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Streszczenie |

Summary |

Wyniki badai opublikowanych w ostatnich latach wskazuja, ze indukcja standw zapalnych w osrodkowym uktadzie ner-
wowym moze stanowi¢ podstawe patofizjologiczng wielu choréb, w tym udaru niedokrwiennego mdzgu. Istotng rolg
w tych procesach przypisuje si¢ sygnalizacji purynergicznej i cytokinom. Receptory purynergiczne P1 i P2 oraz enzymy
uczestniczace w degradacji nukleotydow sg szeroko rozpowszechnione na komérkach osrodkowego uktadu nerwowego.
Puryny i pirymidyny wykazuja dwojakie dziatanie w udarze niedokrwiennym mozgu: pozytywne (neuroprotekeyjne) nu-
kleozydow oraz negatywne (prozapalne i proapoptotyczne) nukleotyddw. W przebiegu udaru niedokrwiennego mozgu
udowodniono udziat w indukeji proceséw zapalnych trzech cytokin: czynnika martwicy nowotworéw o (TNF-a), in-
terleukiny 1 (IL-1) i interleukiny 6 (IL-6). Cytokiny prozapalne wywolujg procesy zapalne i prozakrzepowe, przez co
zwickszaja obszar zawalu, a w konsekwencji stopieni deficytu neurologicznego. Cytokiny i ATP sprzyjaja migracji leuko-
cytéw do miejsca niedokrwienia mdzgu, natomiast adenozyna dziata przeciwstawnie. Leukocyty, przylegajac do $rod-
btonka, uposledzaja przeptyw mdzgowy krwi, w wyniku czego nasilaja uszkodzenie tkanki nerwowej. Na uwalnianie
cytokin prozapalnych, gtownie interleukiny 1B, wplywa aktywacja receptora P2X.. Przypuszcza si¢, ze w procesach za-
palnych osrodkowego uktadu nerwowego moga uczestniczyC takze receptory: P2Y,, P2Y, P2Y |, P2Y,,. Wydaje sig, ze
degradacja nukleotydéw z powstaniem adenozyny moze by¢ skutecznym sposobem obnizenia stgzenia w przestrze-
ni pozakomoérkowej nukleotyddw, jak rowniez cytokin prozapalnych i wygaszania proceséw zapalnych. Inng metoda
oslabienia intensywnosci proceséw zapalnych jest zastosowanie antagonistow receptora P2X, oraz inhibitora recepto-
ra IL-1 (IL-1Ra). Obecnie prowadzone sg badania zar6wno nad potencjalnymi antagonistami receptora P2X_, jak i in-
hibitorem receptora IL-1 (IL-1Ra).

Stowa kluczowe: nukleotydy, nukleozydy, cytokiny, receptory purynergiczne, udar niedokrwienny mozgu
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Inflammation plays an important role in the aetiology of various diseases of the central nervous system including the
stroke. Accumulating evidence indicates that inflammation in the central nervous system is controlled by purinergic sig-
nalling. The mediators of purinergic signalling are extracellular nucleotides (e.g. ATP, ADP, UTP and UDP) and adenos-
ine that act via activation of P2 and P1 purinergic receptors, respectively. The activation of P2 and P1 receptors is regu-
lated by the enzymes ectonucleotidases that hydrolyse either extracellular nucleotides or adenosine. This review focuses
on the role of purinergic signalling in the ischaemic stroke. We and others have demonstrated the presence of nucleotides
and adenosine in the cerebrospinal fluid. We have also shown that the concentration of ATP and other nucleotides is in-
creased in cerebrospinal fluid of patients with ischaemic stroke. Evidence suggests that the activation of P2 and P1 recep-
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tors have an opposite role in the ischaemic stroke, i.e. while the nucleoside adenosine exert neuroprotective effects, nucle-
otides generally promote the proinflammatory and apoptotic responses. P2X., P2Y,, P2Y,, P2Y, and P2Y ,are proposed
to be involved in the central nervous system inflammation as they are expressed in the brain and their activation is known
to control the key inflammatory processes such as release of inflammatory mediators (e.g. cytokines, NO), migration of
leukocytes, phagocytosis, apoptosis and thrombosis. The activation of P2 receptors can also increase the release of excit-
atory neurotransmitters that further exacerbate the inflammatory response. Three cytokines whose release is controlled
by P2 receptors have a major role in the ischaemic stroke, namely tumour necrosis factor alpha (TNF-a), interleukin 1
(IL-1) and interleukin 6 (IL-6). By promoting inflammation and thrombosis, these proinflammatory cytokines contrib-
ute to the increase in lesion size and thus functional impairment of the affected tissue. Cytokines as well as extracellular
nucleotides are involved in leukocyte migration to lesions. By their adherence to endothelium, leukocytes impair cerebral
blood circulation and thus exacerbate damage to the brain. The hydrolysis of nucleotides to adenosine by the ectonucle-
otidases leads to deactivation of proinflammatory responses. Similar effect can also be obtained with P2X. and IL-1 re-
ceptor antagonists that are presently under clinical development and investigation.

Key words: nucleotides, nucleosides, cytokines, purinergic receptors, ischaemic stroke

ROLA NUKLEOTYDOW I ADENOZYNY Srodblonka™?. Jego Zrodiem sa komorki Srddblonka, plyt-

W UDARZE NIEDOKRWIENNYM MOZGU

mdrkowej mdzgu biorg udziat w neurotransmisji, mo-

dulacji sygnaléw czuciowych, w tym generowaniu i od-
biorze bodzcow bolowych, oraz w indukcji apoptozy i nekrozy.
W uktadzie krwiono$nym puryny i pirymidyny uczestnicza
w hemostazie i regulacji ci$nienia krwi. Uwalniany z komorki
ATP wykazuje dziatanie prozapalne i proapoptotyczne. Ade-
nozyna i guanozyna na drodze odmiennych mechanizméw od-
grywajq wazng rolg w procesie neuroprotekcji’¥. Z kolei znaj-
dujacy si¢ poza komorka adenozynodifosforan (adenosine
diphosphate, ADP) peni istotng funkcje w powstawaniu za-
krzepu™?. Pojawiajacy si¢ we krwi w wyniku uszkodzenia §rod-

Ektonukleotydy i ektonukleozydy w przestrzeni pozako-

ki krwi, jak rowniez katalityczna hydroliza ATP z udzialem
NTPD-azy 2. Adenozynodifosforan obecny we krwi aktywu-
je agregacje, a uwolniony z piytek krwi podczas tworzenia czo-
pu plytkowego nasila (amplifikuje) hemostaze®. Jego udziat
w procesie hemostazy odbywa si¢ przez aktywacje trzech re-
ceptorow plytkowych: P2Y , P2Y )i P2X 0.

