do ich
obrzmienia.

Astrocyty w przebiegu zawatu mézgu moga przez zla-
cza szczelinowe rozprzestrzeniad fale wolnego wapnia
wewnatrzkomdrkowego ([Ca*],). Powstanie fal wap-
niowych pozwala na propagowanie swoistych cza-
sowo-przestrzennych zmian i jest postrzegane jako
sposéb amplifikacji aktywacji astrocytéw. Fale wap-
niowe sg indukowane m.in. przez wzrost zewnatrz-
komérkowego ATP oraz zjawisko tzw. indukowanego
przez wapn uwalniania wapnia z jego wewnatrzko-
mérkowych magazyndéw. Astrocytarne fale wapniowe
rozchodzace sie przez potaczenia szczelinowe moga
bezposrednio wptywaé na stezenie wapnia w przyle-
glych neuronach oraz nasila¢ uwalnianie z astrocytéw
glutaminianu, aktywujacego nastepnie neuronalne
jonotropowe receptory glutaminianergiczne [29].
Polaczenia szczelinowe miedzy astrocytami we wcze-
snej fazie udaru pozostaja otwarte, co przyczynia
sie do nasilenia procesu ekscytotoksycznosci [29].
Na udziat astrocytarnych ztacz szczelinowych pato-
mechanizmie udaru mézgu wskazuje to, iz poda-
nie systemowe ich inhibitoréw (tj. halotan, oktanol,
karbenoksolon) znacznie redukowato objeto$¢ strefy
uszkodzenia w modelach zwierzecych [29].

Zjawisko obrzmienia astrocytéw obserwuje sie w bar-
dzo wczesnym etapie ischemii (w ciggu kilku minut)
i jest wynikiem konwergencji kilku réznych mecha-
nizméw prowadzacych do wzrostu objetosci komdrek
[111]. Obrzmieniu ulegaja zaréwno wypustki stopkowate
wokét neurondéw i naczyti wlosowatych, jak i ciata komé-
rek glejowych, ktérych cytoplazma jest widoczna jako
jasna i wodnista [81]. Dziatajace jednocze$nie wymienne
uktady transportujace CI'/HCO, - i Na*/H* podlegaja sty-
mulacji przez przenikajacy swobodnie przez btony CO,.
Wewnatrz astrocytéw ulega uwodnieniu z utworzeniem
jonéw H' i HCO,, ktdre na zasadzie wymiany z Na* i Cl
- przechodzg z przestrzeni wewnatrz - do zewnatrzko-
morkowej [19]. Przyczyna obrzmienia moze by¢ takze
zatlamanie sie selektywno$ci przepuszczalnosci btony
komérkowej, bedace skutkiem powstawania reaktyw-

nych form tlenu (RFT) oraz utrata tauryny - neuromo-
dulatora odgrywajacego wazng role w kontroli objeto$ci
komdérek. Astrocyty maja sprawnie dziatajacy system
usuwania tauryny z przestrzeni zewnatrzkomérkowej
przez zalezny od Na® mechanizm transportu, ktéry gene-
ruje i utrzymuje 10 000-krotny gradient jej stezenia mie-
dzy $rodowiskiem wewnatrz - i zewnatrzkomérkowym
[73]. Jednym z gtéwnych nastepstw obrzmienia astrocy-
téw obserwowanych in vivo jest prawie 50% zmniejszenie
$rednicy $wiatta naczyn wlosowatych, dalsza redukcja
przeptywu krwi i wzrost ci$nienia wewnatrzczaszko-
wego.

W przebiegu udaru mézgu astrocyty sa gléwnymi
mediatorami obrzeku cytotoksycznego (komérkowego)
[111]. W stopkach koricowych astrocytéw przylegaja-
cych do naczyn wlosowatych stwierdza sie wysoka eks-
presje swoistej dla tych komérek akwaporyny 4 (AQP4),
ktéra ulega dalszemu wzrostowi we wczesnej fazie udaru
[71]. Akwaporyny (AQP) to rodzina biatek stanowigcych
wyspecjalizowane kanaly wodne. AQP4 charakteryzuje
bardzo dobra przepuszczalno$é wody, wynikajaca ze spe-
cyficznej struktury tetrameru i zgrupowania w duze kla-
stery o $rednicy okoto 100 nm [71]. Woda przenikajaca
przez kanaty AQP4, ze wzgledu na ich umiejscowienie na
wypustkach astrocytarnych otaczajacych naczynia oraz
duza przepustowosé, jest gtéwna przyczyng obrzeku
cytotoksycznego w udarze niedokrwiennym. Potwier-
dzajg to wyniki badari na myszach z delecja genu AQP4,
u ktérych obserwowano zmniejszenie obrzeku cytotok-
sycznego na skutek niedokrwienia [38] oraz redukcje
objetosci uszkodzenia wywotanego ischemia/reperfuzjg
[71]. Wydaje sie zatem, iz zahamowanie kanatéw AQP4
moze zmniejszaé obrzek cytotoksyczny w udarze niedo-
krwiennym i sta¢ sie potencjalnym punktem uchwytu
strategii protekcyjnych. Takie podejscie jest tym bar-
dziej obiecujace, gdyz AQP4 nasila takze migracje astro-
cytéw, formowanie blizny glejowej oraz uczestniczy
w procesach zapalnych [38]. W zwierzecych modelach
zawalu mézgu stwierdzono, iz wiele substancji o whasci-
wosciach neuroprotekcyjnych (propofol, piroksykam,
agmatyna, octan mirystynianu forbolu), zmniejsza eks-
presje AQP4, co moze stanowic istotng sktadowa ich ple-
jotropowego dziatania [17,55,78,120]. Obecnie prowadzi
sie prace majace na celu otrzymanie swoistych inhibito-
réw AQP4, ktére moglyby mieé zastosowanie kliniczne
[103].

