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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Udar mézgu jest dzi§ na §wiecie najczg¢stsza przyczyna inwalidztwa ludzi dorostych i jedna z naj-
czestszych przyczyn Smierci ludzi starszych. Etiologia wigkszosci udaréw mézgowych (80-85%)
jest niedokrwienie (ischemia) mézgu. Wywotane niedokrwieniem zmiany w tkance mézgowej
prowadza nie tylko do jej degeneracji, ale réwniez w komoérce uruchamianych jest wiele mecha-
nizméw obronnych, ktérych zadaniem jest przeciwdziatanie uszkodzeniu. Jednym z nich jest eks-
presja endogennych substancji neuroprotekcyjnych, m.in. polipeptydu aktywujacego przysadkowa
cyklaze adenylanowa (PACAP) i naczyniowoaktywnego peptydu jelitowego (VIP), ktérych wia-
Sciwosci biologiczne i terapeutyczne sa w ostatnich latach intensywnie badane. PACAP i VIP sa
neuropeptydami wystgpujacymi zarowno w osrodkowym uktadzie nerwowym, jak i w tkankach
obwodowych réznych gatunkéw krggowcow. Charakteryzuja si¢ plejotropowa aktywnoscia biolo-
giczna. Niezwykle silne wtasciwosci neuroprotekcyjne tych peptydéw potwierdzono w licznych
modelach do§wiadczalnych. W mechanizmie dziatania ochronnego PACAP i VIP bierze udziat
wiele wewnatrzkomérkowych szlakéw, ktére najogdlniej mozna zaszeregowaé do czterech katego-
rii: przeciwapoptotyczne, przeciwzapalne, metaboliczne i modulujace ekspresje gendw. Uzyskane
w wielu osrodkach badawczych dane sugeruja, ze PACAP i VIP - peptydy wystepujace zaréw-
no endogennie, jak i podane z zewnatrz, badz ich syntetyczne pochodne, wykazujace niezwykle
wysoki potencjal neuroprotekcyjny i przeciwzapalny, moga stanowic¢ cel w opracowaniu nowo-
czesnych strategii terapeutycznych leczenia udaru mézgu.

polipeptyd aktywujacy przysadkowa cyklaze adenylanowa, PACAP * naczyniowoaktywny peptyd
jelitowy, VIP ¢ czynnik neurotroficzny zalezny od aktywnosci, ADNF  biatko neuroprotekcyjne
zalezne od aktywnosci, ADNP ¢ ischemia ¢ udar mézgu

Summary

Nowadays, stroke is the most frequent cause of adult disability and death of the elderly. In most
cases, the etiology of stroke involves cerebral ischemia. Ischemia-induced changes in the brain
tissue lead not only to its degeneration, but also to significant activation of cellular mechanisms
which protect the affected cells from damage. One such mechanism is the expression of endoge-
nous neuroprotective substances, for example pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide
(PACAP) and vasoactive intenstinal peptide (VIP), whose properties were investigated recently.
PACAP and VIP are neuropeptides widely distributed in both the central nervous system and pe-
ripheral organs of various vertebrates. They display pleiotropic biological activity. An extreme-
ly strong neuroprotective potential of these peptides has been observed and confirmed in nume-
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rous animal models. The protective mechanism of PACAP and VIP involves many intracellular
pathways, which can be generally classified into four categories of action: antiapoptotic, anti-in-
flammatory, metabolic, and modulation of gene expression. Numerous data provided by many
research centers suggest that endo- and exogenous PACAP and VIP, as well as their synthetic de-
rivatives, reveal considerable neuroprotective and anti-inflammatory potential, suggesting a po-
ssibility of their use as new therapeutic strategies in stroke treatment.

Key words: pituitary adenylate cyclase activating polypeptide, PACAP ° vasoactive intestinal peptide, VIP
« activity-dependent neurotrophic factor, ADNF ¢ activity-dependent neuroprotective protein,
ADNP - ischemia ° stroke
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Wstep

Niedokrwienie osrodkowego uktadu nerwowego (ische-
mia) jest definiowane jako zaburzenie miejscowe, wywotane
zmniejszeniem doptywu krwi tetniczej do danego obszaru
mozgowia, mogace prowadzi¢ do zaniku tkanki mézgowe;j
lub catkowitej jej martwicy [112]. W zaleznosci od obszaru
uszkodzonego na skutek uposledzenia przeptywu krwi, nie-
dokrwienie mozna klasyfikowa¢ jako globalne, czyli doty-
czace calego mézgu (zaburzenia krazenia bedace wynikiem
np. zatrzymania akcji serca) lub ogniskowe, ograniczone
tylko do fragmentu tego narzadu (wynik m.in. okluzji po-
jedynczego naczynia) [8]. Stopien niedokrwienia oraz jego
objawy sa wypadkowa, wynikajaca z czasu trwania zabu-
rzei, stopnia zwezenia lub zamknigcia naczynia doprowa-
dzajacego tlen i substancje odzywcze oraz istnienia krazenia
obocznego. Do najczgstszych przyczyn niedokrwienia, prze-
biegajacego z zamknigciem lub zwezeniem tgtnic, naleza:
choroby $ciany naczyn (miazdzyca, zapalenia), dlugotrwa-
ty ucisk z zewnatrz (guzy nowotworowe), a takze zakrzepi-
cai zatory. Rzadziej ischemia jest wynikiem wystgpowania
malformacji t¢tniczo-zylnych wrodzonych (przetoki tgtni-
czo-zylne, tetniaki) lub nabytych, bgdacych skutkiem ura-
zu lub przebytego zapalenia z towarzyszacym powstaniem
nieprawidtowych anastomoz tetniczo-zylnych [36].

Niedokrwienie zwigzane z wystapieniem naglego incydentu
mOzgowo-naczyniowego w obszarze bezposredniego una-
czynienia fragmentu mézgowia, przebiegajace z zaburze-
niem jego czynnosci i trwajace ponad 24 godziny, stanowi
podstawe do rozpoznania zespotu klinicznego, okreslane-
go mianem udaru mézgu [90,108]. W krajach rozwinigtych
udary stanowia jedna z najczgstszych przyczyn zgondéw, po
chorobach serca i nowotworach; sa réwniez jednym z gléw-
nych powodéw inwalidztwa. W Polsce wedtug raportu zespo-
tu ekspertéw Narodowego Programu Profilaktyki i Leczenia
Udaru Moézgu (NPPiLUM) rejestruje si¢ 60 000 nowych
udaréw rocznie. Wsp6tczynnik zapadalnosci na t¢ choro-
beg wynosi 175/100 000 u megzczyzn i 125/100 000 u kobiet,
a Sredni wiek zapadalnosci to okoto 70 rok zycia, co nie od-
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biega od wartosci europejskich. Natomiast umieralnos¢ z po-
wodu udaru, wynoszaca 106 na 100 000 dla mezczyzn i 79
na 100 000 dla kobiet nalezy do najwyzszych wskaznikéw
w Europie [89]. Dlatego poznanie molekularnych mechani-
zmdw patologii niedokrwiennej mézgu, zaleznosci wystg-
pujacych migdzy poszczegdlnymi procesami toczacymi sig
w obszarze niedokrwienia (zaréwno w czasie samej ische-
mii, jak i péZniejszej reperfuzji) oraz identyfikacja czynni-
kéw fizjologicznych i egzogennych mogacych modulowaé
przebieg choroby i wptywacé na dalsze rokowanie pacjenta,
wydaje si¢ szczeg6lnie istotne dla opracowywania nowocze-
snych i skutecznych strategii terapeutycznych.