Adenozynotrifosforan (adenosine-5-triphosphate, ATP) jest in-
hibitorem kompetencyjnym receptorow P2Y i P2Y,, dlatego
na hemostaze dziafa antagonistycznie w stosunku do ADP. Do
zahamowania amplifikacji agregacji konieczne jest stezenie ek-
to-ATP 50 uM. Wysokie stezenie ekto-ATP i ektoadenozyny
jest w stanie nie tylko wstrzymac hemostaze, lecz takze spo-
wodowac degradacje czopa plytkowego utworzonego w czasie
pierwotnej agregacji plytek krwi. Ektoadenozyna wstrzymuje

btonka ADP jest podstawowa i specyficzng czasteczka sygna- agregacje plytek krwi przez aktywacje receptorow A, ,, a proces
towa informujaca organizm o przerwaniu cigglosci komorek ten odbywa si¢ z udziatem biafek G.
Ekto-NTPD-aza 2 Ekto-NTPD-aza 1 Ekto-5'- Deaminaza
(ATP-aza) (Apiraza) -nukleotydaza ektoadenozyny
v
| v v v v Kwas
ATP ——> ADP ———» AMP ——> Adenozyna —» Inozyna -@—@—> moczowy

Receptory
Receptory adenozydowe P,
nukleotydowe P,
| | I I I I
P2X P2y A, A, A, A,

206 Rys. 1. Metabolizm ektonukleotydow i ektonukleozydow adeninowych oraz typy receptorow purynergicznych
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Ektopuryny i ektopirymidyny uwalniane podczas niedokrwie-
nia moézgu wykazuja dwojakie dziatanie — pozytywne nukle-
ozydow (adenozyna i guanozyna), czyli neuroprotekcyjne,
oraz negatywne nukleotydow (ATP), tj. prozapalne i proapop-
totyczne"''¥, Nukleotydy przez aktywacje receptorow P2X
powodujg wzrost metabolizmu komdrkowego i obnizenie fa-
dunku energetycznego komorek!121419, Dla utrzymania ho-
meostazy naczyf krwiono$nych korzystne jest wiec zmniejsze-
nie stezenia nukleotydéw w ognisku niedotlenienia, co mozna
osiggna¢ w dwojaki sposob: w wyniku enzymatycznej degra-
dacji poprzez ekto- 1 egzoenzymy lub rozcieiiczenia i dyfuzji
tych zwigzkdw poza obszar zawatu. W ognisku zawatu prze-
ptyw krwi jest niewielki lub catkowicie zahamowany, dlate-
go ruch czasteczek do innych czgSci mozgu, w tym do ply-
nu mozgowo-rdzeniowego, moze odbywac si¢ drogg dyfuzji.
W PMR mozliwe jest zmniejszenie st¢zenia puryn z udziatem
ektonukleotydaz — ekto-NTPD-az lub kinaz adenylanowych.
Badania przeprowadzone w Zaktadzie Biochemii UMK w To-
runiu wykazaly u chorych z udarem niedokrwiennym mozgu
obecno$¢ w ptynie mozgowo-rdzeniowym nukleotydow — po-
chodnych adeniny (ATP, ADP, AMP), guaniny (GTP i GDP),
pirymidyny (UTP i UDP) i nukleozyd nukleozydu - adenozy-
ny"'9. Potwierdzity one wyniki uprzednio opublikowanych ba-
dan9, Ponadto wykazaly, ze stezenie ATP w PMR w uda-
rze niedokrwiennym mozgu jest podwyzszone, niezaleznie od
etiologii i wielkoSci ogniska zawalowego, jak rowniez ze prze-
kraczajace norme stezenia ADP, ATP i GDP w ptynie mozgo-
wo-rdzeniowym u chorych byly czynnikiem ryzyka zgonu“®.
Mozna przypuszczac, ze nie dyfuzja tych zwigzkow, ale trans-
port celowy moze by¢ gldwnym mechanizmem przenikania
puryn i pirymidyn do PMR"9. We wczedniejszych badaniach
inni autorzy stwierdzili obecno$¢ w ptynie mozgowo-rdze-
niowym tylko produktéow degradacji nukleotydéw adenino-
wych@22),

Podczas niedotlenienia mézgu dochodzi do wzrostu uwalnia-
nia neuroprzekaznikow zaréwno pobudzajacych (glutaminian
i asparaginian), jak i hamujacych (GABA, glicyna)®2, Po-
zbawione doplywu tlenu astrocyty wykazujq stabsza aktyw-
no$¢ wychwytu glutaminiandw z przestrzeni synaptycznej®”.
Nastepstwem nadmiernego pobudzenia receptoréw glutami-
nergicznych, metabotropowych (mGIuR) oraz jonotropowych,
w tym takze NMDA (N-methyl-D-aspartate), jest niekontrolo-
wana depolaryzacja neurondw i przedtuzajacy sie czas ich ak-
tywacji®?. Proces ten, okreSlany terminem ekscytotoksycz-
nosci, prowadzi do S$mierci neurondw®>*?¥ W sytuacjach
stresowych w obszarach niedokrwienia mozgu stezenie adeno-
zyny poza komorka rosnie stokrotnie!>?”. Nukleozydy ozna-
cza si¢ przez analiz¢ mikroprobek mozgu (microdialysates, mi-
cropunches) metoda chromatografii. W ochronie neuronéw
uczestnicza pre- i postsynaptyczne receptory A . Ich aktywacja
powoduje hamowanie wydzielania przez neurony glutaminia-
nu, asparaginianu, a takze acetylocholiny, noradrenaliny, do-
paminy, serotoniny i kwasu y-aminomastowego (GABA) #2529,
Zmniejszenie produkcji neuroprzekaznikow, zwlaszcza amino-
kwasow pobudzajacych, skutkuje ograniczeniem aktywnosci
metabolicznej komdrek i spadkiem zuzycia tlenu. W przestrzeni
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pozasynaptycznej adenozyna, aktywujac receptory A,, stymulu-
je w astrocytach proces glukoneogenezy, a takze rozszerza na-
czynia. Efektem jest wzrost doptywu krwi do mozgu, co w za-
wale mdzgu mozliwe jest jedynie w obszarze penumbry.

