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5. GLUTATION

Metabolizm i biologiczna rola w osrodkowym ukfadzie
nerwowym (OUN)

Elzbieta Lorenc-Koci

5.1. Wprowadzenie

Stres oksydacyjny jest zjawiskiem polegajacym na pojawieniu sie w obrebie ko-
morki szeregu cytopatologicznych zmian, bedacych nastepstwem kaskady reakcji wol-
norodnikowych. Do peroksydatywnych uszkodzen dochodzi wtedy, gdy procesy gene-
rujace reaktywne formy tlenu (RFT) w komorce przewazajg nad mozliwosciami ich
usuwania przez system antyoksydacyjnej obrony. Zrédtami wolnych rodnikéw
w komorkach sg procesy metaboliczne, a szczego6lng role odgrywa mitochondrialny
metabolizm oksydacyjny, peroksydacja lipidow, szlaki proteolityczne oraz tlenek azotu
[1, 2]. W warunkach fizjologicznych w komérkach panuje stan réwnowagi pomiedzy
powstawaniem wolnych rodnikéw a ich ,,wymiataniem” przez system obrony antyok-
sydacyjnej. Przesuniecie stanu réwnowagi na korzy$¢ proceséw oksydacyjnych prowa-
dzi do stresu oksydacyjnego i ma miejsce w pewnych stanach patologicznych. Wér6d
przyczyn prowadzacych do zachwiania réwnowagi oksydacyjno-redukcyjnej nalezy
wymieni¢: utrate czynnikéw redukujagcych [3, 4], obnizenie aktywno$ci enzymow
0 antyoksydacyjnym dziataniu [5, 6] oraz nasilenie produkcji wolnych rodnikéw pod
wptywem czynnikéw endo- lub egzogennych [7]. Wolne rodniki moga uszkadzac
DNA [1, 8] oraz enzymy i biatka strukturalne [9], wywotywac peroksydacje lipidow [1,
10] oraz indukowaé reakcje autooksydacyjne, takie jak np. polimeryzacja katecholamin
[11]. Oksydacyjnie zmodyfikowane czasteczki zaburzajg prawidtowe funkcje komorek,
co w konsekwencji moze prowadzi¢ do ich smierci na drodze apoptozy lub nekrozy.

M@dzg rdzni sie od innych organéw ciala pod wzgledem intensywnosci reakcji gene-
rujgcych oraz usuwajacych wolne rodniki. W przypadku cztowieka mézg, pomimo ze
stanowi zaledwie 2% wagi ciala, zuzywa az 20% tlenu pobieranego przez caly orga-
nizm [12]. Tak wysoki procent zuzycia tlenu wskazuje, ze moézg jest narzadem,
w ktérym produkcja RFT w procesie fosforylacji oksydacyjnej jest niezwykle wysoka.
Neurony sg komdrkami szczeg6lnie wrazliwymi na stres oksydacyjny ze wzgledu na
niskg aktywnos¢ enzymdw antyoksydacyjnych, takich jak dysmutaza ponadtlenkowa,
katalaza i peroksydaza glutationowa, oraz wysoka tlenowg aktywno$¢ metaboliczna.
Neurony sg ponadto komérkami niepodlegajacymi replikacji, dlatego ich ubytek
w moézgu osobnikéw dorostych nie moze by¢ kompensowany [13]. Tkanka mézgowa
bedac bogata w lipidy zawierajgce nienasycone kwasy tluszczowe, tatwo moze ulegac
uszkodzeniom peroksydacyjnym [1, 14]. Obecno$¢ w pewnych komdérkach mézgu
znacznych ilosci jondw metali przejSciowych, takich jak zelaza (Fe), miedzi (Cu)
i manganu (Mn) moze dodatkowo sprzyjaé¢ powstawaniu reaktywnych form tlenu. Ko-
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mdrkowymi markerami stresu oksydacyjnego sg: a) obnizony poziom czynnikow re-
dukcyjnych - glutationu, askorbinianu i a-tokoferolu, b) wzrost poziomu disiarczku
glutationu (GSSG), c¢) wzrost poziomu peroksydacyjnie uszkodzonych czasteczek lipi-
dow, biatek oraz DNA [15],

Dane kliniczne, uzyskane z badan nad ludzkim mozgiem, jak i eksperymentalne
z modeli zwierzecych imitujacych niektore schorzenia neurodegeneracyjne, sugeruja,
ze stres oksydacyjny moze by¢ czynnikiem odpowiedzialnym za $mieré¢ pewnych neu-
ronéw w chorobie Parkinsona, Alzheimera oraz w stwardnieniu zanikowym bocznym
[2, 16, 17]. Wszystkie te badania wskazujg rownocze$nie, ze sprawnie dzialajacy sys-
tem obrony antyoksydacyjnej ma niezwykle wazne znaczenie dla prawidtowego funk-
cjonowania mézgu w ciggu dtugich lat zycia czlowieka. Jednym z wazniejszych anty-
oksydantdw bronigcym komdrki moézgu przed atakiem wolnych rodnikéw jest glutation
(GSH). Niedobér tego peptydu wywotany u noworodkoéw szczura podaniem nieodwra-
calnego inhibitora syntetazy y-glutamylocysteinowej, butioninosulfoksyiminy (BSO)
prowadzi do uszkodzenia mitochondriow w komérkach kory mézgowej [18]. Ponadto
inhibitor ten nasila toksyczne efekty zwigzane z podwyzszong produkcjg wolnych rod-
nikbw np. podczas niedokrwienia [19] lub po podaniu modelowych neurotoksyn, ta-
kich jak I-metylo-4-fenylopirydyny (MPP*) [20] lub 6-hydroksydopaminy (6-OHDA)
[21]. Dziatanie powyzszych neurotoksyn w warunkach niedoboru GSH moze by¢ roz-
wazane w aspekcie patogenezy choroby Parkinsona, w przebiegu ktérej dochodzi do
obnizenia stezenia tego peptydu w czesci zbitej substancji czarnej [3, 4], Bardziej
szczeg6towo o tej chorobie bedzie mowa péznie;j.

W rozdziale tym zostang kolejno omoéwione funkcje, lokalizacja, transport
i metabolizm GSH w mézgu w warunkach fizjologicznych oraz w schorzeniach neu-
rologicznych, w ktérych dochodzi do zmian w stezeniu lub metabolizmie GSH
w ro6znych obszarach uktadu nerwowego.

5.2. Glutation w uktadzie nerwowym
5.2.1. Podstawowe funkcje glutationu

Glutation jest najbardziej rozpowszechnionym niskoczasteczkowym zwigzkiem
tiolowym w centralnym uktadzie nerwowym. Aktualnie dostepne dane literaturowe
wskazuja, ze sposrod wielu fizjologicznych funkcji tego peptydu najwazniejsze
i najlepiej poznane sajego zdolnosci redukcyjne. Zredukowany glutation (GSH) usuwa
wolne rodniki i tym samym chroni btony komorkowe, DNA i biatka przed stresem
oksydacyjnym, a takze przed ksenobiotykami. W komoérce GSH jest niezbedny do
utrzymywania grup hydrosulfidowych biatek w formie zredukowanej, czyli do zacho-
wania tiolowego potencjatu redoksowego [22]. Obecnos¢ GSH jest konieczna
w procesie podziatu komorki [23], w regulacji wewnatrzkomorkowego metabolizmu
oraz w procesie apoptozy [24, 25], Badania ostatnich lat wskazujg ponadto, ze GSH
oprécz dobrze znanego dziatania antyoksydacyjnego [26] moze rédwniez petni¢ w mo-
zgu role specyficznego modulatora neurotransmisji glutaminianergicznej oraz nowego
neuroprzekaznika [27, 28],
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5.2.2. Rozmieszczenie glutationu w tkance nerwowej

GSH wystepuje zaréwno w centralnym, jak i obwodowym systemie nerwowym. Je-
go stezenie w mozgu cztowieka, matpy i szczura jest stosunkowo wysokie i waha sie
od 2 do 3 mM [29, 30], natomiast w ptynie mézgowo-rdzeniowym jest bardzo niskie
i wynosi u cziowieka okoto 5 pM [26, 31], a u szczura 0,2 pM [32]. Zredukowany
GSH jest postacia dominujagcg w uktadzie nerwowym (99,8%), za$ forma utleniona
disulfidowa (GSSG) stanowi znikomg jego frakcje (0,2%) [29]. Rozmieszczenie GSH
w tkance mdzgowej jest bardzo nieréwnomierne.

