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Poszukiwanie nowych strategii w leczeniu
uszkodzeń mózgu wywołanych

niedotlenieniem i niedokrwieniem

Niedotlenienie i niedokrwienie mózgu 

Niedotlenienie, inaczej hipoksja, to niedobór tlenu spowodowany zmniejszoną dy-
fuzją tlenu z płuc do krwi lub też upośledzeniem transportu tlenu z krwi do tkanek i na-
rządów. Hipoksja towarzyszy takim schorzeniom, jak niedotlenienie i udar mózgu, bez-
dech senny, choroba wysokościowa czy obturacyjne zapalenie płuc. Z kolei niedokrwie-
nie, inaczej ischemia, jest definiowane jako lokalne zaburzenie ukrwienia będące skut-
kiem ograniczenia lub też całkowitego zatrzymania dopływu krwi do tkanki czy narządu.
W zależności od wielkości obszaru uszkodzenia, ischemia jest klasyfikowana jako
globalna lub ogniskowa. Mózg ulega ischemii w udarze niedokrwiennym spowodowa-
nym m.in. przez zmiany zakrzepowo-zatorowe oraz w udarze krwotocznym spowodo-
wanym przez pęknięcie naczynia krwionośnego. Udar mózgu jest trzecią co do częstoś-
ci, po chorobach serca i nowotworach, przyczyną zgonów. Średnio co 8 minut jedna oso-
ba przechodzi udar mózgu, podczas którego szacunkowo ginie miliard neuronów, 8 bi-
lionów synaps i 7000 km mielinowych włókien nerwowych [Saver i wsp. 2006]. Najwięk-
sze spustoszenia powoduje krwotok podpajęczynówkowy o podłożu tętniakowym, który
dotyka ludzi w młodym wieku i odpowiada za około 5% wszystkich udarów [Bederson
i wsp. 2009]. Ischemia towarzyszy także encefalopatii niedotlenieniowo-niedokrwiennej
występującej u 0,2-0,6% noworodków [Abella i wsp. 2015]. 

Patofizjologia udaru ischemicznego mózgu obejmuje fazę wczesną (ostrą), charakte-
ryzującą się śmiercią neuronów, stanem zapalnym i przerwaniem bariery krew-mózg,
a także fazę późną związaną z poprawą/przywróceniem funkcjonowania tkanki nerwowej
i naczyń krwionośnych. Masową śmierć neuronów obserwuje się w rdzeniu uszkodze-
nia. Natomiast w strefie półcienia znaczna liczba komórek przeżywa przede wszystkim
dzięki zachowanemu w tym obszarze przepływowi krwi. Udar niedokrwienny mózgu
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zaburza homeostazę jonową, głównie za pośrednictwem receptorów glutaminianer-
gicznych, zwłaszcza AMPA i NMDA. Niedotlenienie upośledza funkcję mitochondriów,
co skutkuje spadkiem stężenia ATP i zaburzeniem funkcji ATP-azy Na+/K+ oraz pomp
jonowych. W wyniku tego procesu w komórce zwiększa się stężenie jonów Na+, zaś na
zewnątrz komórki rośnie stężenie jonów K+, co prowadzi do depolaryzacji błony komór-
kowej i aktywacji napięciowo-zależnych kanałów wapniowych. Za ich pośrednictwem
jony Ca2+ inicjują uwalnianie kwasu glutaminowego z pęcherzyków synaptycznych, co
z kolei prowadzi do aktywacji receptorów glutaminianergicznych AMPA oraz NMDA.
Otwarcie kanałów jonowych związanych z tymi receptorami zwiększa napływ jonów Ca2+

do komórki i prowadzi do ekscytotoksyczności. Co więcej, podczas udaru działanie
transportera glutaminianu jest odwrócone, co sprzyja gromadzeniu kwasu glutamino-
wego w szczelinie synaptycznej [Deb i wsp. 2010]. Homeostaza jonowa może być rów-
nież zaburzana przez kanały/wymienniki jonowe wrażliwe na H+, takie jak: ASIC1a (ang.
acid-sensing ion channel 1a), TRPM7 (ang. transient receptor potential melastatin 7 ),
NHE1 (ang. Na+/H+ exchanger isoform 1 ), o czym świadczą najnowsze badania [Leng
i wsp. 2014]. Oprócz ekscytotoksyczności, udarowi towarzyszy m.in. stres oksydacyjny,
apoptoza i stan zapalny [Broughton i wsp. 2009, Simats i wsp. 2016].

Podatność na niedotlenienie/niedokrwienie zmienia się podczas rozwoju. Epizod
hipoksyjno-ischemiczny w okresie okołoporodowym (perinatalnym) może prowadzić do
poważnych następstw, tj. mózgowego porażenia dziecięcego i trwałego uszkodzenia
ośrodkowego układu nerwowego. Częstość udaru mózgu wzrasta z wiekiem, przy czym
połowa przypadków występuje do 75. roku życia, a jedna trzecia przypadków – po 85.
roku życia. Do 75. roku życia wśród osób, które uległy udarowi, przeważają mężczyźni.
Po 85. roku życia udar dotyka częściej kobiety niż mężczyzn. Istnieją również opinie
mówiące, że już po 55. roku życia wśród osób, które uległy udarowi mózgu, przeważają
kobiety, głównie z powodu utraty endogennych estrogenów wywołanej menopauzą [Kim
i Vemuganti, 2015, Popa-Wagner i wsp. 2014]. Niewątpliwie udary występują rzadko
u kobiet w wieku rozrodczym. 