Nie ma przekonujacych dowoddw potwierdzajacych istotng
role nukleotydow guaninowych (GTP, GDP i GMP) w ochro-
nie niedotlenionego mozgu®?. Wiadomo jednakze, ze GTP jest
magazynowany razem z ATP w pecherzykach synaptycznych
i uwalniany do przestrzeni pozakomorkowej, gdzie ulega kon-
wersji do guanozyny. Badania in vitro wykazaly, ze obecno$¢
tego nukleozydu chroni komdrki nerwowe w sytuacji niedotle-
nienia i braku glukozy®. Guanozyna, nasilajac wychwyt zwrot-
ny glutaminianéw podczas niedokrwienia mozgu, zapobiega
neurotoksycznosci i dziata antyapoptotycznie®'?,

Niewiele jest dostepnych informacji dotyczacych udziatu piry-
midyn w udarze niedokrwiennym mézgu, aczkolwiek w nielicz-
nych badaniach dowiedziono, ze hodowle astrocytow pozba-
wione tlenu i glukozy sg zdolne do wydzielania poza komorke
nie tylko ATP, lecz takze UTP i guanozyny. W hodowlach tych
stwierdzono takze dwukrotne zwigkszenie mRNA P2Y,, co su-
geruje, ze UTP moze dziata¢ protekcyjne na neurony w wyniku
aktywacji tego receptora®®”.

ROLA CYTOKIN W INDUKCJI
PROCESOW ZAPALNYCH W PRZEBIEGU
UDARU NIEDOKRWIENNEGO MOZGU

7 do$wiadczen prowadzonych na zwierzgtach wynika, ze cy-
tokiny indukujg procesy zapalne w osrodkowym ukfadzie ner-
wowym (OUN). Wykazano, ze w obszarze okotozawatowym
TNF-a i IL-1 sg wytwarzane przez komorki mikrogleju, ma-
krofagi dooponowe (intrathecal) 1 migrujace makrofagi (po-
chodzace z monocytow krwi), a IL-6 wydzielana jest przez
komorki mikrogleju oraz komorki nerwowe®>*>, W ekspery-
mentalnym zawale mézgu u zwierzat podwyzszone stezenie
TNF-a i IL-1 obserwuje si¢ w pierwszych godzinach niedo-
krwienia. Najwyzsze stezenie zwigzki te osiggaja w przestrze-
ni migdzykomorkowej juz po 12 godzinach i pozostajg na pod-
wyzszonym poziomie jeszcze przez kilka dni®9. Nieliczne
badania przeprowadzone na szczurach dotyczace IL-6 wyka-
zaly, ze mRNA interleukiny 6 (IL-6) wyraZnie wzrasta juz po
3 godzinach od poczatku zawalu mozgu 1 utrzymuje si¢ przez
kolejne 24 godziny®>3,

Jak dotad u ludzi udowodniono udziat trzech cytokin w induk-
¢ji procesow zapalnych w przebiegu udaru niedokrwiennego
mozgu: czynnika martwicy nowotworow o (tumor necrosis fac-
tor a, TNF-0), IL-1 (forma IL-1a. 1 IL-1B) oraz IL-6%2%, Wy-
sokie stezenie tych cytokin stwierdzono w obszarze zawatu mo-
z7gu oraz we krwi i plynie mézgowo-rdzeniowym®©™*, Polscy
badacze juz w 2001 roku zwrdcili uwage na znaczenie cytokin
prozapalnych w udarze mozgu“-*, Inni naukowcy wykazali, ze
ich stezenie w przestrzeni migdzykomdrkowej w przebiegu nie-
dokrwienia mozgu wzrasta wielokrotnie (40-60-krotnie)®>3,
Ponadto w niedokrwieniu mdzgu dowiedziono spadku steze-
nia cytokiny antyzapalnej — interleukiny 10 (IL-10), syntety-
zowanej przez leukocyty i makrofagi monocytow krwi. Wzrost

207



CHOROBY NACZYNIOWE

jej ekspresji stwierdzono u zwierzat z ogniskowym niedokrwie-
niem mozgu#. Od pierwszych godzin zawatu mozgu cyto-
kiny prozapalne indukujg procesy zapalne, ktore powickszajq
obszar uszkodzenia moézgu i w konsekwencji stopiefi deficytu
neurologicznego. Zmiany te majg wplyw na rozmiar kalectwa
w nastepstwie zawatu mozgu i na rokowanie dotyczace przezy-
cia. Przed manifestacja objaw6w zapalenia TNF-a i IL-1p sg
jako pierwsze uwalniane poza komorke, a nastepnie wywotu-
ja syntezg kolejnych cytokin prozapalnych, przyktadowo IL-6,
chemokin, jak rowniez cytokin antyzapalnych, np. IL-10%9.
Wsrod cytokin prozapalnych szczegolng role odgrywa IL-16,
ktora uczestniczy w aktywacji syntezy IL-2 oraz indukuje eks-
presje jej receptora.