Mdzg jest wysoce heterogennym organem z duzg iloscig roznego typu komorek, za-
réwno neuronalnych, jak i nieneuronalnych. Komorki mézgu charakteryzujg sie znacz-
nym morfologicznym zréznicowaniem, a w pojedynczej komdrce istnieje Scista bio-
chemiczna kompartmentacja. Badania histochemiczne z uzyciem specyficznych barw-
nikéw fluorescencyjnych, takich jak oranz rteciowy lub aldehyd ftalowy, ujawnity, ze
GSH znajduje sie gtéwnie w komorkach glejowych oraz w aksonach i w zakoncze-
niach komdrek nerwowych [33, 34], Ciata komérek nerwowych pozostawaty zwykle
niewybarwione, a wiec byly pozbawione GSH, lub charakteryzowaty sie stabg barwli-
woscig Swiadczacg o niskiej zawartosci tego peptydu. Bardziej selektywne badania
immunohistochemiczne z zastosowaniem specyficznego przeciwciata dla GSH po-
twierdzity powyzej opisane rozmieszczenie tego peptydu w komoérkach uktadu nerwo-
wego [35], Na poziomie komorkowym GSH zlokalizowano metodg immunohistoche-
miczng w cytoplazmie, mitochondriach oraz w jadrze komoérkowym w réznych typach
komorek moézgu [35].

lloSciowe oznaczenia GSH w tkance nerwowej byly prowadzone przy uzyciu meto-
dy spektrofotometrycznej opartej na reakcji Ellmana lub wysokosprawnej chromato-
grafii cieczowej z detekcjg elektrochemiczng (HPLC) [36, 37], Stezenie GSH
w neuronach, astrocytach i innych typach komorek glejowych obliczono na podstawie
oznaczen wykonanych na kulturach komorkowych. Badania te jednoznacznie wskazu-
ja, ze ilos¢ tego peptydu w astrocytach hodowli pierwotnych jest znacznie wyzsza niz
w neuronach [26, 38, 39]. W astrocytach ilos¢ ta wynosi 30 do 80 nmol/mg biatka, co
odpowiada stezeniu od 8 do 20 mM, natomiast w neuronach - 1 do 40 nmol/g biatka,
co odpowiada stezeniu od 0,25 do 10 mM [38, 40]. Istnieje wiele przyczyn tak dalece
zroznicowanego stezenia GSH w neuronach i astrocytach. Jedng z nich wydaje sie
pochodzenie komorek pobieranych do hodowli. Badania Langevelda i wspdtpracowni-
kéw [41] wykazuja, ze neurony kory mozgowej zawierajg mniej GSH niz astrocyty
pochodzace z tego obszaru moézgu, natomiast zaréwno neurony, jak i astrocyty praz-
kowia i $rodmdzgowia posiadajg podobne ilosci tego peptydu. Z kolei badania
z zastosowaniem techniki podwdjnego barwienia GSH i biatka hydroksylazy tyrozyny
w kulturach komdrek srédmézgowia wykazujg, ze neurony dopaminergiczne charakte-
ryzujg si¢ znacznie nizszg zawartoscig tego peptydu niz pozostate komérki tych ho-
dowli [41], Niskie stezenie GSH w neuronach dopaminergicznych jest czesto tgczone
ze zwiekszong podatnoscig tych komdrek na dziatanie stresu oksydacyjnego. Metabo-
lizm GSH w hodowanych astrocytach i innych typach komérek glejowych oraz w neu-
ronach bedzie oméwiony w podrozdziale 5.2.5.
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5.2.2.1. Rozmieszczenie glutationu w komorce

GSH znajdujacy sie w komdrce przynalezy do dwdéch frakcji: cytozolowej (90%)
i mitochondrialnej (10%) [42]. W cytozolu komorki znajdujg sie réwniez enzymy od-
powiedzialne za synteze tego peptydu, ktérych brak jest w mitochondriach.
W mitochondriach wystepuje natomiast peroksydaza i reduktaza glutationowa oraz
NADPH, czyli kompletny system enzymatyczny stuzacy do usuwania nadtlenku wodo-
ru (H202). Peroksydaza glutationowa (GPx) jest gtownie zlokalizowana w matrix
i wewnetrznej btonie mitochondrialnej. Bardzo niewielka jej ilos¢ znajduje sie rdwniez
w miejscach kontaktu miedzy wewnetrzng a zewnetrzng btong mitochondrialng [43],
Taka lokalizacja enzymu wskazuje na jego strategiczng role w procesie eliminowania
nadtlenku wodoru powstajgcego w wewnetrznej i zewnetrznej btonie oraz wodoronad-
tlenkéw lipidow powstajacych w blonie wewnetrznej podczas peroksydacyjnych
uszkodzen.

GSH znajdujacy sie w mitochondriach pochodzi z frakcji cytozolowej komorki
[44], a jego translokacja do mitochondriéw odbywa sie przy udziale specyficznego
transportera zaleznego od ATP [45]. Dlatego spadek stezenia GSH w cytozolu wywie-
ra bezposredni wplyw na jego poziom w mitochondriach, co zostato eksperymentalnie
udowodnione przez Jaina i wspdtpracownikéw [18]. Wedlug pewnych autoréw, deficyt
GSH w mitochondriach ujawnia sie dopiero wtedy, gdy spadek w cytozolu dochodzi
do stezenia ponizej 50% wartosci kontrolnej [18, 46]. Transport GSH z cytozolu do
mitochondriéw jest bardzo efektywny i nastepuje juz przy niskim stezeniu peptydu.
Z kolei bardzo wolny wyptyw GSH z mitochondriéw do cytozolu $wiadczy o istnieniu
mechanizmu zabezpieczajgcego te organelle przed jego utratg (np. w niekorzystnych
warunkach przejsciowego deficytu GSH wywotanego dziataniem czynnikéw toksycz-
nych). W badaniach histologicznych z zastosowaniem mikroskopu elektronowego
wykazano, ze spadkowi GSH w komorkach mézgu towarzyszy pecznienie mitochon-
driow, nasilona wakuolizacja oraz pekanie grzebieni i bton mitochondrialnych [ 18],

GSH znajdujacy sie w mitochondriach stuzy do utrzymywania w zredukowanej po-
staci grup hydrosulfidowych biatek bton mitochondrialnych, co ma bardzo istotne zna-
czenie dla funkcji mitochondriéw. Niedobdr GSH w mitochondriach prowadzi do utle-
nienia tych bialek, zwigkszenia przepuszczalnosci bton mitochondrialnych dla jondw
wapnia [47] oraz zaburzenia fosforylacji oksydacyjnej [48], Stopniowo proces ten
moze prowadzi¢ do catkowitego zahamowania funkcji mitochondriéw i $mierci komo-
rek. Ryc. 1 ilustruje powigzania pomiedzy stezeniem GSH, produkcjg wolnych rodni-
kéw i uszkodzeniem mitochondridw.

Skutkiem niedoboru GSH w mitochondriach jest nadmierne gromadzenie sie w nich
nadtlenku wodoru (H,0,), ktéry mozna uzna¢ za produkt uboczny powstajacy w fan-
cuchu oddechowym. Dzieje sie tak, poniewaz nie wszystkie czasteczki tlenu ulegajg
w mitochondriach redukcji do wody i pewna ich cze$¢ jest przeksztalcana do H,O,
i anionorodnika ponadtlenkowego (O2’). Z anionorodnika ponadtlenkowego w reakcji
katalizowanej przez dysmutaze ponadtlenkowg (SOD), znajdujagcg sie w mi-
tochondriach mogg powstac nastepne czasteczki nadtlenku wodoru.
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deficyt GSH zaburzenie
w mitochondriach syntezy GSH

: rata ATP
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uszkodzenie
mitochondriéw

Ryc. 1. Cykliczne sprzezenie miedzy deficytem GSH, produkcja reaktywnych form tlenu
a uszkodzeniem mitochondridw

W mozgu nadtlenek wodoru moze powstawac réwniez pod wplywem monoamino-
oksydazy (MAOQ) znajdujacej sie w mitochondriach w czasie deaminacji oksydacyjnej
monoamin (np. dopaminy). W warunkach niedoboru GSH nadtlenek wodoru nie moze
by¢ skutecznie usuwany i wtedy w nieenzymatycznej reakcji Fentona, z udziatem jo-
néw metali przejsciowych dochodzi do generowania niebezpiecznego rodnika hydro-
ksylowego, ktorego reaktywno$¢ prowadzi do rozleglych uszkodzen mitochondridw.
Do uszkodzen mitochondriow przy niedoborze GSH moze réwniez dochodzi¢ pod
wptywem nadtlenoazotynu (ONOO) powstajgcego w niezwykle szybkiej reakcji tlen-
ku azotu z anionorodnikiem ponadtlenkowym [49, 50].