Skutkiem obrzeku cytotoksycznego astrocytéw jest
nasilenie uwalniania z nich glutaminianu przez kanaty
VRACs w penumbrze [14]. W badaniach in vitro stwier-
dzono, iz wyciszenie genu kodujgcego AQP4 powoduje
ograniczenie aktywno$ci VRACs i dziatania ekscyto-
toksycznego glutaminianu [14]. Tamoksifen, inhibitor
VRACs, w szczurzym modelu niedokrwienia redukuje
$rednio o 50% uwalnianie glutaminianu w obszarze
penumbry [115]. Po podaniu tamoksifenu 3 godz. od
zaci$niecia tetnicy $rodkowej mézgu (middle cerebral
artery occlusion, MCAO) obserwowano takze zmniejsze-
nie strefy zawatu i zaburzen behawioralnych [115].
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Astrocyty uczestniczg réwniez w powstawaniu obrzeku
naczyniopochodnego, do ktérego dochodzi na sku-
tek utraty integralno$ci BBB. We wczesnej fazie udaru
(kilka minut do kilku godzin) z naczyr krwiono$nych do
mézgu przenika tylko woda, ktéra gromadzi sie w prze-
strzeni zewngtrzkomdrkowej w wyniku wzrostu prze-
puszczalnosci srédbtonka naczyniowego. W fazie drugiej
(po kilkunastu godzinach) dochodzi do znacznego uszko-
dzenia BBB i ostabienia $cian tetnic mézgowych, co jest
przyczyng ich pekniecia i wynaczynienia krwi [116].
Do destrukcji BBB przyczyniajg sie wydzielane przez
astrocyty juz okoto 1 godzine od udaru czynnik wzrostu
$rédbtonka naczyt (vascular endothelial growth factor,
VEGF) oraz metaloproteinazy (matrix metalloprote-
inases, MMPs), gtéwnie metaloproteinaza 9 (MMP-9)
[117]. Wykazano, ze aktywacja MMP-9 i zwiazana z nia
zewnatrzkomérkowa proteoliza sa zwigzane z rozwo-
jem obrzeku naczyniopochodnego i ukrwotocznieniem
udaru [28]. W badaniach nad mechanizmami warunku-
jacymi neuroprotekcyjny wptyw hartowania ischemicz-
nego stwierdzono pozytywna korelacje miedzy ekspresja
AQP4, a redukcjg obrzeku naczyniopochodnego [15]. Na
obecnym etapie wiedzy wydaje sie, iz w tym przypadku
dochodzi do zmniejszenia obrzeku naczyniopochod-
nego na skutek intensywnego wypompowywania wody
przez kanaty AQP4 z mézgu do krwi obwodowej. Dodat-
kowym mechanizmem moze by¢ redystrybucja wody
z kompartmentu astrocytarnego przez przestrzenna
sie¢ astrocytéw do ptynu mézgowo-rdzeniowego (cere-
brospinal fluid, CSF). Hipoteze te pos$rednio potwierdza
wykrycie znacznego wzrostu ekspresji AQP4 w komdr-
kach wy$ciétki uktadu komorowego mézgu w zwierze-
cym modelu traumatycznego uszkodzenia mézgu [15].

ZAPALENIE | ZABURZENIE HOMEOSTAZY GLUTAMINIANU

Zapalenie jest waznym czynnikiem determinujacym
wielko$¢ obszaru uszkodzenia indukowanego ischemia
oraz stan funkcjonalny w podostrej fazie udaru. Zaha-
mowanie enzymdéw aktywnych w procesach zapalnych,
takich jak cyklooksygenazy 2 (COX-2) czy indukowalnej
syntazy tlenku azotu (iNOS) redukuje powiekszanie sie
objeto$ci ogniska zawatowego w zwierzecych modelach
niedokrwienia [49]. Astrocyty biora udziat w zainicjowa-
niu i utrzymaniu odpowiedzi zapalnej w udarze niedo-
krwiennym mdzgu przez wydzielanie cytokin, zwtaszcza
TNF-ou i IL-1p [49].

W nieuszkodzonym mdézgu, ekspresja mRNA TNF-a jest
na niskim poziomie i ogranicza sie gtéwnie do mikrogleju
i astrocytdw, a stezenie biatka TNF-a jest na lub poni-
zej granicy detekcji. Niedokrwienie ogniskowe powo-
duje znaczny (10-100-krotny) i szybki (2-6 godz.) wzrost
stezenia TNF-o. w obszarze uszkodzenia [13]. Neurony
w strefie objetym ischemig sa wiec eksponowane na
duze stezenie TNF-a, ktéry moze prowadzi¢ do ich dege-
neracji [49]. Astrocyty stymulowane TNF-o wykazuja
obecno$¢ mRNA TNF-a, co $wiadczy o pozytywnej petli
sprzezenia dla ekspresji TNF-a i amplifikacji odpowie-
dzi [12]. TNF-a stymuluje astrocyty do uwalniania takze

innych cytokin (tj. IL-1, IL-6, IL-8), czynnikéw stymu-
lujacych kolonie granulocytarne i granulocytarno-
-makrofagowe (granulocyte colony-stimulating factor/
granulocyte-macrophage colony stimulating factor,
G-CSF/GM-CSF), czynnika hamujacego biataczke (leuke-
mia inhibitory factor, LIF) oraz biatka chemotaktycznego
dla monocytéw (monocyte chemoattractant protein-1,
MCP-1). Obserwowany na astrocytach wzrost ekspresji
molekut adhezyjnych, ICAM-1 i VACM-1, pod wptywem
TNF-o moze utatwiaé ich dziatanie jako mézgowych
komérek prezentujacych antygen (antigen presen-
ting cells, APC) [42]. Takze wydzielane G-CSF i GM-CSF
wzmagaja odpowiedZ immunologiczng przez nasilenie
migracji granulocytéw i makrofagéw do obszaru uszko-
dzenia, wzrost ich przezywalnosci i funkcji efektoro-
wych. Ponadto GM-CSF indukuje proliferacje i aktywuje
mikroglej [9].

W proces neurodegeneracji wywolany niedotlenieniem
jest zaangazowana takze wydzielana przez astrocyty
IL-1P [49]. W modelu eksperymentalnej ischemii u gry-
zoni wykazano, ze wzrost ekspresji IL-1p na poziomie
mRNA i biatka zachodzi w prawie identycznym czasie
jak TNF-a [116]. IL-1p pobudza astrocyty do prolifera-
cji, wydzielania TNF-a., IL-6, NGF, G-CSF i GM-CSF oraz
odgrywa role stymulatora wytwarzania NO [13]. Podob-
nie jak TNF-a, takze IL-1P nasila w astrocytach ekspresje
ICAM-1 oraz VCAM-1 [116]. IL-18 zwieksza wytwarzanie
IL-2 przez limfocyty pomocnicze Th i ekspresje recep-
toréw dla IL-2 na limfocytach Tc. Astrocyty zaréwno
wytwarzaja, jak i odpowiadajg na IL-1p, co stanowi auto-
krynny mechanizm regulujacy mézgowe stezenie IL-13
[49].