Cytokiny, obecne na kazdym etapie udaru mozgu, wykazu-
ja rowniez dziatanie prozakrzepowe. Wzrost stezenia TNF-o
pobudza ekspresje czynnika tkankowego (tissue factor) i cza-
steczek adhezyjnych dla leukocytow, uwalnianie IL-1, tlenku
azotu, czynnika VIII (czynnika von Willebranda), czynnika ak-
tywujacego plytki krwi i endoteliny. Ponadto TNF-a hamuje
uktad trombomodulina - biatko C - biatko S (thrombomodulin
— protein C — protein S system), obniza st¢zenie tkankowego ak-
tywatora plazminogenu (fissue plasminogen activator) i uwal-
nianie inhibitora 1 aktywatora plazminogenu (plasminogen ac-
tivator inhibitor 1), Dzialanie 1L-6 jest ztozone i nie do korica
poznane. Jej synteza moze by¢ wywotana przez rozne czgstecz-
ki, takie jak: IL-1, TNF-a, transformujacy czynnik wzrostu p
(transforming growth factor p) 1 prostaglandyny (PGs), oraz
przez wiele innych mediatordw, np. B-amyloid, interferon y
(IFN-y), IL-4. Istnieja doniesienia zaréwno o neuroprotekeyj-
nym dziataniu IL-6, prawdopodobnie wskutek aktywacji recep-
torow adenozynowych A , jak i o udziale tej cytokiny w pro-
cesie neurodegeneracji i $mierci neurondw“*, Tarkowski
i wsp.®¥wykazali u chorych z udarem niedokrwiennym mézgu
obecno$¢ TNF-o w plynie mdézgowo-rdzeniowym nawet po
trzech miesigcach od zachorowania. Zaremba i wsp.“V stwier-
dzili wzrost stezenia TNF-a. w plynie mozgowo-rdzeniowym
w pierwszych 24 godzinach po udarze mozgu, dowiedli row-
niez korelacji tego st¢zenia z cigzkoscig zawatu. Z najnowszych
badaf z zastosowaniem rezonansu magnetycznego (MRI) wy-
nika, ze w pierwszych 6 godzinach niedokrwienia mozgu istnie-
je korelacja migdzy stezeniem IL-6 w plynie mozgowo-rdzenio-
wym a wielkoscig zawatu w 24. godzinie choroby®?.

Analiza st¢zenia cytokin we krwi nie przynosi tak jednoznacz-
nych rezultatow jak w przypadku ptynu mdézgowo-rdzeniowe-
go, co dodatkowo komplikuje istnienie sprzecznych doniesief
na ten temat. Ponadto stezenie cytokin we krwi obwodowej
moze, ale nie musi, odzwierciedla¢ uwalnianie cytokin w OUN.
Kontrowersje dotycza zwlaszcza TNF-o (tumor necrosis fac-
tor o). Kes i wsp. nie stwierdzili wzrostu jego stezenia we krwi
w udarze mozgu®. Rowniez Montaner i wsp.®? nie wykaza-
li istotnego wzrostu TNF-a w surowicy krwi w udarze mozgu
w pierwszych 24 godzinach, chociaz odnotowali korelacje jego
stezenia ze zmianami perfuzji w badaniu MR perfusion-weigh-
ted imaging. U wigkszoSci chorych z udarem mézgu Tarkowski
i wsp.®¥ stwierdzili podwyzszone stezenie IL-1p w plynie mo-

208 zgowo-rdzeniowym, co obserwowali takze inni badacze nawet

w niewielkich zawatach mozgu®®. Chociaz rola IL-1p w uda-
rze eksperymentalnym u zwierzat nie budzi watpliwosci, to nie
wykazano istotnego wzrostu jej stezenia u ludzi z zawalem mo-
7gut+%, Badania we wczesnej fazie udaru potwierdzity korela-
cje wzrostu stezenia IL-6 we krwi z ci¢zkoScig udaru i wielko-
Scig obszaru zawatu™+>?,

W rozwoju proceséw zapalnych OUN wazng funkcje petnig re-
aktywne limfocyty T migrujace przez Srodblonek do strefy nie-
dokrwienia®®. SzczegoIng role w tym procesie odgrywa IL-1p,
ktora pobudza wytwarzanie IFN-y i IL-6 przez limfocyty, ma-
krofagi i komdrki §rodbtonka oraz zwigksza adhezje limfocy-
tow T do komdrek $rodbtonka. Cytokiny prozapalne aktywu-
ja leukocyty, a takze indukujg ekspresje czasteczek, takich jak:
selektyna E, czasteczki adhezji migdzykomdrkowej (intercellu-
lar adhesion molecule 1, ICAM-1) i czasteczki adhezji naczy-
niowej | (vascular cell adhesion molekule 1, VCAM-1). Biatka
adhezyjne, znajdujace si¢ na powierzchni komorek §rddbton-
ka (np. VCAM-1), uczestniczg w przenikaniu limfocytow T
do OUN, gdyz wigze si¢ z nimi zlokalizowana na powierzch-
ni limfocytéw integryna a4pl (VLA-4). Leukocyty gromadza-
ce si¢ w regionie niedokrwienia nasilaja uszkodzenie mozgu,
poniewaz, przylegajac do Srodbtonka, uposledzajg przeptyw
krwi w naczyniach®”, W obszarze niedokrwienia aktywowa-
ne leukocyty uwalniajg kolejne cytokiny o dziataniu neurotok-
sycznym, enzymy proteolityczne, zwigzki obkurczajace naczy-
nia i indukujg w komorkach srodbtonka ekspresje czynnikdw
prozakrzepowych. Procesy te nasilajg miejscowe niedokrwie-
nie mozgu®s>, Cytokiny prozapalne wydzielane w przebie-
gu niedokrwienia moézgu powoduja uszkodzenie bariery krew-
-mdzg, czego skutkiem jest ekspozycja niektorych antygendw
o$rodkowego ukfadu nerwowego na dziatanie obwodowego
uktadu immunologicznego, ktory rozpoznaje te antygeny (np.
biatko S-100) jako obce i wywotuje we krwi obwodowej odpo-
wiedZ zapalng z udziatem cytokin produkowanych przez leu-
kOCyty(40'58).