ORGANIZACJA OGNISKA NIEDOKRWIENNEGO

Pierwszym krokiem prowadzacym do zrozumienia proce-
séw toczacych si¢ w niedokrwionym obszarze mézgowia
byto odkrycie tzw. strefy péicienia (penumbra) [3]. Komorki
nerwowe umiejscowione w strefie ogniska niedokrwienne-
go nie otrzymuja dostatecznej ilosci tlenu i substancji od-
zywczych, co prowadzi do ich martwicy. Jednak obwodowo
w stosunku do tego obszaru znajduje si¢ strefa komorek,
ktére moga by¢ zaopatrywane w niezbg¢dne do funkcjono-
wania substancje, przede wszystkim tlen dzigki istnieniu
krazenia obocznego. Czynnos¢ tych komérek w obszarze
penumbry zanika, ale nie dochodzi do powstania natych-
miastowych trwatych zmian morfologicznych [57,78], cho¢
przedtuzajaca si¢ ischemia moze prowadzi¢ do apopto-
tycznej $mierci tych komorek [63,67]. OpdZnienie wysta-
pienia uszkodzenia i apoptozy komérek tkanki mézgowe;j
w strefie otaczajacej ognisko niedokrwienia stwarza moz-
liwos¢ neuroprotekcyjnego dziatania w penumbrze, ogra-
niczenia odlegtych skutkéw niedokrwienia oraz poprawy
funkcji uszkodzonego fragmentu mézgowia.

OdpowiedZ komérkowa w niedotlenieniu
osrodkowego ukladu nerwowego

Ze wzgledu na réznorodnos¢ czynnikéw mogacych prowa-
dzi¢ do wystapienia niedokrwienia, a nast¢pnie reperfuzji
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uszkodzonego obszaru, a takze z powodu heterogennosci
tkanek mézgowych, przebieg procesu in vivo nie zostat jesz-
cze do korica wyjasniony. Do niedawna uwazano, ze jedynie
neurony sg wrazliwe na dziatanie niedotlenienia (hipoksji),
bedacego skutkiem niedokrwienia mézgu. Kolejne donie-
sienia umacniaja jednak pozycj¢ astrocytow, ktdre jeszcze
kilka lat temu uznawano za komorki petniace wytacznie
funkcje podporowe i stuzace mechanicznej ochronie neu-
ronéw [39,66]. Obecnie wiedza na ten temat ulegta znacz-
nemu poszerzeniu. W warunkach fizjologicznych astrocy-
ty uczestnicza w regulacji mikrosrodowiska mézgu, maja
znaczacy wptyw na utrzymywanie homeostazy w zakresie
neuroprzekaznikéw i rownowagi jonowe;j [114], biora udziat
w tworzeniu synaps oraz budowie i utrzymywaniu bariery
krew—mézg [66,80]. Opisano takze wptyw komorek gle-
jowych na transmisj¢ synaptyczng i pobudliwos¢ komoérek
nerwowych oraz ich migracj¢ [53,117,125]. Niepodwazalny
jest takze ich udziat w procesach detoksykacyjnych: zmia-
taniu wolnych rodnikéw oraz w sekwestracji metali [115].
Astrocyty maga réwniez wydziela¢ czynniki wzrostowe dla
neurondéw, niezbednych do proliferacji, przezycia i dojrze-
wania neuroblastéw linii neuronalnych, takich jak: czynnik
wzrostu nerwéw (NGF — nerve growth factor), mézgowo-
pochodny czynnik neurotroficzny (BDNF — brain-derived
neurotrophic factor), glejopochodny czynnik neurotroficzny
(GDNF - glial cell-line derived neurotrophic factor), rzg-
skowy czynnik neurotroficzny (CTNF — ciliary neurotro-
phic factor), naskérkowy czynnik wzrostu (EGF — epidermal
growth factor), czynnik wzrostu hepatocytéw (HGF — hepa-
tocyte growth factor), czy proteazowa neksyna 1/neksyna
glejopochodna (PN-1/GDN - protease nexin-1/glia-derived
nexin) [72,77,80,96,125]. Ponadto, podczas niedokrwienia
astrocyty odznaczaja si¢ dodatkowymi wtasciwosciami, ta-
kimi jak zdolno$¢ syntezy glikogenu z mleczanéw, alani-
ny i glutaminy oraz jego magazynowania, czym zdecydo-
wanie r6znia si¢ od neuronéw, catkowicie pozbawionych
takich mozliwosci [34,54,69,97].

Waznym procesem odpowiedzialnym za nasilenie uszko-
dzenia mézgu w nastgpstwie niedokrwienia jest proces
zapalny [23,31]. Najwazniejszymi elementami reakcji za-
palnej sa aktywacja komérek mikrogleju i astrocytow oraz
naptyw komérek uktadu odpornosciowego (granulocytéw
i makrofagéw) z krwi obwodowe;j. Istotng rolg we wszyst-
kich etapach rozwoju reakcji zapalnej indukowanej nie-
dokrwieniem odgrywaja chemokiny oraz cytokiny: za-
rowno pro- jak i przeciwzapalne, uwalniane w mézgowiu
przez astrocyty, neurony oraz komoérki mikrogleju i Sréd-
btonka naczyniowego [42,73,74,94,107]. Astrocyty biora-
ce udziat w likwidowaniu negatywnych skutkéw niedo-
tlenienia spowodowanego niedokrwieniem moga réwniez
wplywaé neurotoksycznie w obrebie uszkodzonego mo-
zgu [79]. Podobnie komoérki mikrogleju moga petnié funk-
cje ochronne w niedokrwieniu poprzez wydzielanie czyn-
nikéw troficznych dla neuronéw [118]. Z kolei w wyniku
wiasciwosci fagocytarnych - naciekajac poniedokrwienne
rejony martwiczo-apoptotyczne, moga wydziela¢ cytoki-
ny, czynnik martwicy nowotworéw o (TNF-o — tumor ne-
crosis factor-ou) oraz tlenek azotu, ktére maja wtasciwosci
uszkadzajace neurony [33,42,65,74].

Wszystkie doniesienia, §wiadczace o plejotropowej funk-
cji astrocytow w oSrodkowym ukladzie nerwowym po-
zwolity na poszukiwanie wyjasnienn molekularnych zmian

i proceséw zachodzacych w obszarze mézgowia podda-
nym niedokrwieniu.