Leczenie udarów mózgu

Wysoka umieralność i niski odsetek wyleczeń u osób po przebytym udarze mózgu
wynika z braku leków o szerokim oknie terapeutycznym i spektrum działania nakiero-
wanym na złożone procesy towarzyszące zarówno niedokrwieniu, jak i późniejszej re-
perfuzji. Obecnie w leczeniu ostrego udaru niedokrwiennego mózgu zaleca się dożylne
podanie zrekombinowanego tkankowego aktywatora plazminogenu (rt-PA), najpóźniej
do 4-5 godzin od wystąpienia pierwszych objawów. W ten sposób można leczyć zaledwie
5% wszystkich udarów [Miller i wsp. 2011, Frendl i Csiba 2011]. Z powodu poważnych
przeciwwskazań, jak np. krwotoki i obrzęki mózgu, rt-PA nie został włączony do leczenia
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udaru krwotocznego. Leczenie udaru niedokrwiennego mózgu z użyciem rt-PA może
być wsparte trombektomią/mechaniczną rekanalizacją naczyń krwionośnych. Według
najnowszych danych, nie więcej niż 2% osób przechodzących udar niedokrwienny kwa-
lifikuje się do trombektomii [Słowik 2014]. W Japonii ostry udar niedokrwienny można
leczyć edarawonem, który jest zmiataczem wolnych rodników i powinien zostać podany
pacjentowi w ciągu 72 godzin [Ren i wsp. 2015]. W niektórych krajach do leczenia
ostrej fazy udaru niedokrwiennego wprowadzono cytykolinę (CDP cholina), która jest
suplementem diety poprawiającym pamięć i wzrok. Jednak najnowsze dane nie potwier-
dzają leczniczego działania tej substancji [Grieb 2014]. U noworodków w leczeniu udaru
mózgu wykorzystuje się hipotermię, przy czym musi ona nastąpić nie później niż 6 go-
dzin od epizodu niedokrwiennego [Zubcevic i wsp. 2015]. Trwają próby nad wdroże-
niem leczenia skojarzonego asfiksji okołoporodowej z użyciem hipotermii i melatoniny
[Aly i wsp. 2015]. Podawanie/wdychanie tlenu o wyższym niż normalne ciśnieniu par-
cjalnym jest podstawową procedurą kompensującą niedobór tego gazu w organizmie
[Mazdeh i wsp. 2015]. Niestety, dotychczasowe dane wskazują na poważne skutki
uboczne wielogodzinnej hiperoksji, głównie z powodu toksyczności tlenu i jego reaktyw-
nych form [Helmerhorst i wsp. 2015, Hafner i wsp. 2015]. W celu złagodzeniu skutków
udarów, względnie w profilaktyce, stosuje się leki poprawiające krążenie mózgowe, jak
np. aspirynę czy heparynę, a także lek o wielokierunkowym działaniu neuroprotekcyj-
nym, jakim jest piracetam [Ricci i wsp. 2012]. Aby zapobiec skurczowi naczyń mózgo-
wych, pacjentom po przebytym krwotoku podpajęczynówkowym podaje się nimodipi-
ne/nimotop [Rinkel 2016].