W badaniach na kokulturach neurondéw i astrocytéw
narazonych jednocze$nie na hipoksje i IL-1f3 stwier-
dzono, ze pobudzenie receptora IL-1 typu I (IL1-R1) na
astrocytach indukuje $mieré neuronéw na skutek nasi-
lenia uwalniania z nich glutaminianu przez transporter
cystyna/glutaminian (Xc) [37]. Naturalnie wystepujacy
antagonista receptora IL-1 (IL-1ra) podany do 3 godz. od
MCAO u szczuréw zmniejszal wielko$¢ zawatu i uposle-
dzenie sprawno$ci. Podobnie w badaniu klinicznym po
wdrozeniu leczenia IL-1ra do 6 godz. od pojawienia sie
objawéw u pacjentéw z zawalem korowym obserwowano
lepsze wyniki leczenia, bez zwiekszenia dziatati niepoza-
danych, w poréwnaniu z placebo [33]. Ten potencjalnie
korzystny wynik IL-1ra wymaga potwierdzenia w wiek-
szej liczbie prébie klinicznej.

Uwalniane z astrocytéw podczas wczesnej fazy nie-
dokrwienia cytokiny prozapalne przyczyniaja sie do
zalamania homeostazy glutaminianu i ekscytotoksycz-
nosci [9]. W warunkach fizjologicznych glutaminian jest
transportowany do wnetrza astrocytdéw przez trans-
portery aminokwaséw pobudzajacych EAAT2 (GLT-1)
i EAAT1 (GLST) [57]. W hodowlach astrocytéw narazo-
nych na hipoksje lub TNF-a stwierdzono obnizenie eks-
presji transporteréw glutaminianu w wyniku aktywacji
czynnika transkrypcyjnego NF-kB [90]. Mozliwe zatem,
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iz wzrost ekspresji transporteréw, zwtaszcza EAAT2,
moze zapobiegal ekscytotoksyczno$ci w udarze i cho-
robach neurodegeneracyjnych. Poszukiwania lekéw,
ktére indukowalyby EAAT2 w astrocytach doprowa-
dzity do odkrycia, iz wlasciwosci takie wykazuje anty-
biotyk p-laktamowy - ceftriakson (CFX) [64]. W badaniu
in vitro, CFX dzialat protekcyjne wobec kokultur neuro-
nalno-astrocytarnych narazonych na OGD [64]. Znaczne
ograniczenie strefy zawatu obserwowano takze in vivo po
podawaniu CFX na 5 dni przed MCAO. Niestety, podanie
CFX 0,5 godz. po MCAO nie redukowato obszaru uszko-
dzenia [25]. Brak dziatania protekcyjnego w takim sche-
macie do$wiadczalnym nie jest jednak zaskakujacy,
poniewaz ekscytotoksyczno$é jest jednym z pierwszych
etapéw kaskady niedokrwienia [25]. Z tego powodu nie
jest mozliwe by CFX znalazl zastosowanie kliniczne
w leczeniu udaru, ale nie wyklucza jego potencjalne;
skuteczno$ci w innych schorzeniach OUN.

Biatko S-1008

Jednym z mechanizméw, przez ktéry astrocyty moga
prowadzi¢ do $§mierci neuronéw po udarze niedo-
krwiennym mdzgu jest uwalnianie biatka S-1004. S-100
to rodzina biatek wigzacych wapn, syntetyzowanych
w astrogleju we wszystkich cze$ciach OUN [47]. Sktada
sie zdwdch podjednostek a i  tworzacych rézne mozli-
wosci dimerycznych postaci: a-a, o-f, B-f [56]. Dimery
B-B (S-100B) wystepuja gtéwnie w astrocytach [47].
W prawidlowych warunkach nie stwierdza sie obecno-
$ci tego biatka we krwi. Natomiast w przypadku uszko-
dzenia OUN jest ono wydzielane do surowicy oraz CSF,
co $wiadczy zaréwno o uszkodzeniu komérek mézgu, jak
i BBB [75]. W zawatach mézgu, z zakresu unaczynienia
tetnicy $rodkowej mézgu, podwyzszone stezenie S-1003
w surowicy krwi i CSF wystepuje 24-96 godz. od wysta-
pienia objawdw, a jego stezenie koreluje z rozlegtoscia
strefy zawalowej i moze wskazywaé na niepomys$lne
rokowanie dotyczace przezycia lub stopnia niepetno-
sprawnosci [36]. Patologiczny wplyw S-100pB jest naj-
prawdopodobniej skutkiem aktywacji iINOS oraz wzrostu
uwalniania NO z astrocytéw [47]. Ponadto S-100p nasila
odpowiedZ prozapalng przez aktywacje mikrogleju oraz
astrocytéw i zaangazowanie w ten mechanizm czynnika
transkrypcyjnego NF-B [58].

Wyniki prac klinicznych wskazujacych, iz stezenie biatka
S-100p3 w surowicy krwi jest dobrym wskaznikiem bio-
logicznym stopnia uszkodzenia mézgu, stanowily pod-
stawe do poszukiwania substancji neuroprotekcyjnych,
ktére ograniczatyby aktywacje astrocytéw i ekspre-
sje biatka S-1008 [36]. Zdolnos¢ blokowania ekspresji
i wydzielania S-100p z astrocytéw wykazuje kwas arun-
dowy (arundic acid, AA; ONO-2506) [8]. Zmniejszenie ste-
zenia S-100p w CSF szczurdw obserwowano 24 godz. po
podaniu AA bezpo$rednio po MCAO. Podanie AA zmniej-
szato ponadto strefy zawatu i poprawiato funkcjono-
wanie 7 dni od niedokrwienia [104]. Poniewaz szczyt
wydzielania biatka S-100f obserwuje sie¢ 24-72 godz. od
udaru, mozna by oczekiwaé, ze AA zastosowany nawet