PACAP 1 VIP - PEPTYDY 0 WEASCIWOSCIACH
NEUROPROTEKCYJNYCH

Gtéwnym celem zrozumienia mechanizméw zachodza-
cych w mézgowiu pod wplywem hipoksji/ischemii jest
przede wszystkim mozliwos¢ uzyskania informacji po-
trzebnych do stworzenia takich strategii terapeutycznych,
ktére ingerujac minimalnie w procesy patofizjologiczne
pozwolityby na uzyskanie maksymalnej poprawy stanu
chorego. Dostepne obecnie metody leczenia, polegajace
przede wszystkim na przywrdceniu przeptywu krwi wy-
starczajacego do prawidlowego funkcjonowania komo-
rek w niedokrwionym obszarze czgsto nie prowadza do
odzyskania pelnej sprawnosci [112]. Dlatego tez pojawi-
ly si¢ préby neuroprotekcyjnego wykorzystania substan-
cji egzo- i endogennych, ktérych zadaniem jest hamowa-
nie zmian zachodzacych w komédrkach uktadu nerwowego
pod wptywem hipoksji. Wiele osrodkéw badawczych za-
j¢to si¢ poznaniem i doktadnym scharakteryzowaniem
poszczegblnych etapéw zmian w komérkach poddanych
niedotlenieniu, a nast¢pnie ich modyfikacja z zastosowa-
niem zwiazkéw o potwierdzonych wtasciwosciach neuro-
protekcyjnych [71].

W przeprowadzonych w ostatnich latach badaniach nad
znalezieniem skutecznych lekéw, ktére mogtyby by¢ sto-
sowane w leczeniu niedokrwienia mézgu, wiele zwigzkow
neuroprotekcyjnych m.in. antagonisci receptora kwasu glu-
taminowego, czynnik pochodzenia mézgowego, immuno-
supresanty — cyklosporyna A (CsA), takrolimus (FK506),
znaczaco zapobiegalo Smierci neuronéw regionu CA1 hi-
pokampa [7,10,56,70]. W eksperymentach prowadzonych
na zwierzetach niestety wigkszos¢ z nich dziatata tylko po
podaniu bezposrednio w miejsce uszkodzenia, przed lub
w krétkim czasie po wystapieniu niedokrwienia. Ogranicza
to mozliwosci ich klinicznego zastosowania ze wzgledu
na dtugi czas, ktéry zwykle uptywa od rozpoznania uda-
ru do rozpoczecia leczenia. Czynnikami ograniczajacymi
uzycie substancji wykazujacych korzystne dziatanie w wa-
runkach in vitro, sa réwniez duza toksycznos¢ zwiazkow,
dziatania niepozadane oraz brak zdolnosci przekraczania
bariery krew—-mozg.

W ostatnich latach duze zainteresowanie wzbudzajq obser-
wowane zaréwno in vitro, jak i in vivo, wiasciwosci neu-
rotroficzne i neuroprotekcyjne PACAP (polipeptyd ak-
tywujacy przysadkowa cyklazg adenylanowa — pituitary
adenylate cyclase-activating polypeptide) i VIP (naczynio-
woaktywny peptyd jelitowy — vasoactive intestinal peptide)
[12,104], ktore sa naturalnie wystgpujacymi endogennymi
peptydami. Naleza do strukturalnie zblizonej rodziny poli-
peptydéw, obejmujacej poza wymienionymi takze peptyd
histydyno-izoleucynowy (PHI — peptide histidine-isoleu-
cine), jego ludzki analog peptyd histydyno-metioninowy
(PHM - peptide histidine-isoleucine), sekretyng, glukagon
czy heloderming [122].

PACAP w organizmie wystgpuje w dwoch postaciach: do-
minujacej, zbudowanej z 38 aminokwaséw (PACAP-38)
oraz krétszej, wystgpujacej w mniejszych stgzeniach, skia-
dajacej si¢ z 27 aminokwasow (PACAP-27). Posta¢ krét-
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Ryc. 1. Pordwnanie sekwencji aminokwasowych peptydéw PACAP-38, PACAP-27 i VIP

sza odpowiada pierwszym 27 aminokwasom postaci dtuz-
szej 1 powstaje z niej w wyniku selektywnej proteolizy.
Poza réznicami iloSciowymi obie postaci cechuje odmien-
ne rozmieszczenie tkankowe przy zachowaniu zblizonej
aktywnosci biologicznej. W odréznieniu od PACAP, VIP
wystepuje tylko w jednej postaci sktadajacej sig¢ z 28 ami-
nokwaséw, ktora jest w 68% homologiczna z sekwencja
PACAP-27 (ryc.1) [1,46,122].

PACAP i VIP charakteryzuja si¢ plejotropowa aktywnoscia
biologiczna, m.in. petnig funkcje neuroprzekaznikéw i/lub
neuromodulatoréw w osrodkowym i obwodowym ukta-
dzie nerwowym [1,24,122]. Prowadzone na szeroka ska-
lg prace badawcze nad neuroprotekcyjnymi wtasciwoscia-
mi PACAP i VIP sugeruja, iz peptydy te stanowia szans¢
w opracowaniu nowych strategii terapeutycznych leczenia
niedokrwienia mézgu [99].

Dziatanie NEuroPROTEKCYINE PACAP 1 VIP

Swoje wielokierunkowe dziatanie biologiczne PACAP i VIP
wywierajg poprzez aktywacjg swoistych receptoréw btono-
wych, ktére naleza do nadrodziny receptoréw zwiazanych
z biatkami G (GPCRs — G-protein coupled receptors). Na
podstawie powinowactwa do réznych endogennych ligandéw
receptory wigzace PACAP i VIP podzielono na dwie klasy:
receptory typu PAC1 oraz typu VPAC (obejmujace receptory
VPACI1 i VPAC2). Receptory typu PAC1 wykazuja wigksze
powinowactwo do PACAP i jednoczesnie mate powinowactwo
do VIP, natomiast receptory typu VPAC1 i VPAC2 charak-
teryzuja si¢ podobnym duzym powinowactwem do PACAP
i VIP. W obrgbie wspomnianych klas wyrézniono ponadto
kilka podtypéw-wariantéw receptoréw, ktérych znaczenie
funkcjonalne nie jest do korica poznane [1,76,82,122].

Prowadzone od wielu lat intensywne badania in vitro nad
neurotroficznym, a zwlaszcza neuroprotekcyjnym dziata-
niem PACAP i VIP dowiodly, ze neuropeptydy te chronia
komérki uktadu nerwowego przed neurotoksycznym dzia-
taniem glutaminianu, nadtlenku wodoru (H,0O,), B-amy-
loidu i glikoproteiny 120 (gp 120) [18,45,75,86,106,123].
Ponadto PACAP dziata neuroprotekcyjnie w obecnosci
etanolu, fragmentu 106—126 ludzkiego biatka prionowe-
go [PrP (106-126)] oraz ceramidu C2 [87,119,124]. W wa-
runkach silnej, 45-minutowej ischemii (95% N, i 5% CO,),
ktérej poddawano skrawki kory mézgowej matpy, dodany
PACAP wykazywat silne wtasciwosci ochronne w stosun-
ku do uszkodzonych neuronéw warstwy ziarnistej mézdz-
ku [4]. Z kolei VIP chronit komoérki nerwowe przed tok-
sycznym wptywem 6-hydroksydopaminy i tetrodotoksyny
(TTX - tetrodotoxin) [14,83,95].

Neuroprotekcyjne dziatanie PACAP i VIP potwier-
dzono takze w badaniach in vivo, m.in. na mode-

lach choroby Parkinsona, Alzheimera i niedokrwienia
[44,91,92,93,116].