Do niedawna w próbach klinicznych związanych z leczeniem udarów mózgu była ery-
tropoetyna, która ma właściwości antyapoptotyczne i przeciwzapalne, promuje angio-
genezę i neurogenezę, a także hamuje skurcz naczyń mózgowych i zmniejsza obszar
niedokrwienia [Ehrenreich i wsp. 2009]. Niestety, badania zakończyły się niepowodze-
niem z powodu zwiększonej śmiertelności w grupie chorych otrzymujących erytropoe-
tynę. Coraz większe nadzieje wiąże się z komórkami macierzystymi oraz nowymi subs-
tancjami trombolitycznymi, jak np. desmoteplaza, która jest aktywatorem plazminogenu
występującym w ślinie nietoperza Desmotus rotundus. Substancja jest obecnie w III fa-
zie prób klinicznych, przy czym jej stosowanie jest obarczone tylko niewielkim ryzykiem
krwotoku wewnętrznego [Mori i wsp. 2015]. W III fazie są próby kliniczne z użyciem
przezczaszkowej terapii laserowej wykorzystującej podczerwień bliską (808 nm) do
stymulacji przepływu krwi w naczyniach mózgowych [Hacke i wsp. 2014]. U niemal 400
pacjentów z ostrym udarem niedokrwiennym stwierdzono neuroprotekcyjne działanie
antagonisty kanałów wapniowych, jakim jest ginsenozyd-Rd [Liu i wsp. 2012]. W II fazie
badań klinicznych są także antagoniści receptorów histaminowych (pantoprazol, difen-
hydramina, famotydyna) oraz receptorów glutaminianergicznych, tj. dekstrometorfan
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(NCT02142712) [www.ClinicalTrials.gov, Leonard i wsp. 2015, Nguyen i wsp. 2016].
Ponadto, w II fazie są badania nad neuroprotekcyjnym potencjałem leku przeciwcukrzy-
cowego, pioglitazonu. Trwają badania kliniczne ALISAH i ENACT z użyciem albuminy
i NA-1 (inhibitor białka PSD-95) w leczeniu krwotoku podpajęczynówkowego [Suarez
i wsp. 2015]. Skuteczność substancji NA-1 zbadano na próbie złożonej ze 186 chorych
z tętniakiem mózgu. Analiza obrazów rezonansu magnetycznego wykazała u chorych,
którzy otrzymali NA-1, mniej ognisk niedokrwiennych niż u pacjentów z grupy kontrol-
nej. Na próbie złożonej z 60 pacjentów z udarem niedokrwiennym i krwotocznym stwier-
dzono lecznicze właściwości czynnika G-CSF (czynnik stymulujący tworzenie kolonii
granulocytów) [Mizuma i wsp. 2016]. Dane eksperymentalne i kliniczne sugerują, że
zmniejszenie aktywności układu renina-angiotensyna-aldosteron może nie tylko obniżyć
ciśnienie krwi, ale również zmniejszyć częstość udaru [Hedna i wsp. 2014]. Z tego
względu próbuje się stosować leczenie skojarzone statynami, kwasem salicylowym i di-
pirydamolem [Tuttolomondo i wsp. 2013, Estol i wsp. 2014]. W celu zmniejszenia ryzy-
ka wystąpienia udaru, postuluje się spożywanie kwasu "-linolenowego, należącego do
grupy wielonienasyconych kwasów tłuszczowych omega-3 [Blondeau 2016]. 

Badania eksperymentalne oparte na komórkowych i zwierzęcych modelach
udaru 

Skuteczna terapia powinna uwzględniać oddziaływanie leku zarówno na elementy
fazy wczesnej udaru mózgu, tj. śmierć neuronów, stan zapalny i przerwanie bariery
krew-mózg, jak i na elementy fazy późnej, tj. przywrócenie funkcji tkanki nerwowej
i naczyń krwionośnych. Wśród głównych strategii terapeutycznych wobec udarów wy-
mienia się: trombolizę, trombektomię, hamowanie stresu oksydacyjnego i ekscytoto-
ksyczności, angiogenezę, neurogenezę/neuroregenerację i neuroprotekcję. Poniżej zos-
tały przedstawione najnowsze dane eksperymentalne odnoszące się do wymienionych
strategii. Z uwagi na to, że przynajmniej niektóre terapie eksperymentalne działają
wielokierunkowo, ich proponowana klasyfikacja jest w znacznej mierze umowna.

Komórki macierzyste
Badania na zwierzęcych modelach udaru wskazały na potencjał terapeutyczny ludz-

kich indukowanych pluripotentnych komórek macierzystych (ang. induced pluripotent
stem cells; iPSCs) oraz mezenchymalnych komórek macierzystych wyodrębnionych
z tkanki tłuszczowej [Zents i Copray 2016, Bang 2016]. Postuluje się, że terapie komór-
kowe z użyciem iPSCs mogą prowadzić nie tylko do regeneracji, tj. zastąpienia uszko-
dzonych lub obumarłych komórek mózgu, ale również do przemodelowania ośrodko-
wego układu nerwowego przez stymulację neurogenezy, synaptogenezy, tworzenia
wypustek aksonalych i angiogenezy oraz aktywację komórek glejowych. Podstawowe
problemy w stosowaniu iPSCs w klinice to niska wydajność ich wytwarzania i słaba inte-
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gracja z istniejącą siecią neuronalną, a także trudności w pozbawianiu iPSCs elementów
obcych, jak np. wirusowego RNA/DNA, które mogłyby w sposób niezamierzony zostać
wbudowane w materiał genetyczny pacjenta/biorcy i prowadzić do karcynogenezy [Wu
i wsp. 2015]. 

Inhibitory deacetylazy histonowej 
Wydaje się, że nową strategią w leczeniu udarów może być zmiana epigenomu.

Wykazano bowiem, że inhibitory zależnych od cynku deacetylaz histonowych (ang. his-
tone deacetylase inhibitors; HDACi) chronią neurony przed skutkami niedokrwienia,
względnie niedoboru tlenu i glukozy (ang. oxygen glucose deprivation, OGD) [Fessler
i wsp. 2013, Lv i wsp. 2011]. Ich działanie polega na stymulowaniu acetylacji białek his-
tonowych, transkrypcji i ekspresji genów, a także na regulowaniu funkcji białek doce-
lowych. Takie substancje jak trichostatyna A, kwas walproinowy czy maślan sodu
hamują ekscytotoksyczność, stres oksydacyjny i stres retikulum endoplazmatycznego,
jak również apoptozę i procesy zapalne. Ponadto sprzyjają one zachowaniu bariery
krew-mózg oraz stymulują angiogenezę, neurogenezę i migrację komórek macierzys-
tych, co zmniejsza obszar uszkodzenia i poprawia funkcjonowanie mózgu po udarze
[George i wsp. 2013, Ziemka-Nalecz i Zalewska 2014].