kilka godzin od pojawienia sie objawéw bedzie wyka-
zywat dziatanie neuroprotekcyjne. To, iz podanie AA
24 godz. od udaru redukowato opdéZnione poszerzenie
strefy niedokrwienia sugeruje o wiele szersze okno tera-
peutyczne AA w poréwnaniu do wiekszosci innych neu-
roprotektantéw [104]. Wyniki eksperymentdéw, zaréwno
in vitro, jak i in vivo, wskazuja tez na jego dziatanie plejo-
tropowe zwiazane z redukcjg COX-2 i iNOS (niezalezng
od S-100pB), nasileniem syntezy GSH oraz wzrostem eks-
presji transporteréw glutaminianu EAAT-2 i EAAT-1
w reaktywnych astrocytach [8]. W przeprowadzonej pré-
bie klinicznej po podaniu AA stwierdzono zmniejszenie
stezenia biatka S-1008 w surowicy krwi chorych z zawa-
tem mézgu [86]. Badanie bezpieczeristwa leku, przepro-
wadzone u chorych ze $rednio ciezkim udarem mézgu po
podaniu AA przez 7 dni w postaci 1-godzinnego wlewu
dozylnego w zakresie dawek 2-12 mg/kg/godz., potwier-
dzito dobrg tolerancje i brak dziatar niepozadanych [86].
Mimo iz celem badania nie byta ocena skutecznosci AA,
to jednak nalezy zaznaczy¢, ze tylko u pacjentéw otrzy-
mujacych dawke 8 mg/kg/godz. obserwowano korzystny
wynik terapeutyczny. Z powodu braku skutecznoséci AA
w udarze niedokrwiennym mézgu przerwano wielo-
o$rodkowg prébe kliniczng [86]. Obecnie AA jest testo-
wany jako potencjalny lek w terapii innych schorzen
neurologicznych przebiegajacych z reaktywna astro-
gliozg, takich jak stwardnienie zanikowe boczne (amy-
otrophic lateral sclerosis, ALS).

TLENEK AZOTU

Stres oksydacyjny, czyli zaburzenie réwnowagi miedzy
ciaglym wytwarzaniem RFT, a ich likwidacja w enzyma-
tycznych i nieenzymatycznych reakcjach neutralizacji,
petni istotng role w patomechanizmie udaru mézgu
[45]. Szkodliwe sa zwlaszcza: anionorodnik ponad-
tlenkowy (0,), nadtlenek wodoru (H,0,) oraz rod-
nik hydroksylowy (OH’) [45]. RFT uznano za czynniki
sprawcze $mierci komérkowej w wyniku nekrozy lub
apoptozy. Ze stresem oksydacyjnym jest $cile zwig-
zany stres nitrozylacyjny zwigzany z powstawaniem
reaktywnych form azotu (RFA). Do RFA zalicza sie tle-
nek azotu (‘NO) oraz jego pochodne powstate w wyniku
przemian metabolicznych: kation nitrozoniowy (NO*),
anion nitroksylowy (NO") i nadtlenoazotyn (ONOO").
NO jest wytwarzany w OUN z udzialem neuronalnej,
endotelialnej i indukowalnej NOS w wyniku konwer-
sji argininy do cytruliny w obecno$ci tlenu i NADPH
jako kofaktoréw [53]. Izoforma NOS1 (nNOS) wystepu-
jaca w neuronach oraz izoforma endotelialna (NOS3,
eNOS) sa enzymami konstytutywnymi regulowanymi
przez kompleks Ca?-kalmodulina pod wptywem czyn-
nikéw zwiekszajacych stezenie Ca*], [53]. Izoforma
trzecia NOS (NOS2, iNOS), zidentyfikowana w astrocy-
tach i mikrogleju, stanowiaca Zrédto cytotoksycznych
iloci NO, ulega indukcji pod wptywem cytokin pro-
zapalnych (IL-1f8, TNF-a, INF-y), a jej aktywno$¢ nie
zalezy od [Ca®], lecz od zwigzania kalmoduliny [28].
Cytokiny prozapalne aktywuja czynniki transkrypcyjne
STAT1, NF-kB i ich translokacje do jadra komérkowego,
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gdzie wiaza sie do odpowiedniego elementu promo-
tora genu NOS2 [83]. RFT aktywuja takze bezposrednio
NF-kB i pobudzajg ekspresje genu NOS2 w astrocy-
tach [83]. mRNA dla NOS2 jest wykrywalny w mézgu
12-24 godz. po ischemii, osigga szczyt pod koniec dru-
giej doby i powraca do warto$ci podstawowej po okoto
7 dniach [114]. W obrebie OUN, astrocyty maja naj-
wieksze wewnatrzkomdrkowe stezenia prekursora NO-
- L-argininy [5]. NO wytworzony w astrocytach pod-
czas udaru z udziatem iNOS przechodzi swobodnie
przez btony komérkowe i przyczynia sie do opéznionej
$mierci neuronéw. U myszy pozbawionych iNOS wyka-
zano znacznie mniejsze uszkodzenie mézgu po ogni-
skowej ischemii, niz u zwierzat szczepu dzikiego [50].
Dziatanie toksyczne NO wynika ze zdolno$ci do tworze-
nia ONOO - w reakgji z 0, Ten bardzo reaktywny utle-
niacz moze powodowa¢ peroksydacje lipidéw, hamowa¢
enzymy mitochondrialne (kompleks I-1V taricucha
oddechowego) i mitochondrialng SOD oraz rozpad kwa-
séw nukleinowych [50]. Uszkodzenie mitochondriéw
i DNA, spowodowane przez NO i peroksynitraty, akty-
wuje poli-ADP-rybozopolimeraze 1 (poly-ADP-ribose-
-polymerase, PARP). W warunkach prawidtowych PARP
utatwia naprawe DNA i reguluje transkrypcje. Jed-
nak nadmierna aktywacja enzymu podczas uszkodze-
nia ischemicznego prowadzi do utraty dinukleotydu
nikotynoaminoadeninowego (nicotinamide adenine
dinucleotide, NAD*) i ATP [34]. Ponadto NO bezposred-
nio aktywuje MMP-9, faczac w ten sposdb sygnalizacje
MMP z dobrze poznanymi szlakami NO w udarze niedo-
krwiennym mézgu [28].