Uszkodzone mitochondria nie sg w stanie produkowa¢ odpowiedniej ilosci energii,
a niski poziom ATP ma bezposredni wplyw na biosynteze GSH (patrz podrozdziat
5.2.5.1). Przedstawiong powyzej w formie schematu zalezno$¢ miedzy poziomem
GSH, produkcjg reaktywnych form tlenu i uszkodzeniem mitochondriow, mozna roz-
patrywa¢ w aspekcie choroby Parkinsona. W schorzeniu tym dochodzi bowiem zarow-
no do spadku poziomu GSH [3, 4], jak i do zaburzenia funkcji mitochondriéw [51, 52].
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5.2.3. Transport glutationu przez bariere krew-mozg

Podczas krotkotrwalego glodzenia organizmu mézg jest chroniony przed utratg
glutationu [53], W warunkach takich homeostaza glutationowa jest przypuszczalnie
utrzymywana przez obrét w tkance moézgowej aminokwasoéw budujacych czasteczke
tego peptydu. Zarébwno cysteina, jak i glutamina jako substancje prekursorowe stuzgce
do biosyntezy GSH, moga by¢ aktywnie przenoszone przez bariere krew-mozg za
pomocag odpowiedniego systemu transportowego [54, 55], Ostatnio opisano réwniez
wychwyt GSH z krwi przez komorki $rédbtonka naczyn kapilarnych oraz stwierdzono,
ze przechodzi on z tych komérek do parenchymy mézgu [56, 57]. Nie jest jednak cal-
kowicie jasne, czy GSH jest transportowany z surowicy krwi w formie calej czasteczki
peptydu, czy tez jego wychwyt jest zwigzany z biodegradacja GSH przez enzym blo-
nowy, y-glutamylotranspeptydaze (y-GT), zlokalizowany na powierzchni btony cyto-
plazmatycznej $rodtonka naczyn wiosowatych [58, 59]. Ryc. 2 (A, B) przedstawia
hipotetyczne drogi transportu GSH przez bariere krew-mozg.

Wyniki najnowszych badan wskazuja, ze w mozgu podobnie jak w innych organach
(jelita, ptuca) mozliwy jest bezposredni transport czasteczek GSH z surowicy krwi
przez Sciane naczyn wiosowatych (ryc. 2A). Transport ten jest niezalezny od aktywno-
$ci y-GT i odbywa sie przy udziale specjalnych nosnikéw biatkowych, ktére umiejsco-
wione sg w blonie cytoplazmatycznej $roédbtonka naczyri wiosowatych [60, 61]. Przyj-
muje sie, ze istniejg co najmniej dwa rodzaje transporteréw przenoszacych czasteczki
GSH ze $wiatla naczyn krwionosnych do tkanki mézgowej. Aktywno$¢ jednego z nich
jest wyraznie zalezna od obecno$ci jonéw sodu [60, 61]. Transporter GSH zalezny od
kationbw Na* znajduje sie w blonie cytoplazmatycznej $rddbtonka, skierowanej do
Swiatta naczynia kapilarnego. Przy jego udziale moze dochodzi¢ do gromadzenia sie
w tych komoérkach GSH pobranego z surowicy krwi (model A, ryc. 2). Istnienie trans-
portera sodowozaleznego zostato ostatecznie stwierdzone w badaniach in vitro, prze-
prowadzonych na specjalnej linii ludzkich komdrek $rédbtonka naczyr wiosowatych
[62], Kannan i wspotpracownicy [62] potwierdzili nastepnie istnienie transportera so-
dowozaleznego dla GSH rdwniez w btonach cytoplazmatycznych astrocytow ludzkich
pochodzacych z pierwotnych hodowli. Wczeéniej transporter sodowozalezny zostat
wykryty w blonach astrocytéw szczura [63, 64], Drugi transporter GSH, ktérego ak-
tywno$¢ nie jest zalezna od obecnosci jonéw Na*, znajduje sie w blonie podstawnej
komorek $rédbtonka naczyn wiosowatych oraz w blonie cytoplazmatycznej astrocy-
tow. Transporter ten ulatwia odbywajgcy sie zgodnie z gradientem stezer (wysokie
stezenie GSH w komorce, niskie zewnatrzkomdrkowo) wyptyw GSH z tych komorek
(model A, ryc. 2). Schemat A na ryc. 2 przedstawia ponadto transport cysteiny (Cys)
i cystyny oraz uwzglednia synteze GSH w komorkach $rddbtonka i astrocytach.

Mozliwos¢ bezposredniego transportu GSH przy udziale nos$nikdéw nie wyklucza
jednak enzymatycznego rozpadu tego peptydu i wychwytu powstatych aminokwaséw
przez komérki $rédblonka naczyn wiosowatych, w ktérych ponownie dochodzi do
biosyntezy GSH (model B, ryc. 2). Zauwazono, ze wyptyw GSH z komoérek $rédbton-
ka oraz astrocytéw odbywa sie w tych samych miejscach btony cytoplazmatycznej,
gdzie zlokalizowane sg enzymy degradujace ten peptyd, czyli y-GT i dipeptydaza (DP)
(ryc. 2B). To bezposrednie sasiedztwo zapewnia dostep substratu, jakim jest GSH, do
aktywnych centrow obu tych enzyméw i prowadzi do szybkiego powstania produktéw
hydrolizy, gtéwnie cysteiny. Szczeg6lnie wazne w tym wspdtdziataniu transportera



169

Naczynie wtosowate _
astrocyt neuropil

A

neuron

Swiatto naczynia

4
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4

Swiatto naczynia

Cys

Komorka $rodbtonka astrocyt

Ryc. 2. Hipotetyczne modele transportu GSH w mézgu. Model A - szybki, bezposredni transport
GSH przy udziale no$nikéw: a - transporter Na*-zalezny; b - transporter niezalezny od jonéw Na*;
¢ - transporter aminokwaséw. Model B - wolny, zalezny od aktywnosci y-GT i dipeptydazy (DP)
transport aminokwasdw uwolnionych podczas rozpadu GSH. Transport cystyny powstajacej w wyni-
ku zewnatrzkomdrkowego utleniania cysteiny (Cys) zaznaczony jest linig przerywang (rycina A)
(wg Kannana i wsp. 1998 [75] - zmodyfikowane)
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wspomagajacego wyptyw GSH z enzymami Katalizujgcymi jego hydrolize jest ciggte
uwalnianie cysteiny, ktora jako jedyny aminokwas siarkowy jest nastepnie pobierana
przez neurony. W przeciwienstwie do cysteiny cystyna nie jest pobierana przez neurony.
Wedtug Sagara i wspotpracownikéw [39], cystyna powstajaca w przestrzeni miedzyko-
moérkowej w wyniku bardzo szybkiej autooksydacji cysteiny jest wychwytywana przez
astrocyty, w ktorych podlega wewnatrzkomdrkowej redukcji (ryc. 2A).

Przedstawione powyzej modele transportu GSH przez bariere krew-mozg zostaty
opracowane na podstawie najnowszych badan. Nadal jednak pozostaje do wyjasnienia,
jak duzy jest udziat transporterow GSH w dostarczaniu tego peptydu z krwi do mézgu i w
utrzymywaniu homeostazy glutationowej w tym organie. Wiadomo bowiem, ze mozliwo-
§ci transportu tego peptydu przez bariere krew-mozg spadaja wraz z wiekiem [56, 60].

5.2.4. Rola glutationu w procesach detoksyfikacji

Usuwanie wolnych rodnikéw z udziatem GSH odbywa sie na drodze enzymatycz-
nej i nieenzymatycznej. W reakcji nieenzymatycznej GSH reaguje bezposrednio
z wolnymi rodnikami, takimi jak: anionorodnik nadtlenkowy, rodnik hydroksylowy
oraz tlenek azotu [65, 66, 67], Usuwanie rodnika hydroksylowego tg drogg jest jedng
z wazniejszych funkcji GSH w uktadzie nerwowym (reakcja 1).

2 GSH+ 2 OH’ -----mmeeee- » GSSG +2H,0 (1)

W reakcji enzymatycznej, katalizowanej przez peroksydaze glutationowg (GPx)
[EC 1.11.1.9], GSH jest donorem elektronéw do redukcji nadtlenkéw. Tg droga usu-
wany jest nadtlenek wodoru oraz wodoronadtlenki organiczne (reakcja 2).