Wyniki niedawno opublikowanych badaf Smitha i wsp. su-
geruja, ze juz we wezesnym okresie udaru niedokrwiennego
mozgu dochodzi do wzrostu w surowicy krwi stezenia IL-1,
IL-6 i biatka C-reaktywnego (C-reactive protein, CRP). Wy-
sokie stezenie CRP 1 IL-6 we krwi koreluje z rozlegtoscig ob-
szaru uszkodzenia mozgu i objawami neurologicznymi(®s,
Poniewaz IL-1 jest silnie zaangazowana w patofizjologi¢ nie-
dokrwienia mozgu, Smith i wsp.” przeprowadzili badania
7 obwodowym podaniem inhibitora receptora IL-1 (IL-1Ra)
w eksperymentalnym udarze niedokrwiennym mozgu. Za-
stosowanie IL-1Ra spowodowalo znaczne zmniejszenie za-
sicgu uszkodzenia moézgu. Obecnie prowadzone sg badania
(faza II) u chorych z udarem niedokrwiennym, ktérym po-
daje si¢ dozylnie IL-1Ra®?. Jak dotad nieznany jest wptyw
tego receptora na obwodowa odpornos¢ zalezng od leuko-
cytow. Badania wspomnianych autordéw budzg nadzieje, ze
w przysztosci bedzie mozliwe leczenie pacjentow z udarem
niedokrwiennym moézgu z zastosowaniem inhibitora recep-
tora interleukiny 1 i osiagniecie w jego wyniku redukcji de-
ficytu neurologicznego oraz poprawy rokowania dotyczace-
g0 przezycia.
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UDZIAL RECEPTOROW NUKLEOTYDOWYCH
W INDUKCJI PROCESOW ZAPALNYCH
OSRODKOWEGO UKEADU NERWOWEGO

Receptory P2 s obecne na wickszoSci komérek OUN, glownie
astrogleju i mikrogleju®. Enzymy - ektonukleotydazy, ktore
hydrolizuja pozakomorkowe nukleotydy, réwniez znajdujq sie
na komdrkach OUN,; takich jak astrocyty, oligodendrocyty i ko-
morki mikrogleju. U zwierzat na powierzchni neurondw kon-
taktujacych si¢ z ptynem mozgowo-rdzeniowym (cerebrospinal
fluid-contacting neurons, CFCN) oraz na komorkach splotu na-
czyniowkowego komor bocznych stwierdzono obecnos¢ recep-
torow P2X., P2X, i P2Y,®%. Sugeruje to, ze ATP, aktywujac
receptory P2X i P2Y, moze uczestniczy¢ w procesach zapal-
nych®), W plynie mézgowo-rdzeniowym wykazano aktywnos¢
niektorych enzymdw bioracych udzial w przemianie ektonu-
kleotydow i ektonukleozydow®®, U zwierzat zaobserwowa-
no aktywnos¢ egzo-NTPD-az, natomiast w plynie m6zgowo-
-rdzeniowym czlowieka — deaminazy adenozyny (ADA)(©46769),
Badacze przypuszczaja, ze w wywotaniu procesow zapalnych
mogg uczestniczyC nastgpujace receptory purynowe: P2X,
P2Y, P2Y,, P2Y , P2Y (L1697,

Od niedawna wiadomo, ze znajdujacy sie poza komdrka ATP
aktywuje receptory P2, co stymuluje procesy zapalne, prolife-
racje komorek mikrogleju i limfocytow oraz wydzielanie cy-
tokin®7,  Gromadzenie dowoddw potwierdzajacych ten
fakt oraz ich interpretacja zajely badaczom ostatnich kilka
lat1h121419  Pierwszym etapem bylo sklonowanie receptorow
P2 i udowodnienie ich ekspres;ji na komorkach zapalnych® ™,
W drugim etapie odkryto, ze P2X, uczestniczy w dojrzewaniu
i wydzielaniu kluczowej cytokiny prozapalnej — IL-14. Stwier-
dzono réwniez, ze podczas zapalenia w przestrzeni pozako-
morkowej rosnie stezenie ATP®0™_ Dzi§ jest oczywiste, ze
ADP, wywolujac aktywnoS¢ receptorow P2X., uwalnia IL-18
7 komoérek mikrogleju™, Zaréwno ATP, jak i ADP przez uak-
tywnienie P2Y,, pobudzaja mikroglej do chemotaksji, pod-
czas gdy UDP przez aktywacje P2Y, ufatwia fagocytoze pozo-
statoSci uszkodzonych komorek. Okazuje si¢ rowniez, ze ATP
jest nieodzowny do wytwarzania przez komorki odpornoscio-
we Th1 cytokin oraz IFN-y, ktory powoduje wydzielanie przez
limfocyty i makrofagi innych zwigzkow bioracych udziat w pro-
cesach zapalnych™.

W warunkach fizjologicznych stezenie ATP w przestrzeni po-
zakomorkowej jest niskie (nM), natomiast w komorce bar-
dzo wysokie (5-10 mM)®77), Jego uwalnianie do przestrze-
ni pozakomorkowej z uszkodzonych komérek badz zapalnych
OUN nalezy uzna¢ za szczeg6lnie wazny i niebezpieczny sy-
gnat. Wzrost stezenia ATP, pochodzacego z uszkodzonych ko-
morek w przestrzeni pozakomorkowej, a takze niewydolno$¢
badz zaburzenia hydrolizy tego nukleotydu moga doprowadzi¢
do znacznego uszkodzenia osrodkowego uktadu nerwowego.