ERYTROPOETYNA

Astrocyty sa w mézgu gtéwnym zrédlem erytropoetyny
(EPO), endogennego hormonu glikoproteinowego o wla-
$ciwosciach neuroprotekcyjnych [72]. W warunkach
hipoksji ekspresja EPO jest regulowana przez czynniki
transkrypcyjne indukowane hipoksja (hypoxia indu-
cible factor, HIF): HIF-1 i HIF-2 [72]. Receptory dla EPO
(EpoR) wykryto zaréwno na astrocytach, mikrogleju,
neuronach, jak i komérkach s§rédbtonka naczyni mézgo-
wych [72]. W parakrynnym mechanizmie dziatania neu-
roprotekcyjnego EPO uczestniczg trzy gtéwne szlaki
sygnalizacyjne: JAK2/STAT/Bcl-2 z indukcjg czasteczek
antyapoptotycznych (Bcl-2 i Bcl-X|) i hamowaniem cza-
steczek proapoptotycznych (Bad), PI3K/Akt oraz NF-kB
aktywowany za pos$rednictwem JAK2 [107]. EPO powo-
duje takze wzrost ekspresji MT, endogennego neuropro-
tektanta pochodzenia astrocytarnego (zob. nizej) oraz
hamuje wytwarzanie czynnikéw prozapalnych, tj. TNF-
o, IL-6 i MCP-1 [109]. Ponadto EPO wzmaga regeneracje
tkanki po udarze mézgu przez stymulacje angiogenezy
[21]. Protekcyjne dziatanie EPO wobec neurondw i astro-
cytéw udowodniono wielokrotnie w eksperymental-
nych modelach niedokrwienia mézgu, zaréwno in vivo,
jak i in vitro. Wykazano m.in., ze EPO chroni neurony
przed $miercig indukowang OGD i glutaminianem [92]
oraz komérki prekursorowe oligodendrocytéw narazone
na hipoksje/reoksygenacje [54]. Prawdopodobnie EPO

odgrywa tez wazna role w endogennym mechanizmie
neuroprotekcyjnym hartowania ischemicznego. Takze
w zwierzecym modelu niedokrwienia mézgu u noworod-
kéw stwierdzono, ze EPO dziata neuroprotekeyjnie, sty-
muluje neurogeneze i poprawia stan funkcjonalny [43].
Przeglad systematyczny z metaanaliza, ktérym objeto 19
badan z uzyciem zwierzecych modeli ogniskowego nie-
dokrwienia mézgu potwierdzit, ze podanie EPO powo-
duje redukcje strefy obszaru niedokrwienia i poprawe
funkcji neurobehawioralnych [51].

Obiecujgce wyniki badani przedkliniczych stanowity pod-
stawe do przeprowadzenia préb klinicznych majacych na
celu ocene bezpieczetistwa i skuteczno$ci EPO w lecze-
niu udaru niedokrwiennego mézgu. Wyniki badat 11
fazy nie wskazywaty na jakiekolwiek problemy zwiazane
z bezpieczefistwem stosowania i sugerowaly skutecz-
no$¢ protekcyjng EPO w udarze [31]. Nastepnie przepro-
wadzono randomizowane badanie III fazy z podwdjnie
$lepa préba i grupa kontrolng placebo, ktérym objeto
522 pacjentéw. Chorym podawano rekombinowang EPO
(rEPO) do 6 godz. od pojawienia sie pierwszych sympto-
méw udaru we wlewie dozylnym (40 000 Ul), a klinicznie
oceniano po 60-90 dniach [32]. Nie potwierdzono lepszej
skutecznosci klinicznej EPO w porédwnaniu z placebo.
Natomiast w grupie chorych otrzymujacych EPO odno-
towano wyzsza $miertelno$¢ w poréwnaniu do placebo.
Negatywne rezultaty badar klinicznych rEPO moga
wynikaé z problemu dostarczenia skutecznej dawki leku
do obszaru o ostabionej perfuzji w krétkim czasie od
dokonanego zawatu mézgu. Wydaje sie, iz zamiast bez-
posredniego podawania rEPO bardziej korzystne bytoby
zastosowanie matych czasteczek, ktére indukowatyby
endogenng EPO. Inhibitory propylo-4-hydroksylazy HIF
sa matymi czasteczkami stabilizujacymi biatka, ktére
powoduja wzrost ekspresji HIF-1 i HIF-2 oraz genéw od
nich zaleznych (VEGF, EPO, 21(WAF/cip1), enolazy) [95].
Zastosowanie réznych zwiazkéw tej grupy (compound A,
3,4-DHB, DFO) przed MCAO wyraznie zmniejszalo strefy
niedokrwienia, co czyni je potencjalnie atrakcyjnym
podmiotem dalszych badan nad neuroprotekcja farma-
kologiczna.

ANTYOKSYDANTY

Sprawnie dziatajacy system detoksykacji RFT w astro-
cytach determinuje znaczna oporno$¢ tych komérek
na ischemie oraz wskazuje na istotne znaczenie w pro-
cesach antyoksydacyjnych w mézgu. Astrocyty cha-
rakteryzuja sie duzym stezeniem GSH (1-20 mM) oraz
znaczng aktywno$cia endogennych enzymdw antyoksy-
dacyjnych, tj.: katalazy, SOD, GPx i reduktazy glutationu
[9]. Natomiast neurony sa o wiele bardziej wrazliwe na
uszkodzenie wolnorodnikowe niz astrocyty ze wzgledu
na niski poziom GSH (<1mM) i wysokg zawarto$é Fe? [9].
GSH, gtéwny wewnatrzkomdérkowy przeciwutleniacz,
odgrywa znaczng role w bezposrednim usuwaniu RFT
w reakcji katalizowanej przez GPx. Usuwa takze nad-
tlenki powstajace podczas peroksydacji lipidéw [11]. Do
wzrostu wewnatrzkomdrkowego stezenia GSH w astro-
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cytach przyczynia sie wytwarzana tam glutamina.
Astrocyty wykazuja takze obecno$¢ swoistych antyoksy-
dantdw, tj. apolipoproteing D i transferyna [79]. Wzrost
ekspresji receptoréw transferyny na astrocytach jest
zwiazany z transportem i mobilizacjg nadmiaru zelaza
z przestrzeni zewnatrzkomdérkowej, co ogranicza jego
aktywnos¢ prooksydacyjng oraz peroksydacje lipidéw
indukowang przez RFT [79]. W astrocytach wystepuje
takze izoenzym oksydaza hemowa 1 (HO-1) warunku-
jacy szybkos¢ syntezy potencjalnych przeciwutleniaczy,
tj. biliwerdyny czy bilirubiny [40]. W ostatnich latach
uwage badaczy zajmujacych sie reakcja gleju na niedo-
krwienie zwrdcit enzym MT, ktéry moze dziataé jako
donor grup tiolowych i wymiatacz RFT [62]. W ciatach
komérek astrocytarnych stwierdzono obecno$é dwéch
izoform MT, tj. MT-1 i MT-II, niewykrywalnych w neuro-
nach [101]. MT sg wyraznie indukowane w niedokrwie-
niu mézgu oraz wykazuja wtasciwosci neuroprotekcyjne
zaréwno in vitro, jak i in vivo [108]. Na silne antyoksy-
dacyjne wiasciwosci MT sktada sie bardzo wysoka stata
szybkosci reakcji z rodnikami hydroksylowymi (OH
) [93], wieksza efektywno$¢ w poréwnaniu z GSH jako
$rodkiem chroniacym przed degradacja DNA wywotana
przez OH™ [94], zdolno$¢ tworzenia komplekséw zelazo
- tiolowo - nitrozylowych, wtérnych do wydzielania
zelaza przez MT [94] oraz reaktywno$¢ zaréwno z kwa-
sem nadtlenoazotowym ONOOH, jak i jego anionem
(ONOO") [89]. Sugeruje sie, ze wystepujaca w astrocytach
MT moze odgrywaé wazna role w regulacji wewnatrz-
komdrkowego stezenia cynku, ktéry jest niezbedny
do aktywacji enzyméw (tj. polimeraza DNA, fosfataza
alkaliczna, dehydrogenaza glutaminianowa, karbok-
sypeptydaza E), czynnikéw transkrypcyjnych (tj. Sp1)
i biatka S-100P. Ponadto MT chroni wrazliwe grupy -SH
na transporterach glutaminianu [113]. W astrocytach
w udarze mézgu dochodzi réwniez do indukgji tiore-
doksyny (TRX), niewielkiego wielofunkcyjnego biatka
o dziataniu antyoksydacyjnym, ktére jest uwazane za
regulatora neuroprotekcji [74].