H,0, + 2 GSH P"ydazaGSH"ggg , ,

Koncowym produktem tych reakcji jest disiarczek glutationu (GSSG) i czasteczka
wody. W obrebie komoérki GSSG jest redukowany do GSH w reakcji katalizowanej

przez reduktaze glutationowg (GR) (reakcja 3).
, reduktaza GSSG

GSSG + NADPH + H ----remrmmecommmie- >2 GSH + NADP 3)

GR [EC 1.6.4.2] przenosi elektrony z fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoade-
ninowego (NADPH) na disiarczek glutationu i w ten sposéb odnawia pule zredukowa-
nego GSH. W reakcjach katalizowanych przez GPx i GR (reakcje 2 i 3) glutation nie
jest zuzywany, lecz ulega ciagtej regeneracji. Do efektywnej detoksyfikacji nadtlenkow
z udziatem GPx i GR konieczna jest dostepnos¢ i regeneracja NADPH. Podobnie jak
w innych tkankach organizmu regeneracja NADPH odbywa sie gtéwnie w cyklu pen-
tozofosforanowym, w ktérym w moézgu ulega przemianie zaledwie od 3 do 5% gluko-
zy. Cykl ten ma jednak bardzo duze znaczenie dla prawidlowego funkcjonowania mo-
zgu whasnie ze wzgledu na powstajagcy w nim NADPH, ktory jest niezbedny w usuwa-
niu nadtlenkéw. Jak wynika z badan prowadzonych na hodowlach astrocytdw, szlak
pentozofosforanowy jest bardzo silnie pobudzany podczas detoksyfikacji nadtlenku
wodoru [68, 69], Z kolei niedobor glukozy w ptynach hodowlanych obniza zdolnosci
astrocytow do usuwania nadtlenku wodoru [70] i znacznie wydluza czas usuwania
wodoronadtlenkéw organicznych [71, 72],
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Komérki moézgu réznig sie pod wzgledem mozliwosci usuwania wolnych rodnikéw.
Hodowane astrocyty bardzo efektywnie redukujg zaréwno nadtlenek wodoru [70, 73],
jak i wodoronadtlenki organiczne [71, 72, 74], W komorkach tych oprécz GPx takze
katalaza [EC 1.11.1.6] jest zaangazowana w usuwanie nadtlenku wodoru [70, 73],
Zahamowanie samej katalazy tylko w nieznacznym stopniu obniza zdolnosci astrocy-
tow do usuwania nadtlenku wodoru, natomiast réwnoczesne zahamowanie GPx bardzo
silnie ogranicza mozliwosci detoksyfikacyjne tych komoérek [70]. Oznacza to, ze GPx
w astrocytach moze zastapi¢ funkcje katalazy w usuwaniu nadtlenku wodoru, nato-
miast katalaza nie moze zastgpi¢ GPx w usuwaniu wodoronadtlenkéw organicznych,
takich jak wodoronadtlenek t-butylu lub wodoronadtlenek kumenu [71, 72], W przeci-
wienstwie do astrocytéw neurony w hodowli maja znacznie stabsza zdolno$¢ detoksy-
fikacji nadtlenku wodoru [73, 75]. W komérkach tych w obronie przed nadtlenkiem
wodoru uczestniczy gtownie GPx [73], jednakze system glutationowy neurondéw nie
moze w petni zrekompensowac utraty aktywnos$ci enzymatycznej katalazy [75].

W ukiadzie nerwowym astrocyty sg w bardzo bliskim kontakcie z neuronami. Wy-
pustki astrocytéw tworzg niemal ciagta btone wokét ciat komorkowych i wypustek neu-
ronalnych. Takie anatomiczne usytuowanie astrocytow w stosunku do neuronéw sprzyja
wymianie metabolitow pomiedzy tymi komoérkami. W hodowlach astroglejowo-
neuronalnych (astroglial-neuron coculture) astrocyty chronig neurony przed szkodliwym
dziataniem zaréwno nadtlenku wodoru [73, 76], jak i tlenku azotu [77]. Wedtug badan
Desagher i wspotpracownikéw [73] 1 astrocyt moze zapewni¢ efektywng obrone przed
nadtlenkiem wodoru nawet 20 neuronom. Astrocyty zapobiegajg réwniez uszkodzeniom
neurondw przez zewnatrzkomorkowe wolne rodniki znajdujace sie w ptynach hodowla-
nych [78], Dane te wskazuja, ze miedzy astrocytami a neuronami istnieje metaboliczna
interakcja ograniczajaca toksyczno$¢ wolnych rodnikéw wzgledem neuronéw [79, 80,
81]. W interakcji tej uczestniczy GSH, gdyz neuroprotekcyjne dziatanie astrocytow skie-
rowane przeciw nadtlenkowi wodoru i tlenkowi azotu ulega ostabieniu, gdy poziom GSH
w tych komdrkach jest niski [77, 80].

5.2.4.1. Rozmieszczenie enzymow katalizujacych reakcje detoksyfikacji w mézgu

Wiasciwosci biochemiczne enzymdw, bioracych udziat w procesach detoksyfikacji
mdzgu, sg intensywnie badane. W ostatnich latach poznano 4 izoenzymy GPx zawie-
rajagce w swoich centrach aktywnych selenocysteine [82], jak réwniez zidentyfikowano
forme tego enzymu pozbawiong selenu [83]. Enzymatyczna aktywno$¢ zaréwno GPX,
jak i GR, badana w homogenatach tkankowych, jest znacznie nizsza w moézgu niz
w innych tkankach organizmu. | tak, aktywno$¢ formy cytozolowej GPx w mdzgu
myszy stanowi zaledwie 5% aktywnosci tego enzymu, jaka charakteryzujg sie komorki
nerek i watroby. Podobnie aktywno$¢ GR w moOzgu myszy stanowi odpowiednio 32%
i 65% aktywnosci tego enzymu w nerkach i watrobie [84]. Jak wykazujg badania im-
munohistochemiczne prowadzone na skrawkach mozgu, rozmieszczenie enzymu per-
oksydazy glutationowej w roznych typach komérek jest silnie zrdznicowane i zalezy
zaréwno od badanego gatunku, jak i od stanu fizjologicznego mozgu. W pierwszych
badaniach tego typu, prowadzonych na skrawkach moézgu szczura, enzym ten znale-
ziono gtéwnie w neuronach kory, hipokampa i mézdzku [85], Przeciwnie, w badaniach
wykonanych na skrawkach mdézgu szczura w ostatnich latach wykazano obecno$¢ tego



172

enzymu gtownie w komorkach mikrogleju, a stosunkowo niewielka jego ilos¢ stwier-
dzono w neuronach, astrocytach i neuropilu [86], W moézgu myszy obecnos$¢ GPx
stwierdzono zaréwno w neuronach, jak i astrocytach. Wysokie stezenie tego enzymu
obserwowano w neuronach warstwy 1l kory moézgowej, w rejonie CALl hipokampa,
w zawoju zebatym i w jadrze mostu [87]. W przeciwienstwie do gryzoni, w mozgu
cztowieka Takizawa i wspdtpracownicy [88] opisali bardzo malg ilos¢ GPx zaréwno
w neuronach, jak i astrocytach, a Damier i wspotpracownicy [89] wykazali obecnos¢
tego enzymu wylgcznie w komdrkach glejowych. W stanach patologicznych
u cztowieka obserwuje sie zwiekszong koncentracje GPx w komorkach glejowych
sgsiadujgcych z miejscem zawatu moézgu [86], a w przypadku choroby Parkinsona
w komdrkach glejowych otaczajgcych nieliczne, zachowane neurony dopaminowe
w czeSci zbitej istoty czarnej [89]. Lokalizacja GPx w réznych typach komdérek mézgu
w chwili obecnej nie jest w petni wyjasniona i wymaga dalszych badan.