Opisywane w literaturze dziatania neuroprotekcyjne tych
peptydéw, obserwowane juz przy zastosowaniu bardzo ma-
tych, subnanomolowych stezen, bytyby zgodne z zatozeniem
ich roli jako endogennych czynnikéw protekcyjnych.

Mechanizm dzialania neuroprotekcyjnego PACAP

Wiele danych wskazuje, iz mechanizm neuroprotekcyjnego
dziatania PACAP polega zar6wno na dzialaniu bezposred-
nim, jak i posrednim tego peptydu (ryc. 2 i 3) [99].

Bezposrednie dziatanie PACAP jest zwiazane z aktywacja
receptoréw typu PAC1 zlokalizowanych na komérkach neu-
ronalnych, za posrednictwem ktérych dochodzi do aktywa-
cji szlaku przekazywania sygnatu: AC—>cAMP—PKA [11,
75,86,87,119,120,123]. Nastepnie, aktywacja kinazy biatko-
wej A (PKA) prowadzi do pobudzenia kaskady kinaz MAP
(mitogen-activated protein kinase) [62,87,119,120,123].
Droga zalezng od kinaz MAP peptyd ten stymuluje eks-
presje c-fos, a takze czynnika antyapoptotycznego Bcl2.
Synteza tego czynnika moze by¢ stymulowana zaréwno
w sposéb bezposredni poprzez dziatanie PACAP lub po-
Sredni przez zalezna od tego peptydu aktywacj¢ czynnika
transkrypcyjnego AP-1 [5]. Zgodnie z ostatnimi doniesie-
niami PACAP, oprécz szlaku sygnatowego kaskady MAPK
(Ras/Raf-1/MEK/ERK) [109], moze réwniez aktywowac
GTP-az¢ Rap-1 oraz kinazg¢ B-Raf kinaz MAPK, po sty-
mulacji receptoréw PAC1 lub/i VPAC2. Dowiedziono,
ze aktywacja Rap-1/B-Raf indukowana przez nanomo-
lowe stezenia PACAP jest zalezna od aktywacji kaskady
cAMP, podczas gdy przy femtomolowych st¢zeniach pep-
tydu Sciezka ta prawdopodobnie nie zalezy od tego szlaku
[62]. Ponadto, wzrost stgzenia cAMP w komdrce prowadzi
do fosforylacji i aktywacji bialek CREB (cAMP-response
element-binding proteins) [11].

Inna wewnatrzkomorkowa droga przekazywania sygnatu,
ktéra moze uczestniczy¢ w dziataniu neuroprotekcyjnym
PACAP jest szlak: 3-kinaza fosfatydyloinozytolu (PI 3-ki-
nase; kinaza PI3)—kinaza Akt/PKB (protein kinase B).
Przypuszcza sig, ze PACAP aktywuje kinaz¢ PI3 przez
uwolnienie podjednostek Py biatka G sprzezonego z re-
ceptorem PACI1 [11].

Dziatanie bezposrednie PACAP jest réwniez zwiazane z ha-
mowaniem aktywnosci kaspazy 3, gléwnego enzymu bio-
racego udzial w procesie apoptozy [86,87,119,121,123,124].
To dziatanie PACAP jest nasladowane przez analogi cAMP
oraz znoszone przez inhibitory PKA i PKC co sugeru-
je, ze proces deaktywacji kaspazy 3 w neuronach zacho-
dzi poprzez aktywacj¢ dwoch gtownych szlakéw przeka-
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Ryc. 2. Mechanizm bezposredniego dziatania neuroprotekcyjnego PACAP.
PACAP za posrednictwem receptora typu PAC, lub VPACaktywuje
szlak przekazywania sygnatu zwigzanego z kinazg biatkowa
A (PKA) oraz kinaza biatkowa C (PKC). Linie ciagte oznaczaja
ustalony w przeprowadzonych badaniach szlak transdukcji sygnatu;
linie przerywane wskazuja na potencjalng $ciezke przekazywania
sygnatu; — aktywadja; L blokowanie

zywania sygnalu zwiazanych z receptorem typu PACI1:
AC—cAMP—PKA i PLC—IP3/DAG—PKC [86,121].
Uzyskane przez Ohtakiego i wsp. wyniki wskazuja, ze
mechanizm neuroprotekcyjnej aktywnosci PACAP moze
by¢ powiagzany z hamowaniem uwalniania z mitochon-
drium cytochromu c, uczestniczacego w procesie apopto-
zy (ryc. 2) [84,85].

PACAP moze bezposrednio dziata¢ réwniez na inne ko-
morki mézgowe. W hodowli mikrogleju poddanej nie-
dotlenieniu, peptyd ten aktywowal biatka p38 MAPK,
prowadzac do zahamowania syntezy tlenku azotu z akty-
wowanych komérek [110].

Posrednie dziatanie neuroprotekcyjne PACAP moze pole-
ga¢ zaréwno na hamowaniu, jak i pobudzaniu wydzielania
cytokin i chemokin przez komérki efektorowe. Dziatanie to
jest zalezne od rodzaju komérek podlegajacych wptywowi
PACAP. Astrocyty wykazuja znaczaca ekspresj¢ recepto-
réw wiazacych PACAP oraz s jednymi z gtéwnych komé-
rek efektorowych dla tego peptydu [19,55,81,111]. PACAP
wplywa ochronnie na komérki OUN w sposéb posredni,
stymulujac astrocyty do wydzielania réznych czynnikow
neurotroficznych, ktére dziataja na neurony, takich jak: in-
terleukina 3 i 6, TNF-a., czynnik pobudzajacy koloni¢ ma-
krofagéw i granulocytéw (M-CSF i G-CSF), czy chemoki-
ny RANTES i MIP, uwalniane przez makrofagi [18,19,100].
Z kolei inne dane sugeruja, ze PACAP moze dziata¢ neuro-
protekcyjnie w wyniku hamowania wytwarzania cytokin,
chemokin i innych czynnikéw prozapalnych pochodzacych
z aktywowanego mikrogleju. Czynniki te przyczyniajq si¢
do rozwoju wielu choréb neurodegeneracyjnych i sa to:

PACAP

N

: _. N0
RANTES up M — NFar
rd Sow e S Mep
IL6/ 1 \GCSF ILﬁlﬂ / [\ ~
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Ryc. 3. Mechanizm posredniego dziatania neuroprotekcyjnego PACAP.
PACAP stymuluje wydzielanie z astrocytéw cytokin i chemokin,
natomiast hamuje wytwarzanie czynnikéw prozapalnych
z aktywowanego mikrogleju

TNF-a, IL-18, IL-6, IL-8, MIP-10a (macrophage inflam-
matory protein-la), MIP-13, MIP-2, MCP-1, RANTES
(regulated upon activation normal T cell expressed and
secreted), NO, iNOS, IP-10 i CD40 [25,26,29,30,58,110].
PACAP reguluje wytwarzanie tych czynnikéw na pozio-
mie transkrypcyjnym przez hamowanie jadrowej transloka-
cji NF-kB, ktéra w warunkach fizjologicznych odpowiada
za przylaczanie do sekwencji regulatorowych docelowych
genéw i stymuluje ich ekspresj¢. Zablokowanie tego pro-
cesu zachodzi przez receptory VPACI i szlak sygnaliza-
cyjny cAMP/PKA [25,26,29,30].