Mimo potwierdzonego udzialu astrocytéw w ostabieniu
stresu oksydacyjnego w przebiegu udaru, w badaniach na
hodowlach komérkowych i/lub zwierzetach do§wiadczal-
nych odnotowano skuteczno$¢ neuroprotekcyjna jedynie
kilku substancji, ktérych mechanizm dziatania oparty jest
o specyficzne whasciwosci tych komérek. Stwierdzono
m.in., ze podanie kwasu dehydroaskorbinowego (dehy-
droascorbic acid, DHAA), utlenionej postaci kwasu askor-
binowego (witaminy C) przenikajacej BBB, zaréwno przed,
jak i po MCAO, zmniejsza objeto$¢ ogniska zawatowego
[48]. DHAA jest pobierany przez astrocyty, redukowany
do witaminy C i w tej postaci uwalniany, zapobiegajac ich
obrzmieniu i zmiatajac wolne rodniki [48]. W warunkach
in vitro wykazano, ze anestetyk propofol (lipofilny anty-
oksydant) w dawkach terapeutycznych nasila akumulacje
kwasu askorbinowego w astrocytach narazonych na stres
oksydacyjny i traktowanych DHAA [27]. Rdwniez wita-
mina E (tokoferol) podana przed MCAO zmniejsza obje-
to$¢ ogniska zawatowego [76]. Wyniki zaréwno badan in
vitro, jak i in vivo, $wiadczg o wlasciwo$ciach neuropro-

tekcyjnych ebselenu [2-phenyl-1,2-benzisoselenazol-
-3(2H)-on), zwiazku selenoorganicznego dziatajacego
przeciwzapalnie i przeciwutleniajaco oraz nasladujacego
w astrocytach endogenna GPx [39]. Znacznym ogranicze-
niem zastosowania terapeutycznego ebselenu jest jednak
skuteczno$¢ tylko w przypadku podania w krétkim cza-
sie od udaru. Ebselen moze natomiast korzystnie dziata¢
jednocze$nie zastosowany z trombolizg, poniewaz istot-
nie zwieksza dziatanie neuroprotekcyjne matych dawek
rtPA [59].

AbENOZYNA

Astrocyty odgrywaja gtéwna role w kontroli zewnatrzko-
mdrkowego stezenia adenozyny, endogennego zwiazku
neuroprotekcyjnego [18]. Zewngtrzkomdrkowe steze-
nie adenozyny w mézgu w warunkach normoksji jest
mate mieszczac sie w zakresie 30-300 nM [84]. Podczas
niedokrwienia, w zwigzku z deficytem energetycznym
oraz nasileniem uwalniania glutaminianu, pozakomér-
kowe stezenie adenozyny gwattownie ro$nie i warto$ci
te moga wzrastaé ponad stukrotnie [84]. Zwiekszone
zewnatrzkomérkowe stezenie adenozyny podczas
pierwszych 3 godz. ischemii ma znaczenie ochronne
[84]. Dziatanie protekcyjne wynika z aktywacji recep-
toréw adenozynowych (Al, Ay i AS), a nastepstwem jest
rozszerzenie naczyt krwionos$nych, zahamowanie kana-
16w wapniowych, zmniejszenie uwalniania glutaminianu
oraz aktywacja presynaptycznych kanatéw potasowych
[84]. W modelu MCAO wykazano, ze redukcja stezenia
adenozyny na skutek nadekspresji gtéwnego enzymu
metabolizujacego, kinazy adenozyny, a takze zastoso-
wanie antagonistéw receptoréw A1, powoduje wzrost
strefy uszkodzenia [87].