Czynniki wzrostu
Czynniki wzrostu wykazują potencjał terapeutyczny wobec udaru głównie dzięki

właściwościom przeciwzapalnym i antyapoptotycznym oraz sprzyjaniu angiogenezie
i neurogenezie. Donosowe podanie nanoliposomów zawierających zasadowy czynnik
wzrostu fibroblastów (bFGF) prowadzi do nagromadzenia się tego czynnika w strefie
półcienia, co może mieć znaczenie w leczeniu skutków udaru. Ostatnio dowiedziono
użyteczności leku przeciwcukrzycowego, jakim jest metformina, w stymulowaniu neu-
rogenezy, a także ekspresji i sekrecji czynników wzrostowych BDNF (neurotropowy
czynnik pochodzenia mózgowego), NGF (czynnik wzrostu nerwów) i GDNF (czynnik
neurotroficzny pochodzenia glejowego) oraz neuronalnego białka adhezji komórkowej
N-CAM [Zhao i wsp. 2016]. Ciekawym podejściem jest również podanie osocza bogato-
płytkowego, w wyniku czego obszar niedokrwienia w mózgu szczura zmniejsza się
o około 40% [Zhang i wsp. 2015].

Hamowanie ekscytotoksyczności i stresu oksydacyjnego
W badaniach eksperymentalnych związanych z ochroną komórek nerwowych przed

skutkami ischemii wykazano m.in. skuteczność MK-801 i memantyny [Makarewicz
i wsp. 2014, Słomka i wsp. 2014]. Jednak dotychczasowe próby kliniczne z użyciem
antagonistów receptorów glutaminianergicznych jonotropowych zawiodły. Przedmiotem
badań eksperymentalnych są obecnie ligandy receptorów glutaminianergicznych meta-
botropowych m.in. EMQMCM i ACTP-I [Śmiałowska i wsp. 2012, Domin i wsp. 2014].
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Poszukuje się również substancji hamujących napływ jonów Ca2+ za pośrednictwem
receptorów NMDA (np. neurosteroid 24-keto-cholest-5-en-3$, 19-diol), względnie
poprzez receptory GABAA (np. pochodna izoindoliny JM-1232) [Yan i wsp. 2015, Ogura
i wsp. 2015]. Alternatywą może być wychwyt glutaminianu przez seladynę 1 lub dializa
otrzewnowa, która usuwa nadmiar glutaminianu wywołany udarem i w ten sposób ogra-
nicza ekscytotoksyczność i śmierć komórek nerwowych w obszarze uszkodzenia [Her-
nández-Jiménez i wsp. 2016, Castillo i wsp. 2016]. Funkcjonowanie zwierząt po udarze
poprawia podanie substancji chelatującej jony żelaza, jaką jest deferoksamina [Hanson
i wsp. 2009, Nouri i wsp. 2009]. Ponadto znane są przeciwutleniające i przeciwekscyto-
toksyczne właściwości karnozyny, która jest chelatorem jonów cynku. Karnozyna poda-
na myszom po udarze wywołanym przez zamknięcie tętnicy środkowej mózgu (ang.
middle cerebral artery occlusion; MCAO) zmniejsza obszar uszkodzenia i poprawia
funkcje mózgu [Rajanikant i wsp. 2007]. Terpenoid totarol stymuluje ekspresję oraz
aktywność glutationu i dysmutazy ponadtlenkowej, hamując w ten sposób inicjowany
niedokrwieniem stres oksydacyjny [Gao i wsp. 2015]. W modelu MCAO przeciwutlenia-
jące właściwości ujawnia terpen cyneol [Ryu i wsp. 2014].

Hamowanie procesów zapalnych
Postuluje się, że komórki glejowe posiadają potencjał, który można wykorzystać

w leczeniu udaru niedokrwiennego. Modulacja lokalnie występującej glejozy może być
komórkową strategią w leczeniu skutków udaru. Aktywację mikrogleju hamuje m.in.
selektywny inhibitor czynnika wzrostu nowotworów (TNF), jakim jest etanercept. U po-
nad 600 pacjentów ze zdiagnozowanym udarem podanie etanerceptu poprawiało moto-
rykę oraz funkcje czuciowe i poznawcze, a także hamowało spastyczność i afazję. Co
ciekawe, poprawę stwierdzono nawet u pacjentów, którym podano lek 10 lat po udarze
[Ignatowski i wsp. 2014, Tobinick i wsp. 2012]. Brakuje jednak randomizowanych prób
klinicznych z użyciem etanerceptu. Na uszkodzenia wywołane udarem korzystnie wpły-
wają również kanabinoidy, głównie z powodu właściwości przeciwzapalnych, przeciw-
utleniających i antyapoptotycznych [Fernández-Ruiz i wsp. 2015]. W tym kontekście
prowadzi się również badania nad lekami hamującymi funkcje neutrofili (np. rosiglita-
zon) i aktywację mikrogleju (np. izofluran, minocyklina) [Cuartero i wsp. 2013, Chen
i wsp. 2014, Xiang i wsp. 2014, Xu i wsp. 2015]. Interesującym podejściem jest zasto-
sowanie shRNA (ang. short hairpin RNA), które obniża poziom iNOS (indukowalna syn-
taza tlenku azotu) i zmniejsza obszar niedokrwienia w mózgu szczurów poddanych hipo-
ksji-ischemii [Wang i wsp. 2015]. 