Posrednie dziatanie neuroprotekcyjne PACAP obejmuje za-
réwno pobudzenie astrocytow do syntezy czynnikéw odpo-
wiadajacych za aktywacj¢ procesow ochronnych w osrod-
kowym uktadzie nerwowym, jak i hamowanie syntezy
czynnikoéw, ktére wydzielane przez mikroglej prowadza do
aktywacji szkodliwych proceséw zapalnych (ryc. 3).

Ponadto, wtasciwosci ochronne PACAP sa zwiazane ze
zwigkszeniem ekspresji czynnika wzrostu pochodzenia
moézgowego (BDNF — brain-derived neurotrophic factor)
[37,98]. Mechanizm neuroprotekcyjnego dziatania tego
peptydu moze by¢ powiazany z bialkiem neuroprotek-
cyjnym zaleznym od aktywnosci (ADNP — activity-de-
pendent neuroprotective protein), o ktérym wiadomo, ze
jest mediatorem dziatania neuroprotekcyjnego VIP [62].
Innym czynnikiem bioracym udzial w mechanizmie neu-
roprotekcyjnej aktywnosci PACAP jest natriuretyczny pep-
tyd typu C (CNP — C-natriuretic peptide). Wykazano, ze
CNP zwigksza wytwarzanie cGMP w komoérkach neuro-
nalnych i ochrania je w warunkach niedotlenienia i niedo-
boru glukozy [38].

Mechanizm neuroprotekcyjnego dziatania VIP

W odréznieniu od PACAP, mechanizm neuroprotekcyjne-
go dziatania VIP polega przede wszystkim na stymulacji
ekspresji i wydzielania czynnikéw pochodzacych z komé-
rek glejowych (ryc. 4).

Pierwsze doniesienia dotyczace neuroprotekcyjnych wta-
Sciwosci VIP dotyczyly neuronéw rdzenia krggowego,
w ktérych obserwowano ekspresje tego peptydu podczas
tworzenia synaps. VIP zapobiegal uszkodzeniu rozwija-
jacych si¢ neuronéw, poddanych dziataniu tetrodotoksyny
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Ryc. 4. Mechanizm dziatania neuroprotekcyjnego VIP. VIP pobudza
wydzielanie z astrocytéw cytokin i chemokin, natomiast
hamuje wytwarzanie czynnikéw prozapalnych z aktywowanego
mikrogleju

(TTX), blokujacej spontaniczna aktywnos¢ elektryczna
obserwowanych komorek [14]. Kolejne badania ujawnity,
ze VIP chroni neurony przed toksycznym dziataniem gli-
koproteiny otoczki ludzkiego wirusa uposledzenia odpor-
nosci, gp120 [21]. Zasugerowano wowczas, ze mechanizm
protekcyjnego dziatania badanego peptydu moze zalezec
od komoérek glejowych, wykazujacych ekspresje recepto-
réow dla VIP. Wkrétce wykazano, ze juz subnanomolowe
stezenia VIP pobudzaty astrocyty do uwalniania chemo-
kin grupy RANTES oraz makrofagowego biatka zapalne-
go-low (MIP-1v), ktére zapobiegaja $§mierci neuronéw pod-
danych dziataniu gp120 [17]. Podobnie jak PACAP, VIP
wywiera swoje neuroprotekcyjne dziatnie poprzez wptyw
zaréwno na komorki glejowe, jak i mikroglej. VIP stymu-
luje astrocyty do wydzielania IL-1, IL-6, proteazowej nek-
syny 1 (PN-1), neutrofiny 3 (NT-3), biatka szoku cieplne-
2o (hsp60), ADNF - czynnika neurotroficznego zaleznego
od aktywnosci (activity-dependent neurotrophic factor,)
i ADNP [13,16,18,19,24,51,103]. W przypadku tego ostat-
niego zwiazku wykazano, ze VIP nasila ekspresje genu
ADNP w astrocytach kory mézgowej przez wptyw na re-
ceptory typu VPAC2 [129]. Zaobserwowano réwniez, ze
neuroprotekcyjne dziatanie VIP, podobnie do PACAP, moze
polega¢ na hamowaniu uwalnianych z mikrogleju czynni-
kéw prozapalnych indukujacych §mieré neuronéw w cho-
robach neurodegeneracyjnych. VIP znaczaco blokowat ak-
tywacje mikrogleju i wydzielanie TNF-q,, interleukiny 13
oraz tlenku azotu w modelach choroby Parkinsona i ura-
zu moézgu (ryc. 4) [27,28].

Przez wiele lat sadzono, ze dziatanie neuroprotekcyjne
VIP polega gtéwnie na posrednim wplywie tego peptydu
na komorki glejowe. Badania grupy Gozes (2006) sugeru-
ja, ze VIP dziata protekcyjnie poprzez nowo zidentyfiko-
wany wariant receptora PAC1 (Hop2-PAC1). Relatywnie
wysoka ekspresja tego receptora w hodowli neuronalnej
sugeruje, ze VIP moze w sposéb bezposredni ochraniac
neurony, omijajac droge posrednia zwiazang z komorka-
mi glejowymi [88].

Dzialanie neuroprotekcyjne PACAP i VIP
w niedokrwieniu mézgu in vivo

Badania nad wtasciwosciami potencjalnych zwiazkéw neu-
roprotekcyjnych sa prowadzone z uzyciem dostgpnych do-
Swiadczalnych modeli niedokrwienia, ktére maja za zada-

nie odzwierciedla¢ warunki panujace w niedotlenionym
mozgu czlowieka. Ischemi¢ mozna uzyska¢ w warunkach
in vitro (skrawki mézgowe, hodowle komoérkowe) — w wa-
runkach zredukowanego dostepu tlenu i glukozy, oraz in
vivo (w badaniach na zwierzetach — model niedokrwienia
globalnego i ogniskowego). Podstawowym zwierzgcym
modelem doswiadczalnym odzwierciedlajacym przemija-
jace niedokrwienie mézgu in vivo (transient global ische-
mia) jest model Pulsinellego, polegajacy na zamknigciu
tetnic kregowych i szyjnych szczurom (4VO — 4-vessel
occlusion) na czas 10-30 min. Pelne niedokrwienie mo-
zgu moze by¢ réwniez uzyskane przez zamknigcie obu tet-
nic szyjnych (2 VO) na okreslony czas lub w potaczeniu
z jednoczesna hipotensja (2VO+"hypo”). Z kolei ischemia
ogniskowa moze by¢ indukowana czasowo lub trwale po-
przez blokowanie jednej z gtéwnych arterii mézgowych,
zazwyczaj t¢tnicy Srodkowej mézgu (MCA — middle cere-
bral artery). Najczgsciej stosowane metody eksperymen-
talnego zatoru mézgu to przejSciowe zamknigcie tetnicy
srodkowej mézgu (tMCAO - transient middle cerebral ar-
tery occlusion) oraz trwate zamknigcie tetnicy srodkowe;j
moézgu (pMCAO — permanent middle cerebral artery oc-
clusion) [108].