Struktura, funkcja i mechanizm dziatania reduktazy glutationowej (GR) zostaty do-
ktadnie opisane przez Lopez-Barea i wspotpracownikéw [90]. Wystepujaca w mozgu
forma tego enzymu jest dimerem zbudowanym z identycznych podjednostek. Masa
czasteczkowa kazdego monomeru wynosi okoto 50 kDa, wartos¢ statej Michaelisa K,
wyizolowanego enzymu GR wzgledem jego substratéw, czyli NADPH i GSSG, waha
sie w granicach mikromolowych [91]. Reduktaze glutationowg wykryto na skrawkach
mdzgu metodg immunohistochemiczng gtdwnie w neuronach. Obecno$¢ tego enzymu
w astrocytach jest znacznie stabiej zaznaczona i w duzym stopniu zalezy od badanego
gatunku [92], W hodowanych astrocytach w najlepszym przypadku stwierdzano bardzo
niewielka ilo$¢ tego enzymu, podczas gdy w hodowanych neuronach, komérkach mi-
krogleju i oligodendrocytach wysoka [91],

W komoérkach mézgu zachodzg reakcje enzymatyczne, ktérych przebieg moze pro-
wadzi¢ do wyczerpania sie wewnatrzkomérkowej puli GSH. W reakcjach tych biorg
udziat S-transferazy glutationowe [EC 2.5.1.18], nalezace do grupy enzyméw cytozolo-
wych katalizujacych koniugacje elektrofilowych ksenobiotykéw z GSH. Efektem dziata-
nia tych enzymodw jest usuniecie z komorek mézgu nie tylko szkodliwych substancji, ale
takze utrata samego GSH [93]. Wystepujace w mézgu izoformy S-transferaz glutationo-
wych przynaleza do trzech réznorodnych klas - a, ji ii [94], Klasa-a znajduje sie
w astrocytach, neuronach i komérkach ependymy [95], klasa-g w neuronach i astrocytach
[95, 96], a klasa-7t wytgcznie w oligodendrocytach [96, 97],

5.2.5. Podstawowy metabolizm glutationu

5.2.5.1. Synteza glutationu

GSH jest peptydem syntetyzowanym we wszystkich typach komorek mozgu [98].
Synteza jego odbywa sie w podobny sposéb jak w innych tkankach organizmu
w cytozolu komérki w dwustopniowej reakcji przebiegajacej z udziatem zaleznych od
ATP enzymow: syntetazy y-glutamylocysteinowej [EC 6.3.2.2] oraz syntetazy glutatio-
nowej [EC 6.3.2.3] (ryc. 3). Podstawowymi substratami do syntezy GSH sg trzy amino-
kwasy: kwas L-glutaminowy, L-cysteina i glicyna. W pierwszym etapie reakcji synte-
zy, katalizowanym przez syntetaze y-glutamylocysteinowa, zostaje utworzone wigza-
nie peptydowe pomiedzy grupgy-karboksylows glutaminianu a grupg aminows cyste-
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iny (ryc. 3, reakcja 1). Warunkiem utworzenia tego wigzania jest aktywacja grupy
y-karboksylowej glutaminianu kosztem adenozynotr6jfosforanu (ATP). Powstaly zwia-
zek posredni acylofosforan jest z kolei atakowany przez grupe aminowg cysteiny.
W wyniku reakcji powstaje dipeptyd y-glutamylocysteina (y-Glu-Cys). W drugim eta-
pie, katalizowanym przez syntetaze glutationowg (reakcja 2), ATP atakuje grupe kar-
syntezy wymagajg naktadu energii i podczas ich przebiegu zuzywane sg 2 czasteczki
ATP na 1 czasteczke powstajagcego GSH. Synteza GSH jest regulowana poprzez ne-
gatywne sprzezenie zwrotne, co oznacza, ze produkt koricowy, czyli GSH, hamuje
aktywnos$¢ syntetazy y-glutamylocysteinowej i wylgcza synteze [25, 99]. Z kolei nad-
miar glutaminianu blokujac miejsce regulatorowe syntetazy y-glutamylocysteinowej,
moze odhamowac negatywne sprzezenie zwrotne i ponownie nasili¢ biosynteze GSH
[99],

Specyficzna aktywno$¢ enzymow syntetyzujagcych GSH w catym moézgu jest znacz-
nie nizsza niz ta, ktérag obserwowano w komorkach nerek czy watroby [100, 101].
Jedynie w splocie naczyniastym [102, 103] i w astrocytach [104] aktywno$¢ tych en-
zymoOw jest szczegodlnie wysoka.

5.2.5.2. Katabolizm glutationu

Chociaz GSH jest syntetyzowany wewnatrz komérki, jego rozpad zachodzi poza jej
obrebem, w przestrzeni miedzykomorkowej. Enzymami katalizujgcymi hydrolize GSH
sg y-glutamylotranspeptydaza (y-GT) [EC 2.3.2.2] oraz dipeptydaza cysteinylo-
glicynowa [EC 3.4.13.6] (DP). Enzymy te to biatka btonowe zlokalizowane wytgcznie
na zewnetrznej powierzchni blony komorkowej okreslonych typdéw komérek. Oddzie-
lenie btong komérkowa GSH jako substratu od enzyméw bioracych udziat w jego roz-
padzie gwarantuje wewnatrzkomorkows stabilno$¢ tego peptydu, jak réwniez determi-
nuje okreslony mechanizm pozwalajacy na przemieszczanie go z cytozolu na zewnatrz
komorki. Wyptyw GSH z komorki jest krokiem inicjujgcym jego degradacje i obser-
wowano go w hodowlach astrocytéw [63, 64, 105].

Uwolniony do przestrzeni miedzykomdrkowej GSH podlega rozpadowi w dwusto-
pniowej reakcji (ryc. 3). W pierwszym etapie reakcji katalizowanym przez y-GT,
enzym ten przerywa wigzanie y-karboksylowe w czasteczce GSH i przenosi reszte
y-glutamylowg na akceptor aminokwasowy (AA), inny peptyd lub czasteczke wody.
Powstaje wtedy aminokwas y-glutamylowy lub peptydy y-glutamylowe (y-Glu-AA)
oraz dipeptyd cysteinyloglicyna (Cys-Gly) (ryc. 3, reakcja 3). Aminokwas y-gluta-
mylowy wraca do komorki, gdzie y-glutamylocyklotransferaza przeksztatca reszte
y-glutamylowg w 5-okso-L-proling, uwalniajac aminokwas (AA), ktoéry w poprzedniej
reakcji byt jej akceptorem (reakcja 4). Nastepnie, 5-okso-L-prolina jest przeksztalcana
z powrotem do glutaminianu przy udziale zaleznego od ATP enzymu - 5-0kso-L-
prolinazy (reakcja 5). W drugim etapie reakcji rozpadu GSH, dipeptyd Cys-Gly ulega
dalszej degradacji do glicyny i cysteiny pod wpltywem dipeptydazy cysteinyloglicyno-
wej (reakcja 6). Powstate droga enzymatycznego rozpadu GSH aminokwasy (glutami-
nian, cysteina, glicyna) moga by¢ resorbowane przez komorki mézgu i uzywane do
ponownej syntezy tego peptydu (reakcje 1 i 2).
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Whystepowanie peptydéw y-glutamylowych [106, 107] potwierdza obecnos¢
w mozgu y-GT. Enzym ten zostat wyizolowany z moézgu szczura i opisano kilka jego
izoform [108]. Specyficzna aktywno$¢ tego enzymu wykazuje duzg zmienno$¢
w roznych obszarach mézgu, przy czym najwyzsza charakteryzuje sie splot naczyniasty
[102, 103]. Komorkowe rozmieszczenie y-GT w naczyniach kapilarnych mozgu jest
przedmiotem kontrowersji. Pewne badania wskazujg na obecno$¢ tego enzymu
w btonie cytoplazmatycznej komoérek srodbtonka [58, 59], inne natomiast sugeruja, ze
gtownym zrodtem y-GT w naczyniach wiosowatych moga by¢ perycyty [109], Immu-
nohistochemiczne badania poréwnawcze wykonane na skrawkach pochodzacych
z moézgu szczura, myszy, matpy i cztowieka wskazujg na roznice gatunkowe. U szczura
obecno$¢ y-GT stwierdzono na powierzchni komérek Srddbtonka naczyr wiosowatych,
natomiast u czlowieka i myszy na powierzchni astrocytowych stopek koncowych
przylegajacych do naczyrn wiosowatych [110], Obecno$¢ y-GT na wypustkach astro-
cytéw przylegajacych do naczyn wiosowatych, jak rowniez na powierzchni perycytéw
pokrywajacych s$rodbtonek naczyn wiosowatych wskazuje na specyficzng funkcje tego
enzymu w mazgu.

Dotychczas postulowano, ze zarowno GSH, jak i aktywno$¢ y-GT w naczyniach
wiosowatych mézgu odgrywajg gtdwng role w transporcie aminokwaséw przez bariere
krew-mo6zg [111]. Obecnie wydaje sie, iz koncepcja ta nie jest w petni stuszna
i powinna ulec weryfikacji. Ostatnio okazato sie bowiem, ze nawet transport cystyny,
jednego z najlepszych substratow y-GT [112] z surowicy krwi do komorek naczyn
wiosowatych przebiega normalnie przy zahamowanej aktywnosci y-GT [113], Dlatego
wydaje sie, ze funkcje tego enzymu w naczyniach kapilarnych mézgu mozna by raczej
faczyé z naczyniowym metabolizmem GSH. Stad tez koncepcje transportu aminokwa-
sOw za pomocg y-GT zastepuje sie obecnie hipotezg uwzgledniajacg udziat tego enzy-
mu w procesach detoksyfikacji mézgu (szlak kwasu merkapturowego) i katabolizmie
leukotrienéw (LT) C, [109]. Mimo to utrzymuje sie nadal poglad, ze pewne substancje
powstajace w cyklu y-glutamylowym moga pehni¢ funkcje regulatorowe w transporcie
aminokwaséw [114]. Do nich nalezy aminokwas 5-okso-L-prolina, ktéry powstaje
w tym cyklu i aktywuje odpowiednie systemy transportu aminokwasoéw typu B%* i A
w blonie podstawnej komorek S$rédbtonka naczyhn wiosowatych mozgu [115]. We-
whnatrzkomorkowe stezenie 5-okso-L-proliny jest regulowane przez enzym 5-okso-L-
prolinaze, ktory metabolizuje ten aminokwas do glutaminy. Ostatnio enzym ten zostat
rowniez odkryty w komérkach srodbtonka i perycytach naczyn wiosowatych [116].