Tromboliza
Boczne naczynia krwionośne mózgu, tj. anastomozy i kolaterale, mogą częściowo

przejąć funkcje głównych naczyń, które ulegają uszkodzeniu podczas udaru. Obecnie
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prowadzi się badania nad terapiami zwiększającymi przepływ krwi, jak np. inhalacja NO,
przejściowe zamknięcie tętnicy nadnerczowej czy elektryczna stymulacja zwoju przy-
współczulnego [Charriaut-Marlangue i wsp. 2012, Terpolilli i wsp. 2012, Levi i wsp.
2012]. W celu wywołania sonotrombolizy w naczyniach mózgowych wykonuje się przez-
czaszkową ultrasonografię dopplerowską [Saqqur i wsp. 2014]. Ostatnio wykazano, że
trombomodulina, która zwiększa przepływ krwi w sytuacjach patologicznych, zmniejsza
obszar uszkodzenia w modelach udaru niedokrwiennego mózgu [Wenzel i wsp. 2014]. 

Kondycjonowanie
Wiele badań koncentruje się na wytworzeniu oporności i tolerancji mózgu na udar

poprzez kondycjonowanie hipoksyjne i ischemiczne, względnie chemiczne. Adresatami
kondycjonowania chemicznego są przede wszystkim mitochondria z I, II i IV komplek-
sem enzymatycznym, kanałami potasowymi wrażliwymi na ATP (mitoKATP), translo-
kazą ANT oraz mPTP [Jin i wsp. 2016]. Kondycjonowanie hipoksyjne, a więc podda-
nie mózgu krótkotrwałemu niedotlenieniu, powoduje m.in. wzrost ekspresji czynnika
HIF-1" i jego genu docelowego Vegf, oksygenazy hemowej (HO-1), białka szoku ter-
micznego Hsp27 oraz erytropoetyny, co chroni komórki nerwowe przed szkodliwym
wpływem kolejnego niedotlenienia [Majid 2014]. Uważa się, że istotną rolę w mecha-
nizmie kondycjonowania odgrywa również czynnik Nrf2 (ang. Nuclear erythroid 2 re-
lated factor), będący regulatorem odpowiedzi komórki na stres oksydacyjny oraz kinaza
białkowa C [Liu i wsp. 2012, Shu i wsp. 2016]. Związana z kondycjonowaniem aktywacja
receptora TLR-3 (ang. toll-like receptor 3 ) chroni niedojrzały mózg szczura przed usz-
kodzeniem ischemicznym [Shi i wsp. 2013].

Neuroprotekcja
Ta część dotyczy strategii nakierowanych bezpośrednio na ochronę komórek ner-