Neuroprotekcyjne dzialanie PACAP w warunkach
hipoksji

W modelu ischemii 4VO w pierwszej kolejnosci uszkodze-
niu ulegaja komarki piramidowe regionu CA1 hipokampa.
Ze wzgledu na ich duza wrazliwos¢ wobec niedokrwienia
model ten jest najcze¢sciej stosowany w badaniach nad wta-
Sciwosciami neuroprotekcyjnymi réznych zwiazkow.

Pierwsze badania in vivo przeprowadzone na tym modelu
doswiadczalnym u szczuréw ujawnity, ze PACAP, poda-
ny we wlewie dozylnym (16-160 pmol/h) lub bezposred-
nio do komér mézgowia (1 pmol/h), znaczaco zapobiegat
Smierci neuronéw obszaru CA1l hipokampa. Co wigcej,
PACAP zastosowany we wlewie dozylnym dziatat neuro-
protekcyjnie takze po podaniu opéZnionym — 24 godzi-
ny po wystapieniu niedokrwienia [116]. Niestety, stezenie
endogennego PACAP w hipokampie jest znaczaco nizsze
w poréwnaniu z innymi obszarami mézgu, ponadto jego
stezenie w krétkim czasie zmniejsza si¢ w neuronach ule-
gajacych degeneracji wywotanej niedokrwieniem. Uchida
i wsp. [116] wykazali, ze pod wptywem ischemii obserwo-
wano zwigkszong immunoreaktywno$¢ oraz wzmozong eks-
presje mRNA receptoréw PAC1 w astrocytach rejonu CA 1.
Powyzsze badania sugeruja, iz stezenie PACAP, ktére jest
wystarczajace do ochrony neuronéw CA1 w niedokrwie-
niu, moze by¢ uzyskane przy systematycznym podawaniu
matych dawek egzogennego peptydu, ktéry oddziatywat-
by z receptorami PAC1 w hipokampie [116]. Wnioski te
koreluja z wynikami wczesniej przeprowadzonych badan
potwierdzajacych zdolno$¢ PACAP do przekraczania ba-
riery krew-moézg [6].

W modelu hipoksji globalnej, PACAP podany szczurom
we wstrzyknigciu do komér mézgu w dawce 1 pmol/h 2
dni przed wywotaniem ischemii zmniejszat liczbg apop-
totycznych neuronéw w rejonie CA1 hipokampa; dziata-
nie to utrzymywato si¢ przez 7 dni [32]. Badania wyko-
nane przez Dohiego i wsp. (2002) wykazaly, ze PACAP
ochrania neurony piramidowe poprzez hamowanie akty-
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Tabela 1. Pordwnanie dziatania neuroprotekcyjnego PACAP i NAP, w zaleznosci od dawki i czasu podania peptydéw w zwierzecych modelach ischemii

Czas podania zwiazku przed

Peptyd Model neurodegeneracji ~ Sposob podania oraz dawka lub po niedokrwieniu Pismiennictwo
40 i.cv. (0,1;1%,10 pmol/h) Zarazpo [116]
40 iv. (16*=160 pmol/h) 24hpo [116]
40 i.c.v. 1pmol/h 2 dni przed [32]
PACAP tMCAO .. 160 pmol/h 4,8,12hpo [92]
pMCAO i.c.v. bolus 2 pg 0—7 dni przed [93]
i.c.v. 40 pmol
PMCAO i.v. 0.75 nmol Thpo [22]
pMCAO i.cv. 1pmol zaraz po [84]
NAP pMCAO i.v. 3 pg/kg m.c. Thpo [61]

4V0 - zamkniecie tetnic kregowych i szyjnych (4-vessel occlusion); tMCAQ — przejsciowe zamkniecie tetnicy Srodkowej mozqu (transient middle cerebral
artery occlusion); pMCAO — trwate zamkniecie tetnicy $rodkowej mézqgu (permanent middle cerebral artery occlusion); * najefektywniejsza dawka.

wacji kinaz INK/SAPK i p38 (kinaza biatkowa aktywowa-
na przez stres, o m.cz. 38 kDa). Wiadomo jednak, ze dzia-
lanie neuroprotekcyjne tego peptydu polega nie tylko na
utrzymywaniu dynamicznej réwnowagi mi¢dzy szlakiem
kinaz ERK (aktywowanym przez czynniki wzrostu) i szla-
kiem INK i/lub p38 (aktywowanym przez czynniki streso-
we), ale réwniez na stymulacji wydzielania IL-6 z astrocy-
téw, ktdra poteguje wlasciwosci neuroprotekcyjne PACAP
[32,43,84,99,100].

W modelu ogniskowej ischemii wywotanej przez tMCAO
u szczura, odzwierciedlajacym ogniskowe niedokrwienie
moézgu in vivo, PACAP znaczaco zmniejszat obszar mar-
twicy niedokrwiennej mézgu. To dziatanie utrzymywato
si¢ nawet po opéZnionym podaniu PACAP — do 12 godzin
po wystapieniu niedokrwienia z najsilniejszym efektem
neuroprotekcyjnym uzyskanym po 4 godzinach od poda-
nia [92]. Z kolei w modelu ogniskowej ischemii uzyskanej
przez pMCAO wykazano, ze dokomorowe podanie PACAP,
wykonane jeszcze przed wywotaniem ogniskowego niedo-
krwienia korowego, powodowato znaczace zmniejszenie
obszaru martwicy niedokrwiennej (do 40% po 24 godzi-
nach od wystapienia niedokrwienia) oraz zmniejszato za-
kres ubytkéw czuciowo-ruchowych przedniej czg¢sci ciata
[93]. Podobne wyniki uzyskano u myszy. PACAP podany
godzing po wywotaniu MCAO (i.v. lub i.c.v. — do komér
mozgu) znaczaco zmniejszat zakres niedokrwienia mézgu
[22]. Z kolei u transgenicznych myszy, heterozygotycznej
PACAP(+/-) i homozygotycznej PACAP(—/-), u ktérych
wywotano ogniskowe niedokrwienie, obserwowano wigk-
szy zakres obszaru niedokrwienia, gltgbsze ubytki neurolo-
giczne oraz wyzsze stgzenie cytochromu ¢ w cytoplazmie
niz u myszy homozygotycznych PACAP (+/+), a efekty te
ulegaty zdecydowanej poprawie po wykonaniu natychmia-
stowej iniekcji z PACAP38 (tab. 1) [84].

Doswiadczenia prowadzone na zwierz¢cych modelach
ischemii wykazaly, ze przed podaniem PACAP w powol-
nym wlewie konieczne jest dodatkowe szybkie wstrzyk-
nigcie dozylne (bolus) tego peptydu w ilosci 5-20 nmol/
kg m.c, w celu utrzymania neuroprotekcyjnego dziatania

PACAP [92,105,116]. Wynika to z obecnosci u szczuréw
we krwi krazacej biatka wigzacego PACAP, ktére po po-
laczeniu z egzogennym peptydem powoduje utrate dzia-
tania neuroprotekcyjnego przez badany peptyd. Pierwsza
iniekcja ma zatem za zadanie wysyci¢ miejsca wiazace
PACAP w tym biatku. Wstrzyknigcie dozylne (bolus) praw-
dopodobnie nie jest konieczne u ludzi, poniewaz w ludz-
kim osoczu nie istnieja biatka wiazace PACAP38 [105,
116]. Wyniki te wymagaja jednak potwierdzenia w kolej-
nych badaniach.