Receptor P2X., znany wczesniej pod nazwg P2X, zwany byt
wreceptorem $mierci komdrek™ ™. Wyr6znia si¢ sposrod in-
nych receptoréw rodziny P2, bowiem w odrdznieniu od nich
wymaga do aktywacji zarowno uM, jak i mM stezenn ATP®278),
WOUNP2X_ jest obecny na komorkach mikrogleju, komorkach
Schwanna i astrocytach, jak réwniez na limfocytach, erytrocy-
tach, monocytach i tkankowych makrofagach7*$?. Aktywacja
tego receptora, monocytow/makrofagdw i komorek Srodbton-
ka powoduje wzrost wewngtrzkomdrkowego stezenia potasu,
co z kolei prowadzi do pobudzenia kaspazy | oraz uwalniania
do przestrzeni pozakomorkowej cytokin prozapalnych, w tym
dojrzatej formy IL-1p i TNF-, czego skutkiem jest wewnatrz-
komorkowa mobilizacja jonow Ca’*t 7330838 "W odrodkowym
uktadzie nerwowym w procesie zapalnym st¢zenie ATP w prze-
strzeni pozakomorkowej znaczaco roSnie i aktywuje receptor
P2X, kt6ry nastepnie bierze udziat w dojrzewaniu i wydziela-
niu kluczowej cytokiny prozapalnej — IL-1p237276889 Wzrost
jej stezenia prowadzi do rozpoczecia syntetazy tlenku azotu,
cyklooksygenazy 2 i TNF-a%), Dodatkowo stymulacja tego
receptora aktywuje wydzielanie z astrocytow neurotransmite-
oW pobudzajacych (glutaminiany i asparaginiany) 73788,
Oba te procesy blokowane sg przez utleniong form¢ ATP77,
Aktywacja P2X_ powoduje takze uruchomienie szeregu mecha-
nizmdéw, w ktore zaangazowane sg nastepujace enzymy: fos-
folipaza D (PLD), fosfolipaza A2 (PLA2), czynnik jadrowy
kappa B (nuclear factor kappa, NF-xB) oraz kinazy biatkowe
pobudzone przez mitogen (mitogen-activated protein kinases,
MAPKs) 780, Cytokiny wytworzone w wyniku aktywacji recep-
tora P2X_ przyczyniaja si¢ do dalszego rozwoju stanow zapal-
nych. Dojrzata forma IL-1p uruchamia produkowanie IFN-y
przez limfocyty T oraz IL-6 przez makrofagi i komorki $rod-
blonka, a takze zwicksza adhezje limfocytow do komérek $§rod-
blonka, co jest nastgpstwem zwickszonej ekspresji czasteczek,

agonisci

Receptor | Naturalni | Ekspresja receptorow w OUN | Funkgje i skutki aktywadji receptorow w OUN

Eksperymentalne zapalenie mézgu i rdzenia
(EAE)

’ oligodendrogleju, komorki

Schwanna, leukocyty

P2X ATP (mM) | Astrocyty, komédrki mikrogleju, |« Indukuje dojrzewanie i uwalnianie IL-13

« Aktywuje proliferacje i apoptoze komdrek mikrogleju

- Wywotuje wytwarzanie nadtlenku azotu i uwalnianie ATP | - U myszy pozbawionych receptordw P2X,
przez komdrki mikrogleju

- Aktywacja P2X; powoduje powstanie plak
podobnych jak u chorych z SM

oraz u myszy, ktdrym podano antagoniste P2X ,
obnizona ciezko$¢ przebiegu EAE

P2y, ATR UTP | Astrocyty, neurony, komdrki
mikrogleju, leukocyty

- Wptywa na migracje komorek gleju i leukocytéw Nieznana
« Aktywuje uwalnianie chemokin, IL-8 i MCP-1

dendrytycznych

P2y, uop Komérki mikrogleju, leukocyty, | - Wptywa na migracje leukocytow przez wytwarzanie IL-8 | Nieznana
komorki naczyn krwionosnych | - Wptywa na fagocytoze mikrogleju
P2y, ATP, ADP | Leukocyty - Zaangazowany w chemotaksje i apoptoze neutrofilow Nieznana

- Wptywa na odpowiedZ immunologiczng komérek

Tubela 1. Receptory P2 w procesach neurozapalnych osrodkowego ukladu nerwowego. Tabela zmodyfikowana na podstawie pracy Cieslaka i wsp."”” 209
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takich jak selektyna E, [CAM-1, VCAM-1. W obecnoSci cy-
tokin prozapalnych, w tym TNF-a i IFN-y, dochodzi do nad-
miernej ekspresji VCAM-1 na komdrkach Srodbtonka. Biatka
adhezyjne znajdujace sic na powierzchni tych komorek (np.
VCAM-1) petnig wazng funkcje w przenikaniu autoreaktyw-
nych limfocytow T do o$rodkowego ukfadu nerwowego, gdyz
wigze sic z nimi znajdujaca si¢ na powierzchni limfocytow
VLA-4. Migrujace do obszaru niedokrwienia mozgu leukocyty
poglebiaja uszkodzenie neuronéw w wyniku uwalniania kolej-
nych cytokin neurotoksycznych, czynnikow zwezajacych naczy-
nia i enzymow proteolitycznych“?. W migracji limfocytow do
OUN czynnie uczestnicza ATP i enzymy biorace udziat w ich
przemianach®$®. W procesie tym adenozyna dziala przeciw-
stawnie wobec ATP. Komorki limfoidalne i majace z nimi zwia-
zek wysokie stezenie ATP oraz niskie stezenie adenozyny w po-
taczeniu z zaleznym od leukocytow hamowaniem endotelialne;j
S’-nukleotydazy ufatwiaja migracje adherentnych leukocytow
do OUN®. W warunkach fizjologicznych enzymy zwigzane
z komorkami Srodbfonka, takie jak NTPD-azy i 5’-nukleoty-
daza, skutecznie degradujg ATP i ADP do AMP i adenozy-
ny 789909 W sytuacji odwrotnej wysoka aktywnos¢ na po-
wierzchni limfocytow: kinaz nukleotydéw, kinazy adenozyny,
deaminazy adenozyny oraz ektonukleotydazy i prawdopodob-
nie NTPD-azy 1 sprzyja resyntezie nukleotydow i obniza ste-
zenie pozakomorkowej adenozyny”'$99, Dzigki temu mozli-
we jest utrzymanie mikromolarnego stezenia ATP w bliskoSci
komorek limfoidalnych®”. W drugim etapie ostrego zapalenia
iniedotlenienia dochodzi do wzrostu aktywnosci ektoenzymow,
do ktorych zalicza si¢ NTPD-aze 1 i ekto-5™-nukleotydaze na
$rodbtonku, bioracych udziat w degradacji nukleotydow*9+%,
Ponadto wykazano, ze u zwierzat w nastepstwie ogniskowego
niedokrwienia mozgu zwicksza si¢ ekspresja ekto-5-nukleoty-
dazy komorek glejowych®. Efektem jest wzrost wewnatrzna-
czyniowego stezenia adenozyny oraz wygaszenie procesow za-
palnych przez wptyw na barier¢ Srodbtonka, adhezje i migracje
limfocytow®®, Wraz ze zwigkszonym wytwarzaniem pozako-
morkowej adenozyny dochodzi do obnizenia wychwytu zwrot-
nego adenozyny do komorek spowodowanego zmniejszeniem
ekspresji transporterow biatkowych dla tego nukleozydu oraz
do rozszerzenia mozliwosci sygnalizacyjnych ektoadenozyny
na skutek zwiekszenia poziomu transkrypcji jej receptora®s?,
Rosnace stezenie pozakomorkowej adenozyny aktywuje recep-
tory A2, i A2,, co skutkuje wzrostem stezenia cCAMP w efekto-
rowych komorkach zapalnych i powoduje zahamowanie uwal-
niania z nich czynnikow prozapalnych®?"#%%, Stwierdzono,
ze inhibitory ekto-NTPD-azy mogg znacznie zredukowac wy-
dzielanie IL-2 i TFN-y oraz w mniejszym stopniu wytwarzanie
TNF-a, IL-10 1 IL-5. Ich aktywnos¢ pozostawata bez wplywu
na wydzielanie 1L-4%.