wowych przed skutkami udaru, a więc na neuroprotekcję. Obok kondycjonowania czy
hamowania ekscytotoksyczności, wymienia się wśród nich: hipotermię, podawanie ga-
zów (tlen, ksenon, argon, hel) oraz farmakoterapie z użyciem m.in. antybiotyków (mino-
cyklina), flawonoidów (ksantohumol, bajkalina, resweratrol), agonistów receptorów
aktywowanych proliferatorami peroksysomów, PPAR (np. rosiglitazon), agonistów re-
ceptorów retinoidowych typu X, RXR (np. beksaroten), aktywatorów kanałów potaso-
wych (np. diazoksyd), neuropeptydów, nanocząstek (np. z bromkiem perfluorooktylu)
i kalcitriolu. Ochronny wpływ minocykliny polega głównie na hamowaniu wywołanego
udarem gwałtownego napływu jonów Ca2+ do komórek nerwowych. Z kolei flawonoidy
działają wielokierunkowo, wykazując właściwości przeciwzakrzepowe, przeciwutleniają-
ce, przeciwzapalne i antyapoptotyczne, promując perfuzję, angiogenezę i neurogenezę,
a także hamując inicjowany udarem stres oksydacyjny oraz migrację makrofagów i ko-
mórek dendrytycznych do mózgu. Podstawowe atuty flawonoidów to łatwość, z jaką
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pokonują barierę krew-mózg i biodostępność. Dowiedziono, że resweratrol znacząco
zwiększa tolerancję mózgu na niedokrwienie, przypuszczalnie poprzez up-regulację
czynników BDNF i Nrf2 [Koronowski i wsp. 2015, Narayanan i wsp. 2015]. Neuropro-
tekcyjny potencjał rosiglitazonu i beksarotenu jest wiązany z hamowaniem procesów
zapalnych i apoptozy, głównie zaś szlaku NF-6B/MMP-9 (czynnik NF kappa B/metalo-
proteinaza 9 ) [Certo i wsp. 2015, Wu i wsp. 2015, Liu i wsp. 2016]. W badaniach z uży-
ciem komórkowego modelu ischemii, tj. OGD, stwierdzono neuroprotekcyjne właści-
wości PACAP (polipeptyd aktywujący przysadkową cyklazę adenylanową) i VIP (wazo-
aktywny peptyd jelitowy) [Jóźwiak-Bębenista i wsp. 2015]. W oparciu o zwierzęcy model
udaru krwotocznego mózgu wykazano neuroprotekcyjne efekty działania nanocząstek
z bromkiem perfluorooktylu [Zhang i wsp. 2015]. Ponadto dowiedziono, że diazoksyd
zmniejsza obszar martwicy niedokrwiennej w mózgu osesków myszy [Sun i wsp. 2015].
Podobnie działa kalcitriol (aktywna forma witaminy D3), chroniąc mózg gryzoni przed
uszkodzeniem hipoksyjno-ischemicznym oraz komórki nerwowe przed ekscytotoksycz-
nością wywołaną kwasem glutaminowym [Kajta i wsp. 2009a]. Z naszych badań wynika,
że kalcitriol posiada właściwości antyapoptotyczne. Ostatnio wykazano, że zablokowanie
procesów autofagii przez obniżenie poziomu białek LC3-II i Bekliny-1, względnie selek-
tywną delecję Atg7, chroni komórki nerwowe i mózg myszy przed szkodliwym wpływem
hipoksji-ischemii [Luo i wsp. 2015, Xie i wsp. 2016].

Selektywne modulatory receptorów jądrowych w eksperymentalnych mode-
lach udaru in vitro : neuroprotekcyjny potencjał genisteiny i daidzeiny oraz
raloksifenu i diindolometanu

Genisteina i daidzeina 
Obecnie nie istnieje leczenie udaru oparte na leku o właściwościach neuroprotekcyj-

nych skierowanych na wczesną fazę uszkodzenia. Dane kliniczne i eksperymentalne do-
wodzą, że estrogeny wywierają korzystny wpływ na układ nerwowy, zarówno w czasie
ontogenezy, jak i w przebiegu chorób neurodegeneracyjnych. Co więcej, estrogeny
chronią mózg przed udarem, o czym świadczą raporty epidemiologiczne oraz badania
oparte na komórkowych i zwierzęcych modelach niedotlenienia i niedokrwienia mózgu
[Shao i wsp. 2012, Ma i wsp. 2013, Dang i wsp. 2011, Lebesgue i wsp. 2009]. W porów-
naniu z samcami mysie noworodki płci żeńskiej są mniej wrażliwe na uszkodzenia móz-
gu wywołane hipoksją-ischemią, przypuszczalnie z powodu wyższej ekspresji receptora
estrogenowego ER" i endonukleazy Ape1 (ang. oxidative stress response and DNA
repair protein apurinic endonuclease) [Dietrich i wsp. 2013, Cikla i wsp. 2016]. Jednak
długotrwałe stosowanie estrogenów, np. w hormonalnej terapii zastępczej, zwiększa
ryzyko wystąpienia nowotworów hormono-zależnych i powikłań zakrzepowo-zatorowych,
co ogranicza lub nawet dyskwalifikuje przydatność estrogenów w leczeniu udarów. Ge-
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nisteina i daidzeina to izoflawony zaliczane do fitoestrogenów, wykazujące właściwości
selektywnych modulatorów receptorów estrogenowych. Z naszych poprzednich badań
wynika, że genisteina chroni komórki nerwowe myszy przed ekscytotoksycznością,
co wiąże się z hamowaniem apoptozy oraz blokowaniem szlaków angażujących recepto-
ry węglowodorów aromatycznych i kinazę syntazy glikogenu-3$ [Kajta i wsp. 2007].
Co więcej nasze badania wskazały na kluczową rolę receptorów estrogenowych ER$
i GPR30 w neuroprotekcyjnych efektach działania daidzeiny wobec ekscytotoksyczności
wywołanej kwasem glutaminowym [Kajta i wsp. 2013]. 