Badania in vivo wykazaty réwniez znaczacy wzrost stgze-
nia PACAP oraz up-regulacje receptoréw typu PAC1 w r6z-
nych modelach pourazowego uszkodzenia mézgu [41,102]
i neuronéw obwodowych [128]. Podobne wyniki uzyskano
rowniez po wykonaniu MCAO u myszy, u ktérych obser-
wowano zwigkszenie liczby receptoréw PAC1 w obszarze
niedokrwionej kory czotowo-ciemieniowej, kory wecho-
wej oraz w ciele prazkowanym [41], a takze w komdrkach
piramidowych [109].

Neuroprotekcyjne dzialanie VIP w warunkach
hipoksji

VIP jest szeroko rozpowszechniony w mézgowiu, rdze-
niu krggowym i w tkankach obwodowych ssakéw. Duze
stgzenie tego peptydu i receptorow typu VPAC wykryto
zwlaszcza w neuronach unerwiajacych mézgowy uktad
naczyniowy, co pozwala przypuszczaé, ze w osrodko-
wym uktadzie nerwowym VIP petni role silnego czynni-
ka rozszerzajacego naczynia, regulujacego przeptyw krwi
w moézgu [35,46,60]. Zaobserwowano, ze pod wptywem
ischemii u szczuréw i gerbilii dochodzi do pobudzenia pro-
ceséw autoregulacyjnych, polegajacych na wzroscie st¢ze-
nia VIP w mikronaczyniach mézgowych, co w rezultacie
prowadzi do rozszerzenia naczyn i zwigkszenia przepty-
wu mézgowego. Mozna zatem przypuszczac, ze stymula-
cja tego endogennego mechanizmu obronnego uzyskana
po podaniu zwiazku egzogennego, mogtaby staé si¢ ko-
lejnym punktem uchwytu nowych neuroprotektantéw sto-
sowanych w udarze mézgu [126].
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Ryc. 5. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych peptydow ADNF-14,
ADNF-9 oraz NAP

Wykrycie syntetycznych pochodnych VIP, ktére wyka-
zywaly nie tylko zblizone wtasciwosci, ale takze dziata-
ly znacznie silniej niz zwiazek macierzysty zmienito kie-
runek badan nad neuroprotekcyjnym potencjatem VIP.
Celowe stalo si¢ doktadne wyjasnienie mechanizmu dzia-
tania nowych pochodnych jako potencjalnych lekéw, kté-
re moglyby znaleZ¢ zastosowanie w terapii niedokrwienia
osrodkowego uktadu nerwowego.

Neuroprotekcyjne dzialanie nowych pochodnych VIP
i PACAP

VIP i PACAP jako naturalne peptydy sa podatne na endo-
peptydazy, dlatego opracowano nowe pochodne tych pepty-
déw: IK (312548) — pochodna VIP i Ac-PACAP — pochodna
PACAP, ktére sa oporne na dziatanie enzymoéw rozklada-
jacych. Ponadto, zwiazki te tatwo przechodza przez barie-
re krew-modzg i wykazuja silne dzialanie neuroprotekceyj-
ne. W badaniach przeprowadzonych w dwéch modelach
doswiadczalnych: 10-minutowej obustronnej okluzji tet-
nic szyjnych (2 VO) i 30-minutowej MCAO oba zwiazki
po podaniu dootrzewnowym znaczaco hamowaty Smierc
komorek neuronalnych w hipokampie, wykazujac dziata-
nie wprost proporcjonalne do st¢zenia [113].

W wyniku analizy sekwencji aminokwasowej ADNF
i ADNP, wydzielanych z astrocytéw pod wptywem VIP,
zsyntetyzowano ich krétsze pochodne, zbudowane odpo-
wiednio z 9 aminokwaséw (ADNF-9) i 8 aminokwaséw
(NAP) (ryc. 5). Peptydy te maja pelne wlasciwosci neuro-
protekcyjne, potwierdzone w badaniach prowadzonych na
neuronach kory mézgu, w ktérych po zastosowaniu TTX
zablokowane zostaty kanaty sodowe. Badane pochodne
nie tylko chronity komoérki przed §miercig juz po zastoso-
waniu bardzo niskich, subfemtomolowych stgzen, ale ich
dziatanie byto silniejsze niz zwiazkéw macierzystych [9,
15,20,24,40,49,51,103]. W modelach in vitro choréb neu-
rodegeneracyjnych substancje te wykazaly swoje wilasci-
wosci neuroprotekcyjne, zapobiegajac apoptozie neuronéw
spowodowanej pozbawieniem glukozy [127], nadtlenkiem
wodoru [102] oraz stymulujac przezywalnos¢ komoérek
[2]. Podobne wyniki uzyskano takze w doswiadczeniach
in vivo [44,49,61].

Przeprowadzone w réznych laboratoriach badania, po-
twierdzajace wyjatkowe wilasciwosci neuroprotekcyjne
NAP, przyczynity si¢ do dalszego rozwoju prac nad moz-
liwoscia zastosowania tego zwiazku jako leku. W mode-
Iu pMCAO, NAP dziatat ochronnie na neurony znajdujace
si¢ w obszarze zawatu — po dozylnym podaniu badanego
zwiazku (do 4 godzin od rozpoczgcia okluzji) zredukowa-
no obszar uszkodzony niedokrwieniem, a takze uzyska-
no poprawe funkcji czuciowo-ruchowych. Mikroskopowo

obserwowano znaczace zahamowanie apoptozy neuronéw
uszkodzonego obszaru [61]. Badania na szczurzym mode-
lu genetycznie uwarunkowanego nadcisnienia SHR (spon-
taneously hypertensive rats), w ktérym podawano dozylnie
znakowany NAP w godzing po wywotaniu pMCAO, wy-
kazaty kumulacj¢ tego peptydu w tkankach mézgowych
w obszarze niedokrwienia [61]. Po 30 minutach od iniekcji
w mozgu szczuréw wykrywano 17% znakowanego NAP
[48]. Podobne zadowalajace wyniki uzyskano po donoso-
wym podaniu tego peptydu. Wyniki innych badan z zasto-
sowaniem HPLC sugeruja, ze po 30 min od aplikacji przy-
najmniej 12% podanego NAP nie uleglo przemianom [49].
Natomiast w surowicy zwiazek ten wykazywat niezwykta
trwato§¢ w poréwnaniu z innymi peptydami. W hodowli
tkankowej, w Srodowisku 10% surowicy i 3-godzinnej in-
kubacji w temperaturze 37°C, NAP pozostawal catkowicie
aktywny. W badaniach toksykologicznych przeprowadzo-
nych na psach i szczurach, ktérym peptyd ten byl poda-
wany donosowo przez 30 dni w szerokim zakresie dawek
(0, 0,2, 2, 10, 100 i 1000 pg na dzien), nie zaobserwowa-
no zadnych dziatar niepozadanych [48].