5.2.5.3. Hodowle komorkowe jako model do badan metabolizmu glutationu
w mbzgu

Komorki mdézgu roznig sie miedzy sobg zaréwno pod wzgledem morfologicznym,
jak i metabolicznym. Dotychczasowe badania metabolizmu GSH w réznych typach
komoérek moézgu byly prowadzone gtdwnie na pierwotnych kulturach zawierajacych
tylko jeden ich rodzaj i dotyczyly zwilaszcza astrocytdw. Znacznie mniej jest dostep-
nych informacji na temat metabolizmu GSH w neuronach, oligodendrocytach i komor-
kach mikrogleju.
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5.2.5.3.1. Astrocyty

Stezenie GSH w hodowanych astrocytach jest stosunkowo wysokie i wynosi od
8 do 20 mM [38, 117]. Moze ono jednak ulega¢ zmianom pod wptywem réznych
czynnikow modulujgcych (tab. 1).

Stezenie GSH w hodowanych astrocytach obniza sie pod wptywem inhibitora synteta-
zy y-glutamylocysteinowej butioninosulfoksyiminy (BSO) oraz zwigzkéw reagujacych
z GSH, takich jak kwas etakrynowy czy dietylomaleinian oraz czynnikdw stresowych,
takich jak glodzenie i niedokrwienie. Poziom GSH w astrocytach wzrasta po wprowa-
dzeniu do ptynéw hodowlanych prekursorow stuzacych do jego syntezy, a takze pod
wptywem czynnikéw zwiekszajacych wychwyt cystyny [63] lub po inkubacji tych komé-
rek z induktorem syntezy tego peptydu - ditiolotionem anetolu (ADT) [75].

Astrocyty nie tylko gromadza duze ilosci GSH, ale takze aktywnie go syntetyzujg
[64], W komoérkach tych aktywno$¢ syntetazy y-glutamylocysteinowej jest znacznie
wyzsza niz w neuronach [104], Jak wczes$niej wspomniano (podrozdziat 5.2.5.1), bio-
synteza GSH jest regulowana na zasadzie negatywnego sprzezenia zwrotnego, co
oznacza, ze rozpoczecie reakcji jest zalezne od wewngtrzkomorkowego stezenia tego
tripeptydu. Dlatego tez badania nad potencjalnymi prekursorami GSH byty prowadzo-
ne na hodowlach astrocytow, w ktérych glodzeniem wywotywano niedobor tego pep-
tydu [37, 117]. W warunkach takich czynnikiem ograniczajgcym biosynteze GSH oka-
zala sie dostepnos$¢ glutaminianu. Zamiast glutaminianu astrocyty moga dodatkowo
wykorzystywa¢ do biosyntezy GSH rowniez glutaming, asparaginian, asparaging, or-
nityne lub proline jako donory reszty glutaminianowej [37], Donorem cysteiny, drugie-
go podstawowego aminokwasu budujgcego czasteczke GSH, moze by¢ N-acety-
locysteina  (NAC), cystationina lub kwas 2-oksotiazolidyno-4-karboksylowy (OTC).
Funkcji takiej nie moze natomiast petni¢ metionina [118], Jednak najlepszym Zrodiem
cysteiny dla astrocytow wydaje sie cystyna [118, 119], natomiast reszta glicynowa
moze pochodzi¢ z egzogennej glicyny lub seryny [120],

Tabela 1
Czynniki modulujace stezenie GSH w hodowanych astrocytach
Substancja Efekt Pismiennictwo
Butioninosulfoksyimina (BSO) 4 | Barker i wspotpr. [49], Dringen i Hamprecht [70]
Dietylomaleinian 4 | Desagher i wsp6tpr. [73], Juurlink i wspotpr. [123],
Yudkoffi wspotpr. [64]
Kwas etakrynowy 4 | Huang i Philbert [124]
Alkohol etylowy 4 Montoliu i wspotpr. [125]
Ischemia 4 | Juurlink i wspotpr. [126]
Tlenek azotu 4 | Garcia-Nogales i wspotpr. [127]
Gtodzenie 4 | Dringen i Hamprecht [37], Dringen i wspdtpr. [75]
ADT T | Dringen i wspotpr. [75]
L-dopa T | Han i wspotpr. [128]
y-Glu-Cys T | Pileblad i wspotpr. [40]
Glutaminian T | Dringen i Hamprecht [37]
oTC T | Aschner i wsp6tpr. [129]
1,25-dilhydroksywitamina D, t Garcion i wspotpr. [130]

t - wzrost, 4 - spadek
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Oprocz aminokwasow komorki astrogleju moga wykorzystywac réwniez dipeptydy
jako prekursory do syntezy GSH [117], Dipeptyd y-glutamylocysteina (y-Glu-Cys) jest
wychwytywany przez astrocyty w stezeniach milimolowych i stuzy za bezposredni
substrat dla syntetazy glutationowej. W tym przypadku biosynteza GSH przebiega
szybciej, gdyz pierwszy etap reakcji z udzialem syntetazy y-glutamylocysteinowej zo-
staje pominiety [121], Drugi dipeptyd, cysteinyloglicyna (Cys-Gly), bedacy produktem
rozpadu GSH pod wptywem y-GT, moze by¢ réwniez wykorzystywany przez astrocy-
ty, nawet wtedy gdy znajduje sie w ptynach hodowlanych w stezeniach mikromolo-
wych [121]. Za jego wychwyt odpowiedzialny jest transporter peptydowy PepT2 [122].
W cytozolu astrocytow Cys-Gly ulega rozpadowi, a uwolnione aminokwasy sg wyko-
rzystywane do resyntezy GSH.

5.2.5.3.2. Neurony

W hodowlach in vitro neurony zawierajg znaczaco mniej GSH niz astrocyty [38,
104, 131]. W tab. 2 przedstawiono wykaz substancji modulujgcych poziom GSH
w neuronach.

Tabela 2
Substancje modulujgce stezenie GSH w hodowanych neuronach
Substancja Efekt PiSmiennictwo
Biatko 3-amyloidu 4 Miiller i wspotpr. [132]
Butioninosuifoksyimina (BSO) 4 Wiillner i wspotpr. [46]
Kwas etakrynowy 4 Wallner i wspotpr. [46]
Glutaminian 4 Almeida i wspotpr. [133]
Haloperidol 4 Sagara [134]
Cys-Gly t Dringen i wspotpr. [135]
Cysteina t Sagara i wspotpr. [136], Kranich i wspotpr. [119]
y-Glu-Cys T Pileblad i wspotpr. [40], Dringen i wspdtpr. [135]
NAC T Dringen i Hamprecht [137]

t - wzrost, 4 - spadek

Stezenie cysteiny i jej prekursoréw w medium hodowlanym determinuje poziom
GSH w tych komorkach. Neurony nie sg zdolne do pobierania cystyny obecnej
w wiekszosci ptyndéw hodowlanych, sg zatem zalezne od dostepnosci cysteiny, ktora
bardzo tatwo ulega utlenieniu do cystyny [119, 136], Oprocz zredukowanej cysteiny
neurony moga réwniez korzysta¢ z takich prekursoréw, jak: cysteinyloglicyna (Cys-
-Gly), y-glutamylocysteina (y-Glu-Cys) oraz N-acetylocysteina (NAC) [40, 121, 135,
137]. Obecno$¢ OTC i metioniny nie podnosi poziomu GSH w neuronach mézgu
[137]. W przeciwienstwie do cysteiny dostepnos¢ glutaminianu i glicyny nie ogranicza
biosyntezy GSH w neuronach [135]. Stezenie GSH w hodowanych neuronach ulega
obnizeniu pod wptywem BSO, p-amyloidu, agonistow receptorow glutaminianergicz-
nych, kwasu etakrynowego oraz haloperidolu - leku stosowanego w leczeniu schizo-
frenii (tab. 2).
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5.2.5.3.3. Oligodendrocyty

Oligodendrocyty sg komdérkami zawierajacymi matg ilosS¢ GSH oraz wysokie steze-
nie jondw zelaza [123, 138] i przypuszczalnie dlatego sg bardzo podatne na uszkadza-
jace dziatanie wolnych rodnikéw [139, 140], Komorki te w hodowli przezywajg tylko
w obecno$¢ cysteiny lub cystyny, natomiast przy braku tych aminokwasdw nastepuje
spadek poziomu GSH i oligodendrocyty ging. Do $mierci tych komdrek nie dochodzi
w obecnos$ci zmiataczy wolnych rodnikoéw [140, 141] lub donora tlenku azotu o dtugim
okresie poétrwania [142]. Toksyczne dziatania nadtlenku wodoru wzgledem oligoden-
drocytow moze by¢ czesciowo znoszone podaniami NAC [143], Dane te wskazujg, ze
udziat GSH w detoksyfikacji wolnych rodnikéw ma zasadnicze znaczenie dla przezy-
walnosci oligodendrocytéw w hodowlach.