Adenozyna jest tworzona zaréwno wewnatrz-, jak
i zewnatrzkomdrkowo. We wnetrzu komérek jej zré-
dlem jest AMP, ktére ulega hydrolizie z udziatem
5’-nukleotydaz, a nastepnie wytworzona adenozyna
zostaje przetransportowana transporterami nukleoty-
déw do synapsy. Natomiast pozakomérkowo, adeno-
zyna powstaje z uwolnionego ATP w wyniku dziatania
ekto-5'nukleotydazy i ekto-difosfohydrolazy trifosfora-
néw nukleozydéw (NTPDazy) [60]. Oprécz neurondw,
zrédlem zewngtrzkomdérkowego ATP sg tez astrocyty.
Sugeruje sie, co najmniej trzy rodzaje mechanizméw
uwalniania ATP z astrocytéw. Dwa z nich, tj. liza komé-
rek zachodzgca w wyniku martwicy i zalezna od Ca*
fuzja pecherzykéw magazynujacych z btong plazma-
tyczng, sa podobne jak w neuronach. W astrocytach
stwierdzono obecno$¢ trzech biatek: cellubrewiny,
synaptobrewiny II i syntaksyny, ktére tworza (podobnie
jak w neuronach) podczas egzocytozy ATP tzw. kompleks
wydzielniczy. Trzeci mechanizm oparty jest na dziataniu
hemikanatéw umiejscowionych w btonie komdrkowej
zbudowanych z koneksyny 43 (connexin 43, Cx43), kté-
rej ekspresja zachodzi wylacznie w astrocytach [70]. ATP
uwalniane z astrocytéw przez Cx43 odgrywa znaczacg
role w mechanizmie neuroprotekcyjnym hartowania
ischemicznego [67].
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W btonie komérkowej astrocytéw dominuja receptory
A, ktére do aktywacji wymagaja wigkszych stezen ade-
nozyny niz receptory A,,. Prawdopodobnie to wtasnie
do ich pobudzenia dochodzi przede wszystkim podczas
ischemii. Skutkiem jest wzrost stezenia CAMP przyczy-
niajacy sie do zwiekszonego rozpadu glikogenu w nie-
dotlenionych astrocytach, wzrostu ekspresji czynnika
neurotroficznego pochodzenia glejowego (glial-derived
neurotrophic factor, GDNF) i ostabienia reakcji zapalnej
[44]. Donoszono takze o ochronnej roli astrocytarnych
receptoréw A, przed skutkami niedokrwienia mézgu.
W wyniku ich pobudzenia nastepuje aktywacja fosfo-
lipazy C (PLC) i uruchomienie kaskady wtérnych prze-
kaznikéw informacji. Uwolniony diacyloglicerol (DG)
aktywuje kinaze biatkowa C (PKC), ktéra przez fosfory-
lacje uczynnia enzymy przeciwutleniajace, w tym SOD
[87]. Zaréwno w warunkach in vitro, jak i in vivo wyka-
zano jednak, ze podczas przedtuzonego okresu ischemii
(12-24 godz.) nastepuje desensetyzacja receptoréw ade-
nozynowych o 70-80% [63]. Niemniej jednak zdolnos§é
zaréwno neurondw, jak i astrocytéw do uwalniania oraz
reagowania na ATP i adenozyne sugeruje, ze sg one auto-
krynnymi i parakrynnymi mediatorami protekeji w uda-
rze niedokrwiennym mézgu [26].

TROMBOSPONDYNA

Astrocyty wydzielaja trombospondyne 1 i 2 (TSP1/2),
glikoproteiny macierzy zewnatrzkomérkowej, modu-
lujace fenotyp komérek i strukture zrebu zewnatrz -
komérkowego [1]. Po eksperymentalnie wywotanym
udarze mézgu (MCAO) u myszy przez cztery tygodnie
obserwowano znaczny wzrost ekspresji mRNA i biatka
TSP1/2 w astrocytach [68]. W uszkodzonym mdzgu
TSP1/2 nasilaja synaptogeneze i stymulujg odrost uszko-
dzonych neurytéw [66]. U myszy z wylgczonymi genami
dla TSP1/2 (TSP1/2 KO) po miesigcu od MCAO stwier-
dzono znacznie mniejsza gesto$¢ synaps oraz stabsza
poprawe funkcji motorycznych, w poréwnaniu do myszy
szczepu dzikiego [66]. Mimo znanego antyangiogennego
dziatania TSP u myszy TSP1/2 KO nie zaobserwowano
réznic w angiogenezie przed i po MCAO [66]. Wydaje sie
zatem, iz strategie farmakologiczne, ktére prowadzityby
do nasilenia funkcji TSP1/2 moglyby prawdopodobnie
korzystnie wptywaé na poprawe stanu funkcjonalnego
po udarze mézgu.

VEGF | MMPs

W przebiegu niedokrwienia w neuronach, mikrogleju
i astrocytach dochodzi do indukcji ekspresji VEGF pod
wplywem czynnika transkrypcyjnego HIF-1. Wiele
badan wskazuje, iz VEGF moze wptywa¢ zaréwno nieko-
rzystnie, jak i protekcyjnie, w zaleznosci od fazy udaru,
w ktdrej ulega ekspresji. W fazie ostrej, jak wspomniano
wyzej, VEGF zwieksza obszar uszkodzenia przez nasi-
lenie obrzeku naczyniopochodnego na skutek wzrostu
przepuszczalno$ci BBB [116]. Jednak po kilku dniach od
udaru dochodzi do zmiany funkcji VEGF na adaptacyjna.
VEGF stymuluje wtedy angiogeneze, zapobiega opdznio-

nej $mierci neurondw, dziata silne przeciwzapalnie i pro-
muje neuroplastyczno$é, nasilajac dodatkowo migracje
i proliferacje neuronalnych komérek prekursorowych
[91]. Podobna zmiana funkcji dotyczy wydzielanych
przez astrocyty MMPs, ktérych wzrost aktywnosci pro-
teolitycznej powoduje przebudowe i degradacje sktad-
nikéw macierzy zewnatrzkomdrkowej [7]. W ostrej
fazie, zwtaszcza MMP-9, zwieksza przepuszczalno$¢ BBB
i obszar zawatu. Potwierdzeniem sa wyniki badar na
zwierzecych modelach niedokrwienia mézgu, w ktérych
wykazano, iz podanie w tym okresie inhibitoréw MMP-9
(BB-1101, BB94) lub wylgczenie genu dla MMP-9 redu-
kuje obszar uszkodzenia [7]. Niewatpliwg korzy$cia pty-
naca z zahamowania MMP-9 w fazie ostrej zawalu mézgu
jest ograniczenie skutkéw toksycznych rtPA zwigza-
nych z uszkodzeniem btony podstawnej naczyn krwio-
no$nych: obrzeku, dezintegracji BBB lub krwotoku [2].
rtPA aktywuje MMP-9 zaréwno na poziomie aktywacji
proenzymu na skutek proteolizy zwanej cystein-switch,
jak i na poziomie transkrypcji genu stymulowanej przez
indukcje NF-kB, nastepujacej po przytaczeniu rtPA do
astrocytarnych receptoréw LRP1 (low-density lipopro-
tein-receptor related protein) [2].

W fazie péznej, 7-14 dni po udarze, stwierdzono wzrost
aktywnosci MMP-9 w astrocytach i neuronach. Ekspresja
VEGF w tym okresie byla natomiast ograniczona tylko do
astrocytéw strefy okotozawalowej [6]. W tym przedziale
czasowym MMP-9 pochodzenia astrocytarnego odgrywa
posrednio role neuroprotekcyjna przez uwolnienie i akty-
wacje VEGF [117]. Rozbiezno$ci w profilu dziatania VEGF
i MMP wskazujg zatem, iz czgsteczki te uwalniane przez
astrocyty moga pelnié role patologiczna lub adaptacyjna,
w zalezno$ci od fazy udaru, w ktérej ulegaja ekspresji.