Raloksifen
Stosunkowo bezpieczną alternatywę dla terapii estrogenowej stanowią selektywne

modulatory receptorów estrogenowych (ang. selective estrogen receptor modulators;
SERMs). SERMs są powiększającą się grupą związków niesteroidowych, które w zależ-
ności od rodzaju tkanki działają jak agoniści lub antagoniści receptorów estrogenowych.
Niektóre z tych substancji znalazły już zastosowanie w leczeniu nowotworów piersi,
osteoporozy czy objawów niedoboru estrogenów w okresie menopauzy. Uważa się, że
SERMs posiadają unikalne właściwości, które mogłyby zostać wykorzystane w leczeniu
chorób układu nerwowego i mózgu. Ich właściwości neuroprotekcyjne badano w róż-
nych modelach uszkodzeń i dysfunkcji, z neuroinflamacją i neurodegeneracją włącznie.
Najlepiej udokumentowane zostały przeciwutleniające właściwości tamoksifenu i ra-
loksifenu oraz ich zdolność do hamowania ekscytotoksyczności [Biewenga i wsp. 2005,
Ciriza i wsp. 2004]. Ponadto wykazano, że tamoksifen oraz analog raloksifenu LY
353381 HCl redukują obszar martwicy niedokrwiennej w modelu zamknięcia tętnicy
środkowej mózgu u szczurów [Kimelberg i wsp. 2003, Wakade i wsp. 2008, Rossberg
i wsp. 2000]. Wykazano również, że raloksifen nasila neurogenezę i synaptogenezę
w zwierzęcym modelu udaru [Khan i wsp. 2015]. Do niedawna tylko jedna publikacja
wskazywała na ochronny wpływ raloksifenu na komórki nerwowe poddane ischemii
[Abdelhamid i wsp. 2011]. 

Nasze najnowsze badania dowiodły, że raloksifen chroni komórki nerwowe przed
hipoksją, co wiąże się z hamowaniem neurotoksyczności i apoptozy oraz aktywacją re-
ceptorów estrogenowych ER", ale nie ER$ czy GPR30 [Rzemieniec i wsp. 2015]. Bada-
nia zostały przeprowadzone na komórkach nerwowych mózgu myszy w hodowli pier-
wotnej in vitro poddanych 18-godzinnej hipoksji. Po wykazaniu neuroprotekcyjnych
efektów działania raloksifenu zweryfikowano udział poszczególnych typów receptorów
estrogenowych w tych efektach, zmierzono ekspresję receptorów na poziomie mRNA
i białka, a także oznaczono ich rozmieszczenie w komórkach nerwowych hipokampa
myszy. W naszych eksperymentach niedotlenienie wywoływało m.in. wzrost ekspresji
mRNA czynnika indukowanego hipoksją-1" (Hif-1") oraz spadek ekspresji mRNA Er".
Natomiast raloksifen hamował indukowany hipoksją spadek ekspresji ER", zarówno
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na poziomie mRNA, jak i białka. Wyciszenie ekspresji ER" przy użyciu specyficzne-
go siRNA zniosło neuroprotekcyjne działanie raloksifenu. Wyciszenie ekspresji ER$
i GPR30 nie wpłynęło na neuroprotekcyjny potencjał raloksifenu. W ten sposób jako
pierwsi wykazaliśmy kluczową rolę receptora ER" w ochronnym wpływie raloksifenu
na komórki nerwowe poddane hipoksji. 

Fig.1. Raloksifen stymuluje ekspresję receptora estrogenowego ER" i w ten sposób wpływa
ochronnie na komórki nerwowe myszy poddane hipoksji w warunkach in vitro. 

Zdjęcia wykonano za pomocą mikroskopu konfokalnego (Planapochromat 63x/1.4 Oil DIC)

Z uwagi na to, że nasze badania zostały przeprowadzone na komórkowym modelu hipo-
ksji, kolejnym etapem będzie potwierdzenie neuroprotekcyjnych właściwości raloksi-
fenu w zwierzęcym modelu udaru mózgu np. MCAO.

3,3’-diindolometan
Ostatnio zaobserwowano, że udarowi towarzyszy wzrost ekspresji receptora węglo-

wodorów aromatycznych (ang. aryl hydrocarbon receptor ; AhR) i jego translokatora
jądrowego ARNT (ang. aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator) [Cuartero i wsp.
2014]. ARNT jest homologiczny z czynnikiem indukowanym hipoksją-1$ (ang. hypoxia
inducible factor-1$; HIF-1$), który tworzy dimery z czynnikiem HIF-1" i przyczynia się
do powstania czynnika HIF-1. Ponadto dowiedziono, że wyciszenie ekspresji receptora
AhR hamuje ekscytotoksyczność indukowaną przez NMDA w komórkach kory mózgo-
wej myszy [Lin i wsp. 2009]. AhR należy do nadrodziny czynników transkrypcyjnych
bHLH (ang. basic-helix-loop-helix) i występuje w większości tkanek, w tym także w tkan-
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ce nerwowej [Hays i wsp. 2002]. Szczególnie dużo receptorów AhR stwierdzono w ma-
cierzystych komórkach nerwowych [Latchney i wsp. 2013, Akahoshi i wsp. 2006, Dever
i wsp. 2015]. AhR inicjuje transkrypcję licznych genów kodujących m.in. cytochromy
P450: CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, CYP19 [Gonzales i Fernandez-Salguero, 1998] i on-
kogeny [Safe i wsp. 2013]. Co więcej, receptor AhR wchodzi w interakcje z receptorami
estrogenowymi. Dla przykładu, AhR odpowiada za proteasomalną degradację recepto-
ra ER" [Wormke i wsp. 2003], a także konkuruje z receptorem ER$ o białko ARNT
[Rüegg i wsp. 2008]. Z naszych wcześniejszych badań wynika, że receptor AhR wystę-
puje w tych samych komórkach nerwowych, co receptory ER$ względnie GPR30.
Jednak w odróżnieniu od receptorów estrogenowych AhR uczestniczy w apoptozie ko-
mórek nerwowych [Kajta i wsp. 2009b, 2014]. Mając na względzie powyższe fakty, pod-
jęliśmy próbę zastosowania selektywnego modulatora receptora AhR (ang. selective
aryl hydrocarbon receptor modulator; SAhRM), jakim jest 3,3’-diindolometan (DIM),
w celu ochrony komórek nerwowych przed szkodliwym wpływem niedotlenienia. 