5.2.5.3.4. Mikroglej

Komorki mikrogleju sa nieodtgcznym skiadnikiem hodowli astrocytéw, w ktérych
stanowig mniejszos¢. Komorki te charakteryzujg sie najwieksza zawartoscia GSH
[144] i sposréd roznych typéw hodowanych komorek glejowych barwia sie najbardziej
intensywnie na obecno$¢ biatka reduktazy glutationowej [91], Z pierwotnych kultur
astrocytow wyprowadzono hodowle wtorne, w ktoérych komoérki mikrogleju stanowity
od 80 do 90% wszystkich komérek. Takie specyficzne hodowle komdrek mikroglejo-
wych, w poréwnaniu z hodowlami neuronéw i astrocytow, charakteryzowaty sie wyz-
szg aktywnoscig wiasciwg zaréwno peroksydazy, jak i reduktazy glutationowej, nato-
miast nizszg katalazy [145]. Komorki mikrogleju w odpowiedzi na aktywacje uwal-
niaja anionorodnik ponadtlenkowy [146] oraz tlenek azotu [147], czyli wykazujg bez-
posredni kontakt z tymi reaktywnymi czasteczkami, ktére same generuja. Dlatego tez
system glutationowy w komorkach mikrogleju moze mie¢ zasadnicze znaczenie dla
obrony przed tymi wiasnie rodnikami. GSH reaguje bowiem bezposrednio, nieenzy-
matycznie zaréwno z NO, jak i z anionorodnikiem ponadtlenkowym [65, 66, 67]. Jest
on réwniez, o czym byla mowa wczes$niej (podrozdziat 5.2.2.1 i 5.2.4), donorem elek-
tronébw w katalizowanej przez GPx reakcji redukcji nadtlenku wodoru i toksycznego
nadtienoazotynu [148], powstajgcego spontanicznie w reakcji NO z anionorodnikiem
ponadtlenkowym.

5.2.5.4. Interakcja metaboliczna miedzy astrocytami a neuronami

Astrocyty syntetyzuja, gromadzg i uwalniajg GSH, dlatego tez postuluje sie, ze sg
one komorkami dostarczajgcymi ten tripeptyd neuronom [64]. Istnienie metabolicznej
interakcji miedzy neuronami a astrocytami wydajg sie potwierdzaé dane eksperymen-
talne [81, 135, 149], Te dwa typy komorek nie wspétzawodnicza o prekursory do syn-
tezy glutationu [119], jednakze dostepno$¢ cysteiny ma znaczacy wplyw na stezenie
tego peptydu w neuronach. Obecno$¢ astrocytdw utrzymuje [39], a nawet podnosi
poziom GSH w hodowanych neuronach, natomiast ich brak prowadzi do spadku jego
stezenia w tych komdrkach [135, 149]. Wyniki te sugeruja, ze co najmniej jeden pre-
kursor GSH musi by¢ dostarczany przez astrocyty i ogranicza neuronalng biosynteze
GSH. Uwalnianie cysteiny przez astrocyty znajdujgce sie w plynie hodowlanym, za-



179

wierajagcym cystyne, zostato opisane przez Sagara i wspotpracownikéw [136]. Jednak
pochodzenie uwolnionej cysteiny jest wcigz przedmiotem kontrowersji. Gdyby cyste-
ina pochodzita z cystyny, w wyniku wewnatrzkomérkowej redukcji, jak sugeruje Saga-
ra i wspotpracownicy [136], oznaczatoby to, ze proces jej uwalniania przebiega wbrew
gradientowi sodowemu. Takie uwalnianie cysteiny zakidcatoby jej naturalny sposéb
wychwytu z otaczajgcego $Srodowiska, ktéry w warunkach fizjologicznych odbywa sie
miedzy innymi drogg kotransportu z kationami sodu przy udziale specyficznych trans-
porterow aminokwasow i dipeptydéw, a co za tym idzie uniemozliwiatoby wykorzy-
stanie tego aminokwasu w hodowlach w stezeniu mikromolowym jako prekursora do
syntezy GSH [37], Dlatego tez pojawienie sie cysteiny w ptynie hodowlanym, w kt6-
rym utrzymywane sg astrocyty, mozna by raczej ttumaczy¢ uwalnianiem i zewnatrz-
komorkowa hydroliza GSH.

Bezposredni transfer GSH z astrocytow do neuronéw mogtby réwniez ttumaczy¢
wzrost jego stezenia w neuronach znajdujacych sie we wspoélnej hodowli, jednakze
dotychczas nie wykazano bezposredniego wychwytu przez neurony nienaruszonej
czasteczki tego peptydu [63]. Badania Dringena i wspGtpracownikéw [135] prowadzo-
ne na hodowlach astrocytowo-neuronalnych wykazuja, ze dipeptyd Cys-Gly, powstaja-
cy z zewnatrzkomorkowego GSH w reakcji katalizowanej przez y-GT, bardzo efek-
tywnie podnosi poziom GSH w hodowanych neuronach. Dipeptyd ten znacznie stabiej
podnosi poziom GSH w hodowanych astrocytach, co oznacza, ze jest on raczej specy-
ficznym prekursorem stuzagcym do syntezy GSH w neuronach. Blokada aktywnosci y-
GT przez specyficzny inhibitor aciwicyne, prowadzi do wybidrczego zahamowania
wzrostu stezenia GSH w neuronach, nie wptywa natomiast na poziom GSH w astrocy-
tach. Badania te wyraznie wskazuja, ze synteza GSH w neuronach zalezy od uwolnio-
nego przez astrocyty GSH, z ktérego pod wptywem y-GT powstaje dipeptyd Cys-Gly
stanowigcy podstawowy prekursor do tej syntezy. Z badan tych wynika, ze aktywno$¢
y-GT ma decydujgce znaczenie w regulacji poziomu GSH w neuronach. Mozna zatem
przypuszczac, ze niska aktywnosci y-GT lub jej zahamowanie przez specyficzne czyn-
niki moze prowadzi¢ do zubozenia neuronalnej puli GSH, a w dalszej konsekwencji do
ostabienia systemu obrony antyoksydacyjnej neuronéw. Na ryc. 4 przedstawiono hi-
potetyczny schemat interakcji miedzy astrocytem a neuronem w przebiegu metaboli-
zmu GSH.

Nie wiadomo, czy Cys-Gly ulega dalszej zewnatrzkomérkowej degradacji do skia-
dowych aminokwasow, czy tez rozpad zachodzi dopiero po wychwycie tego dipeptydu
przez neuron. Drugi produkt hydrolizy GSH, czyli reszta y-glutamylowa, jest przeno-
szona na akceptor, ktérym moze by¢ glutamina dostarczana przez astrocyty [150] lub
czasteczka wody. Glutamina jest prekursorem glutaminianu, niezbednego substratu do
syntezy GSH. Tak wiec, astrocyty dostarczajg neuronom oprécz Cys-Gly takze gluta-
mine, czyli zapewniajg komplet aminokwaséw potrzebnych do biosyntezy GSH
w neuronach.