BLizna GLEJOWA

Po 7-10 dniach od udaru wokét ogniska zawatowego
obserwuje sie nasilong proliferacje reaktywnych astro-
cytéw odgraniczajacych strefe martwicy od zywej tkanki
i formowanie trwalej blizny glejowej [96]. Blizne tworza
gtéwnie astrocyty i wytwarzane przez nie proteoglikany
- wielkoczgsteczkowe sktadniki macierzy zewnatrzko-
mdérkowej. Reaktywne astrocyty wydzielaja proteogli-
kany zawierajace glikozoaminoglikany, tj.: siarczany
heparanu, dermatanu, ketaranu i chodroityny. Stano-
wia gtéwna bariere dla odrastajacych aksondéw, uposle-
dzaja regeneracje neurytéw i plastyczno$é synaptyczng
[77]. Wyniki licznych prac dodwiadczalnych wskazuja,
iz ograniczenie astrogliozy w ischemii mézgu zazwy-
czaj koreluje z redukcjg obszaru uszkodzenia. Zaha-
mowanie proliferacji reaktywnych astrocytéw przez
podanie inhibitora kinaz zaleznych od cyklin, melano-
tropiny o, kwasu kofeinowego lub cilostazolu zmniej-
szato strefe martwicy i ostabialo reaktywna glioze [12].
Jednak nalezy zaznaczy¢, ze powstanie blizny glejo-
wej jest wazne ze wzgledu na jej funkcje anatomicznej
i czynno$ciowej bariery wokét zawatu, co zapobiega roz-
przestrzenianiu si¢ proceséw zapalnych i powiekszaniu
obszaru martwicy [35].
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ASTROCYTY JAKO POTENCJALNA REGENERACYINA TERAPIA KOMORKOWA
W UDARZE MOZGU

Wraz z postepem wiedzy na temat wtadciwosci neuro-
protekcyjnych astrocytéw obserwuje sie znaczny wzrost
zainteresowania mozliwo$ciami ich wykorzystania
w leczeniu udaru mézgu. Najwiecej nadziei budza trzy
eksperymentalne strategie regeneracyjne polegajace
na: (i) transplantacji mezenchymalnych komérek macie-
rzystych (mesenchymal stem cells, MSC) izolowanych
ze szpiku kostnego, ktére indukuja in vivo wydzielanie
z astrocytéw substancji neuroprotekcyjnych; (ii) repro-
gramowanie endogennych astrocytéw do neurondéw
oraz (iii) przeszczepienie astrocytéw o zwiekszonych
wiasciwo$ciach neuroprotekeyjnych na skutek manipu-
lacji genetycznych.

MSC stanowia heterogenng populacje mezenchy-
malnych komdérek macierzystych i progenitorowych,
w obrebie ktérej znajdujg sie tzw. ukierunkowane tkan-
kowo komérki macierzyste. Podczas zawatu mézgu
dochodzi do wzrostu gradientu stromalnego czynnika
wzrostu 1 (stromal cell derived factor-1, SDF-1), bedg-
cego sygnatem przemieszczenia sie MSC do miejsca
uszkodzenia [65]. Liczne dane wskazujg, iz mechanizm
wzmagania proceséw regeneracyjnych w mézgu przez
MSC jest wynikiem nasilenia ekspresji i wydzielania
z astrocytéw czynnikéw neurotroficznych (VEGF, BDNF,
bFGF, GDNF) oraz zwiekszenia wytwarzania endogen-
nego tPA w tych komdrkach [119].

Wyniki niedawno opublikowanych badan sugeruja, iz
astrocyty izolowane z mézgéw noworodkéw szczurzych
mozna z powodzeniem reprogramowaé do neuronéw.
Réznicowanie takie mozna przeprowadzié np. przez
wymuszenie nadekspresji czynnikéw transkrypcyjnych
krytycznych dla procesu réznicowania w kierunku okre-
$lonego fenotypu neuronéw. Wykazano, ze wymuszenie
w astrocytach nadekspresji genu NEUROG2 powoduje
ich réznicowanie do neuronéw glutaminergicznych,
genéw Mash1 i DLX2 do fenotypu GABA-ergicznego,

PismiennicTwo

a ASCL1, LMX1B i NURR1 do neuronéw dopaminergicz-
nych [24]. Astrocyty w wyniku reprogramowania nie
tylko nabieraja charakterystycznych dla neuronéw cech
fenotypowych, ale takze wtadciwosci elektrofizjologicz-
nych, takich jak: pobudliwo$¢, zdolnos$¢ do generowa-
nia potencjaléw czynno$ciowych i tworzenia potgczen
synaptycznych [24].

Korzystne wyniki w zakresie poprawy funkcjonal-
nej po eksperymentalnie wywotanym udarze mézgu
u szczuréw obserwowano takze w wyniku transplantacji
astrocytéw o zwiekszonych wtasciwo$ciach neuropro-
tekcyjnych [51]. Nowy typ astrocytéw (Olig2PC-Astros)
otrzymano po dyferencjacji ludzkich embrionalnych
komdérek macierzystych z wykorzystaniem czynnika
transkrypcyjnego Olig2. U zwierzat, ktérym przeszcze-
piono Olig2PC-Astros obserwowano znacznie mniejszy
obszar uszkodzenia, wyzszy poziom BDNF oraz bia-
tek zwiazanych ze wzrostem i przezywalno$cig neuro-
néw w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Co niezwykle
istotne z punktu widzenia bezpieczetistwa potencjalne;
terapii, astrocyty Olig2PC-Astros nie powoduja powsta-
wania guzéw, nie réznicuja sie w inne typy komérek
i pozostajg w miejscu wszczepienia [51].

PobsumowaNie

W toku wieloletnich badati na znaczeniu zyskat poglad
o istotnej roli astrocytéw w patomechanizmie udaru
niedokrwiennego mézgu. O ztozonosci problemu niech
$wiadczy liczba opisanych czynnikéw bioracych udziat
w tym procesie. Okreslenie zmian zachodzacych w astro-
cytach w zawale mézgu moze mieé w przysztosci aspekt
praktyczny. Umozliwi bowiem stworzenie naukowych
podstaw do opracowania nowoczesnych strategii tera-
peutycznych zapobiegania przez astrocyty opéznionej,
poischemicznej §mierci neuronéw. W mysl tej koncepcji
strategie takie powinny polegaé na wzmocnieniu neuro-
protekcyjnych wlasciwosci astrocytéw lub nasladowaniu
dzialania endogennych substancji neuroprotekcyjnych
pochodzenia astrocytarnego.
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