DIM jest metabolitem indolo-3-karbinolu, która jest substancją pochodzenia roślin-
nego występującą zwłaszcza w roślinach krzyżowych (Brassicaceae). Obecnie DIM jest
w próbach klinicznych związanych z leczeniem nowotworów prostaty, piersi, szyjki ma-
cicy oraz brodawczaka krtani [www.ClinicalTrials.gov, Banerjee i wsp. 2011]. Dowie-
dziono także, że DIM i jego analogi chronią komórki nerwowe i astrocyty w modelu
choroby Parkinsona oraz zapalenia mózgu [Carbone i wsp. 2009, De Miranda i wsp.
2013, 2015, Kim i wsp. 2014]. Z prób klinicznych przeprowadzonych na grupie zdro-
wych ochotników wynika, że DIM nie wywołuje poważnych efektów ubocznych. Nasze
najnowsze badania wykazały, że DIM ma działanie neuroprotekcyjne, chroniąc komórki
hipokampa głównie przez hamowanie procesów apoptozy oraz szlaków angażujących
receptory AhR i białko ARNT [Rzemieniec i wsp. 2016, DOI]. Podobnie jak w przypadku
badań z użyciem raloksifenu, badania zostały przeprowadzone na komórkach nerwo-
wych mózgu myszy w hodowli pierwotnej in vitro, które zostały poddane 18-godzinnej
hipoksji. Zastosowanie specyficznych siRNA oraz pomiar ekspresji i oznaczenie roz-
mieszczenia AhR, ARNT i ER$ w komórkach nerwowych myszy wykluczyły udział ER$
w neuroprotekcyjnym działaniu DIM podczas hipoksji. Na podstawie tych badań wyka-
zaliśmy jako pierwsi, że hamowanie szlaków AhR/ARNT może pełnić istotną rolę
w ochronie komórek nerwowych przed hipoksją. Następnym etapem będzie potwier-
dzenie neuroprotekcyjnych właściwości DIM w zwierzęcym modelu udaru mózgu oraz
ustalenie, jak długo można czekać z podaniem DIM, by ochronić mózg przed skutkami
udaru.

Perspektywy
Z uwagi na zróżnicowaną etiologię i przebieg udaru skuteczna terapia powinna

zmierzać do osiągnięcia synergicznego efektu neuroprotekcyjnego. Przyszłość leczenia
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udarów mózgu wydaje się opierać na kombinacji leków o różnych mechanizmach działa-
nia oraz na łączeniu racjonalnej farmakoterapii z innymi postępowaniami terapeutycz-
nymi, jak np. z hipotermią czy trombektomią.
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In search of new therapeutic strategies for the treatment
 of hypoxia-ischemia-induced brain damages 

In post stroke patients, high mortality and low percentage of cure is connected
with defficiency of chemicals exhibiting wide therapeutic windows and acting on
complex processes accompanying ischemia and reperfusion. In clinical trials
related to the treatment of stroke are e.g. thrombolytic compounds, chemicals
lowering blood pressure and substances having properties of calcium channel
antagonists as well as antagonists of histamine and glutamate receptors. A lot of
efforts are focusing on clinical use of transcranial laser therapy utilizing infrared
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light (808 nm) for stimulation of blood flow in brain vessels. Moreover, there are
intensive experimental studies wich are based on the cellular and animal models
of stroke. In these studies, searching for new therapies involves stem cells, sti-
mulation of angiogenesis and neurogenesis, inhibition of excitotoxicity, oxidative
stress and inflammation, developing the resistance and tolerance to stroke by
conditioning as well as testing new chemicals having neuroprotective properties.
Recently, we have demonstrated that raloxifene and diindolylmethane are pro-
mising tools to protect neurons against hypoxic damage. Their neuroprotective
effects refer to inhibition of apoptosis, activation of the estrogen receptor ER"
and an impairment of the aryl hydrocarbon receptor (AhR) signaling pathways.
We postulate, that the future treatment of stroke can provide the synergistic neu-
roprotective effect via combination of chemicals exhibiting various mechanisms
of action and connecting rational pharmacotherapy with other therapeutic stra-
tegies such as hypothermia or trombectomy.

Key words: stroke, hypoxia, ischemia, therapies, neuroprotection, raloxifene,
diindolylmethane
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