7 uwagi na szerokie spektrum proceséw immunologicznych
bedacych nastepstwem aktywacji receptora P2X, prowadzo-
ne sg intensywne badania nad jego antagonistami, ktorzy (jak
przypuszczajg badacze) bedg w stanie zmniejszyC nasilenie
procesow zapalnych w QUN©MT9),

Receptor P2Y , o wysokiej specyficznosci wzgledem ATP bie-

210 | rz¢ udzial w regulacji odpornosci wrodzonej i nabytej oraz

w modyfikacji dziatania komorek dendrytycznych (dendritic
cells, DCs), ktore sg jedynymi uznawanymi komdrkami prezen-
tujacymi antygen. Dzieli si¢ je na komorki DC-1 (pochodzenie
mieloidalne), powodujace polaryzacj¢ odpowiedzi odporno-
sciowej w kierunku limfocytow Thl, oraz komorki DC-2 (po-
chodzenie limfoidalne), ktore wywotujg polaryzacje odpowie-
dzi w kierunku limfocytow Th2. Ich podstawowymi funkcjami
sg pochwycenie, przeniesienie antygenu do weziow chionnych
oraz prezentacja antygenu limfocytom Th, a takze udziat w po-
laryzacji immunologicznej. Chociaz zdolno$¢ komdrek dendry-
tycznych do wydzielania cytokin in vitro jest dobrze udokumen-
towana, nie ma jak dotad dostatecznych dowoddw na istnienie
takiego procesu in vivo. Receptor P2Y |, jest obecny na komor-
kach dendrytycznych, granulocytach i limfocytach®3100-102,
Jego aktywacja powoduje wzrost wydzielania IL-23 oraz za-
hamowanie produkcji [L-12 i IL-27 przez komorki dendrytycz-
ne®), Wazng funkcje w procesach zapalnych petni IL-12, ktora
stymuluje wytwarzanie IFN-y przez komorki NK (natural kill-
er cells), limfocyty NKT (natural killer T cells) i limfocyty T®9.
Odgrywa tez kluczowg role w pobudzeniu limfocytow T i ko-
morek NK. Indukuje odpowiedZ immunologiczng typu Thl,
bowiem uczestniczy w aktywacji réznicowania niedojrzatych
limfocytow w pomocnicze limfocyty T (T helper). Interleukina
IL-27 jest szczegdlnie wazna na poczatkowym etapie odpowie-
dzi typu Th1. Uaktywnia limfocyty T i komdrki NK do wydzie-
lania IFN-y, proliferacji i cytotoksycznosci. Z drugiej strony
powstrzymuje uwalnianie [L-2, co skutkuje inhibicjg odpowie-
dzi immunologicznej. Zatem hamowanie wydzielania TL-12
iIL-27 przez ATP lub PGE, w warunkach fizjologicznych moze
prowadzi¢ do powstania mechanizmdéw polegajacych na ogra-
niczeniu aktywacji limfocytow T®, Hamujacy wptyw ATP na
powyzsze procesy mogiby okazac si¢ korzystny w niektorych
stanach patologicznych zwigzanym z pobudzeniem limfocy-
tow T i przenikaniem ich do OUN. Interleukina IL-23 jest pro-
dukowana przez komdrki dendrytyczne i aktywuje proliferacje
oraz cytotoksyczno$¢ limfocytow T. Jest niezbgdna do powsta-
wania limfocytow T pamigci i procesu autoimmunizacji. Dzie-
ki temu limfocyty T pamieci sg w stanie wydziela¢ IL-17. Jest
to powdd, dla ktorego IL-23 odgrywa wazna role w chorobach
autoimmunologicznych, np. w autoimmunologicznym zapale-
niu mozgu. Vitiello i wsp.'? twierdza, ze pobudzenie recepto-
ra P2Y, przez ATP ogranicza u ludzi proliferacje komorek NK,
powoduje w nich wzrost cAMP, co hamuje chemotaksje i cy-
totoksyczno$¢ tych komorek. Ponadto ATP wykazuje hamuja-
cy wplyw na ekspresje IFN-y i IL-2, a u ludzi proliferacje lim-
focytow T 192, Mozliwy jest zatem inny skutek aktywacji P2Y |
i P2X, przez ATP, zalezny od jego pozakomorkowego stezenia.
Poniewaz do uaktywnienia receptora P2Y,  potrzebne sa nizsze
stezenia ATP niz w przypadku P2X_, nastepstwa aktywacji tego
ostatniego moga pojawic si¢ wowczas, gdy stezenie ATP poza
komorka osiggnie wysokie miano. Interesujacym spostrzeze-
niem jest doniesienic Marteau i wsp.!%, ktorzy wykazali, ze
rowniez ADP, pobudzajac P2Y , hamuje wydzielanie z komo-
rek dendrytycznych IL-12p70 i IL-12p40 oraz TNF-a.. Okazu-
je sie, ze ATP ma wplyw na czynnos¢ komérek dendrytycznych
nie tylko bezpoSrednio (przez wzrost cAMP i aktywacje P2Y ),
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lecz takze posrednio, bedac zrodiem pozakomorkowego ADP,
ktory pobudza receptory zalezne od biatka G1*™.