Neuroprotekcyjne wtasciwosci ADNF-9 i NAP poréw-
nywano na modelowej asfiksji okotoporodowej w mézgu
noworodkéw szczura. Wyniki badan histopatologicznych
wykazaly, ze zar6wno ADNF-9 jak i NAP, podane Srédo-
trzewnowo (i.p.) po wywolaniu ischemii znaczaco zmniej-
szyty liczbg komérek apoptotycznych w regionie CA1, CA2
i CA3 oraz zakretu zgbatego hipokampa. W duzym stop-
niu peptydy te obnizyly réwniez wytwarzanie tlenku azo-
tu w niedotlenionych tkankach [59].

Udokumentowane silne wtasciwosci neuroprotekcyjne
NAP, bardzo dobra biodostgpnos¢ oraz duza stabilnos§¢
tego peptydu, moga by¢ podstawa do rozpoczecia préb kli-
nicznych z NAP, co stanowitoby ogromny postep w opra-
cowaniu nowej strategii leczenia udaru mézgu [47,48].
Ponadto, maty rozmiar czasteczki, sktadajacej si¢ jedynie
z kilku aminokwasoéw, efektywne dziatanie w bardzo ma-
tych dawkach (femtomolowych) oraz nieinwazyjne, do-
nosowe podanie leku [68] to atuty, ktére wyrdzniaja NAP
sposréd wielu przebadanych dotychczas potencjalnych
neuroprotektantow.

Inna pochodna VIP jest lipofilny analog tego peptydu, SNV
(stearyl-norleucine17-VIP), ktéry charakteryzuje si¢ znacz-
nie lepsza przenikalnoscia przez bariery biologiczne oraz
jest mniej podatny na dziatanie enzymow rozktadajacych
[50]. Wykazano, ze in vitro SNV chronit komérki nerwo-
we przed toksycznym wptywem takich substancji jak 6-hy-
droksydopamina, nadtlenek wodoru [83], B-amyloid [45],
a w badaniach in vivo zapobiegal degradacji neuronéw
cholinergicznych w modelu choroby Alzheimera [44,45].
W komérkowym modelu hipoksji indukowanej jodoocta-
nem — zwigzkiem nasladujacym stres glikolityczny wyste-
pujacy w niedotlenionych neuronach in vivo — SNV podany
na krétko przed wywotaniem ischemii chronit utrzymywa-
ne w hodowli komérki PC12 przed uszkodzeniem, a me-
chanizm jego dziatania neuroprotekcyjnego wynikat z re-
gulacji syntezy ADNP [101].

Jednakze badania prowadzone na wielu modelach doswiad-
czalnych jak dotad nie doprowadzity do wyodrebnienia
struktury leku, ktéry mozna podda¢ skomplikowanej pro-
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cedurze rejestracyjnej. Opracowanie takiej postaci z pew-
noscia pozwolitoby rozpoczaé préby kliniczne na pacjen-
tach cierpigcych na choroby neurodegeneracyjne, ale takze
po przebytych udarach mézgu.

Pobsumowanie

Ostatnie lata przyniosty olbrzymi rozwdj wiedzy na te-
mat udaru niedokrwiennego mézgu. Jednak mozliwosci
leczenia tego schorzenia sg nadal mato satysfakcjonuja-
ce, zaréwno dla lekarzy, jak i pacjentow. Najnowsze dane
pochodzace z wielu osrodkéw badawczych jednoznacz-
nie dowodza, ze szybko rozpoczete leczenie udaru w po-
faczeniu z zapobieganiem potencjalnym powiktaniom oraz
wczesne zastosowanie wtérnej profilaktyki znaczaco po-
prawia rokowanie i jakos$¢ zycia chorych, ktérzy przebyli
udar mézgu [52,89]. Istnieja dwa schematy postgpowania
w fazie ostrej udaru niedokrwiennego moézgu. Pierwszy
z nich ma na celu przywréci¢ prawidlowy przeptyw krwi
w zagrozonym obszarze moézgu; duze zastosowanie maja
tu leki trombolityczne (przywracajace drozno$¢ naczyn
przez rozpuszczenie istniejacej skrzepliny, np. rt-PA —re-
kombinowany aktywator plazminogenu) [64], leki przeciw-
zakrzepowe (obnizajace stezenie czynnikéw krzepnigcia)
oraz antyagregacyjne (hamujace czynnos¢ ptytek krwi)
[52,89,112]. Drugi schemat leczenia polega na dzialaniu
neuroprotekcyjnym, czyli zapobieganiu §mierci komérek
nerwowych poprzez ingerencj¢ w kaskadg niekorzystnych
zdarzen, do ktérych dochodzi w wyniku dziatania szkodli-
wych czynnikéw. Jedng z atrakcyjnych strategii moze by¢
neuroprotekcja w obszarze opdZnionej §mierci neuronéw
(penumbrze), polegajaca na zastosowaniu naturalnych (en-

PiSmiENNICTWO

dogennych) peptydéw badz ich analogéw o wielokierun-
kowym mechanizmie dzialania, wykazujacych w licznych
badaniach in vitro i in vivo silne wtasciwosci ochraniajace
komérki osrodkowego uktadu nerwowego przed czynnika-
mi uszkadzajacymi. Peptydy, takie jak PACAP, VIP, ADNF,
ADNP, a takze ich syntetyczne pochodne (np. SNV, NAP)
moga stanowi¢ szans¢ w opracowaniu nowych strategii te-
rapeutycznych w leczeniu niedokrwienia mézgu. Dane li-
teraturowe wskazuja, ze omawiane peptydy i ich pochodne
spetniaja warunki ,,idealnego” leku neuroprotekcyjnego.
Dziatajg silnie neuroprotekcyjnie w bardzo matych steze-
niach, przy ktérych nie wykazuja dziatar niepozadanych;
jako naturalne zwiazki swobodnie przenikaja przez btony
biologiczne osiagajac duze st¢zenie w mdzgu, a co naj-
wazniejsze — charakteryzuja si¢ szerokim oknem terapeu-
tycznym, co znacznie zwigksza ich potencjalne zastoso-
wanie jako przysztych lekéw w leczeniu udaru. Ponadto,
peptydy te, zwtaszcza PACAP i NAP w dtugoterminowych
badaniach in vivo poprawiaty funkcje czuciowo-ruchowe
zwierzat doswiadczalnych, co moze si¢ przetozy¢ na lep-
szg rehabilitacje pacjentéw, stanowiaca nieodtaczny ele-
ment postgpowania w/po udarze.

Etiologia udaru mézgu jest bardzo zr6znicowana i trudno
spodziewac sig, ze jego leczenie bedzie przebiegato wedlug
jednego, uniwersalnego schematu. Niemniej jednak dalsze
prace poswigcone opracowywaniu i projektowaniu nowych
zwiazkéw o wysokim potencjale neuroprotekcyjnym sa ko-
nieczne, by w najblizszych latach opracowac taki schemat
postgpowania, ktéry dawatby wigksza szansg na przezycie
pacjentom narazonym na niedotlenienie mézgu i zdecydo-
wanie poprawiat ich komfort zycia po przebytym udarze.
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