Receptor P2Y, jest szeroko rozpowszechniony w mozgu, mie-
$niach gladkich naczyn krwiono$nych, $rodbtonku naczyi oraz
makrofagach®!™. Jest sprz¢zony z biatkiem G, i aktywowany
wylacznie przez UDP1™, Jego pobudzenie powoduje wytwarza-
ni¢ interleukiny 8 przez monocyty“*. Dotychczas udziat P2Y,
stwierdzono w chorobach zapalnych pluc, jelit i nowotworach,
ale nie poznano jego roli w procesach zapalnych QUN®©-7080,
Na limfocytach wykazano najwicksza ekspresje receptorow
P2Y,,. Chociaz nie wiadomo, jaka funkcje petnia one w pro-
cesach zapalnych, to przypuszcza sig, ze klopidogrel, ktory jest
antagonista P2Y |, na plytkach krwi, moze rowniez wykazywac
dziafanie przeciwzapalne!'”. Wsrod receptorow P2X najwyz-
szg ekspresja na limfocytach charakteryzuje si¢ receptor P2X,,
jednak rowniez w jego przypadku badacze nie sg pewni, jakg
rolg odgrywa w procesach zapalnych'%”, Sadzi sig, ze akty-
wacja P2X, zlokalizowanego na komorkach mikrogleju moze
wplywac na wydzielanie cytokin‘®,

OMOWIENIE

W osrodkowym uktadzie nerwowym w przebiegu udaru nie-
dokrwiennego mozgu wzrost stezenia ATP poza komdrkg jest
waznym sygnalem ostrzegawczym, wskazujacym na rozwdj
procesow zapalnych i dziatanie apoptotyczne™19%1% Indukcja
procesow zapalnych odbywa si¢ przede wszystkim przez akty-
wacje receptora P2X., w nastepstwie czego dochodzi do wzro-
stu sekrecji IL-1p, ktora aktywuje inne zwigzki, takie jak: pro-
kaspaza 1, syntetaza tlenku azotu, cyklooksygenaza 2 i TNF-a,
pobudza wytwarzanie IFN-y i IL-6 przez limfocyty, makrofa-
gi i komorki §rodbtonka™$9. Adenozynotrifosforan znajduja-
cy si¢ poza komorka, obok dziatania prozapalnego i apopto-
tycznego, uruchamia szereg innych procesdw metabolicznych,
w ktdre zaangazowane sg nastepujace enzymy: fosfolipazy D
i A2, kinazy biatkowe aktywowane przez mitogen (MAPKs)
oraz czynnik jadrowy kappa B (NF-xB).

Do przerwania tego niebezpiecznego mechanizmu konieczna
jest przemiana ATP do adenozyny o silnym dziataniu przeciw-
zapalnym™1%_ W celu osiggnigcia wzrostu jej stezenia poza
komorka wskazana bylaby aktywacja enzymow uczestnicza-
cych w przemianie nukleotydow, takich jak NTPD-azy i 5’-nu-
kleotydaza, przy jednoczesnym hamowaniu aktywnosci deami-
nazy adenozyny“1%,

Inng metodg ostabienia dziatania prozapalnego ATP jest za-
stosowanie antagonistow receptora P2X., ktorzy, jak mozna
przypuszczac, sq w stanie zmniejszyC intensywnoS¢ procesow
zapalnych w oSrodkowym uktadzie nerwowym. Obecnie pro-
wadzonych jest wiele badaf nad potencjalnymi antagonistami
receptora P2X 719799,

Kontynuacja badan jest réwniez konieczna ze wzgledu na nie-
dostateczng wiedze¢ o skutkach aktywacji innych receptorow
purynowych, zwlaszcza P2Y .

Uwalniane juz w pierwszych godzinach zawatu mézgu cyto-
kiny indukujg procesy zapalne, wykazujg réwniez dziatanie
prozakrzepowe. Procesy te powickszajg obszar uszkodzenia

AKTUALN NEUROL 2012, 12 (4), p. 205-214

mozgu, a w konsekwencji stopien deficytu neurologicznego,
oraz rokujq niekorzystnie co do przezycia. Ponadto IL-1f
aktywuje leukocyty, zwicksza ich adhezj¢ do komorek §rod-
blonka, bierze udzial, przez wywotanie ekspresji czaste-
czek adhezji migdzykomorkowej (ICAM-1) i adhezji naczy-
niowej | (VCAM-1), w przenikaniu limfocytow T do OUN.
Sprzyja temu wysokie stezenie ATP i niskie stezenie adeno-
zyny w przestrzeni pozakomorkowej. Leukocyty gromadza-
ce si¢ w regionie niedokrwienia mozgu powickszaja uszko-
dzenie mozgu, gdyz, przylegajac do srodbtonka, uposledzaja
przeptyw mozgowy krwi. W pierwszym etapie niedokrwienia
mozgu dochodzi zatem do zachwiania réwnowagi enzymow
zwigzanych ze $rodbfonkiem i enzymdow majacych zwigzek
7 powierzchnig limfocytow. Wysoka aktywnos¢ kinaz nukle-
otydow, kinazy adenozyny, a takze deaminazy adenozyny oraz
niska aktywnoS¢ ektonukleotydazy i prawdopodobnie NTPD-
-azy | sprzyjaja utrzymaniu mikromolarnego stezenia ATP
(tlo-ATP) w bliskosci komdrek limfoidalnych, co umozliwia
migracje limfocytow do OUN®D. Pozadany jest w tej sytu-
acji wzrost aktywnoSci NTPD-azy 1 i ekto-5’-nukleotydazy na
Srodblonku z jednoczesnym zahamowaniem aktywnosci de-
aminazy adenozyny, co sprzyja degradacji nukleotydow, po-
woduje zwigkszenie wewnatrznaczyniowego stezenia adeno-
zyny i wygaszenie procesow zapalnych przez wplyw na barierg
Srodblonka, adhezje i migracje limfocytow.

Nadzieje na opracowanie skutecznych dziatan przeciwzapal-
nych budza obecnie prowadzone badania u chorych z udarem
niedokrwiennym, ktorym podaje si¢ dozylnie antagoniste re-
ceptora dla interleukiny 1 (IL-1Ra)®?,
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