Odkrycie interakcji metabolicznej miedzy astrocytami a neuronami daje teoretyczne
podstawy do opracowania metod modulacji stezenia GSH w neuronach. Jak wiadomo,
stezenie GSH w astrocytach determinuje predko$¢ jego uwalniania [63]. Dlatego tez
terapie, ktére prowadzityby do wzrostu poziomu GSH w astrocytach, réwnocze$nie
nasilatyby jego wyptyw, a tym samym dostepno$¢ prekursorow do syntezy GSH
w neuronach. Rola y-GT polega na regulacji zewnatrzkomorkowego stezenia GSH
oraz poziomu Cys-Gly. Ekspresja tego enzymu pozostaje pod kontrolg wielu czynni-
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kéw [151], ktére w roznych typach komorek nerwowych mogg réwniez ulega¢ modu-
lacji, np. w astrocytach 1,25-dihydroksywitamina Dj podnosi aktywno$¢ y-GT [130,
152]. Wozrost aktywnosci y-GT moze prowadzi¢ do zwiekszenia stezenia Cys-Gly,
a modulacja nieznanego jeszcze szlaku uzytkowania tego dipeptydu przez neurony
mogtaby mie¢ wptyw na stezenie GSH w neuronach.

Astrocyt Neuron

Ryc. 4. Hipotetyczny schemat interakcji astrocyt-neuron w przebiegu metabolizmu GSH. Astrocyty
uzywaja réznych egzogennych substratdw do syntezy GSH. Uwolniony z astrocytu GSH jest substra-
tem dla ektoenzymu y-GT. Cys-Gly powstajaca pod wptywem y-GT stuzy jako prekursor neuronal-
nego GSH. Glutamina (Gin) uwalniana przez astrocyt stuzy jako prekursor glutaminianu (Glu)
potrzebnego do syntezy GSH. X - akceptor reszty y-glutamylowej przenoszonej przez y-GT
z czasteczki GSH. Nie wiadomo, czy hydroliza Cys-Gly, ktora jest przeznaczona do uzytku
wewnatrzneuronalnego, zachodzi w przestrzeni miedzykomarkowej czy po jej wychwycie w neuro-
nie. Gly - glicyna; Cys - cysteina; Cys-Gly - cysteinyloglicyna; y-Glu-Cys - y-glutamylocysteina
(wg Dringena [124] - zmodyfikowane)

5.3. Specyficzne funkcje zewngtrzkomdrkowego glutationu w uktadzie
nerwowym

Obecnos¢ GSH w mozgu w przestrzeni miedzykomorkowej zostata potwierdzona
w badaniach prowadzonych metodg mikrodializy [153, 154]. Jednakze, funkcja ze-
wnatrzkomorkowego GSH nie zostala jasno okreslona i wiele jej aspektdw pozostaje
w sferze domystow. Dotychczas uwazano, ze GSH jest przede wszystkim komérko-
wym antyutleniaczem katalizujagcym reakcje z udziatem peroksydazy glutationowej.
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Oproécz udziatu w tej reakcji, w przestrzeni miedzykomorkowej reaguje on z rodnikami
hydroksylowymi i aldehydowymi produktami peroksydacji lipidéw, chronigc w ten
sposob btony komorkowe przed ich atakiem. Zewnatrzkomorkowy GSH jako substrat
y-GT prawdopodobnie stuzy réwniez do detoksyfikacji glutaminianu, gdyz w warun-
kach eksperymentalnej ischemii obserwowano wzrost stezenia zewngtrzkomorkowego
y-glutamyloglutaminianu oraz innych dipeptydéw y-glutamylowych [155].

Badania ostatnich lat prowadzone w trzech niezaleznych osrodkach (Japonia, Ka-
nada, Finlandia) przy uzyciu réznorodnych technik badawczych, obejmujacych wigza-
nie znakowanych ligandéw, synaptyczne uwalnianie i wychwyt oraz pomiary elektrofi-
zjologiczne sugeruja, ze GSH moze petni¢ w mdzgu funkcje zaréwno neuromodulatora
jonotropowych receptorow glutaminianergicznych, jak i nowego neuroprzekaZnika
[156, 157, 158],

5.3,1. Uwalnianie cysteiny i glutationu w mézgu

W ukfadzie nerwowym przekazywanie sygnatow miedzy komdrkami odbywa sie za
pomoca specyficznych czasteczek, czyli neuroprzekaznikéw i neuromodulatorow. Sa
one uwalniane w sposob kontrolowany z wewnatrzkomérkowych kompartmentéw do
przestrzeni miedzykomdrkowych, skad oddziatujg na sasiadujace komérki. Po wpro-
wadzeniu do skrawkéw mdzgu jonow potasu w stezeniu 50 mM dochodzi do depolary-
zacji bton komdrkowych i wapniowozaleznego uwalniania zwigzkéw. Uwalnianie
takie moze odbywac sie pod wplywem bezposrednio dziatajgcego czynnika indukuja-
cego depolaryzacje lub w sposob posredni, poprzez neuroaktywne substancje, uwol-
nione wczesniej na drodze depolaryzaciji.

W kontekscie tego rozumowania wykazano, ze GSH wystepujacy w mdzgu
w wysokim stezeniu od 1 do 3 mM na kilogram mokrej masy i w homogencie tkanko-
wym znajduje sie zarowno we frakcji synaptosomalnej, jak i cytozolowej. Przy czym
we frakcji synaptosomalnej okoto 35% znajduje sie tylko w synaptosomach, 41%
w mitochondriach, a 21% w mielinie. Wewnatrzkomorkowe rozmieszczenie GSH jest
wiec zblizone do dystrybucji w komorce pobudzajacych aminokwasow glutaminianu
i asparaginianu [159]. Cysteina uwazana za prekursora GSH jest uwalniana w réznych
obszarach mdzgu, tak jak glutaminian i glicyna, czyli aminokwasy petnigce funkcje
neuroprzekaznikow [160]. Podobnie GSH jest uwalniany ze skrawkéw moézgu pod
wptywem depolaryzacji, indukowanej wysokim stezeniem potasu, w sposéb zalezny od
jonéw wapnia [161], Mechanizm tego uwalniania jak dotychczas nie zostat poznany.
Fakt, ze jest to proces zalezny od obecnosci jonéw CaZ* sugeruje, iz moze to by¢ albo
typowy mechanizm pecherzykowy, charakterystyczny dla klasycznych neuroprzekaz-
nikéw lub tez wyptyw GSH zachodzi posrednio pod kontrolg uwalnianego neuroprze-
kaznika. W mozgu szczura zarowno cysteina, jak i GSH sg najbardziej intensywnie
uwalniane w $rédmoézgowiu, miedzymoézgowiu, korze, hipokampie i prazkowiu,
a najstabiej w rdzeniu przedtuzonym, moscie i moézdzku [162], W strukturach tych
dochodzi do dwu- i trzykrotnego przekroczenia poziomu wyptywu spoczynkowego,
ktory wynosi kilka pikomoli na mg biatka na minute.

Badania prowadzone w skrawkach mozgu sugeruja, ze komorkami uwalniajagcymi
GSH sg neurony [161]. Z kolei badania na kulturach komoérkowych, jak dotychczas,
wskazuja, ze komérkami tymi sg astrocyty [63, 64, 163], Poziom uwalnianego GSH
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przez hodowane astrocyty poczatkowo szacowano na podstawie jego stezenia w plynie
hodowlanym. Oceny te byly jednak zanizone, gdyz nie uwzgledniaty aktywnosci y-GT,
tj. enzymu odpowiedzialnego za zewnatrzkomorkowy rozpad GSH. Gdy aktywnos¢ y-
GT zostaje zahamowana przez specyficzny inhibitor aciwicyne, stezenie zewnatrzko-
modrkowego GSH stopniowo wzrasta. Wedtug obliczed Dringena [98], wskaznik uwal-
niania GSH wynosi 2,1 nmol/(godz. x mg biatka). Jest on zblizony do warto$¢ 3,2
nmol/(godz. x mg biatka), tj. wskaznika, ktéry wczesniej obliczono [163] na podstawie
kinetyki uwalniania tego peptydu z astrocytow [63]. Hodowane astrocyty uwalniajg
wciggu 1 godz. okoto 10% wewnatrzkomdrkowej puli GSH [163], Roéwnoczesnie
w komdrkach tych odbywa sie intensywna synteza tego peptydu. Bioragc po uwage
przytoczone powyzej wskazniki uwalniania GSH, jak i 5-godzinny czas jego péttrwa-
nia w astrocytach, nalezy sadzi¢, ze uwalnianie GSH jest procesem zuzywajacym naj-
wieksze ilosci tego peptydu. Tempo uwalniania GSH z astrocytow zalezy od jego we-
wnatrzkomorkowego stezenia i przebiega zgodnie z kinetykg Michaelis-Menten [63],
Jest ono czeSciowo hamowane przez preparaty rteciowe, ale w przeciwienstwie do
hepatocytow watroby nie jest blokowane przez metioning [98]. Warto$¢ statej K,, dla
wyptywu GSH z hodowanych astrocytow wynosi 36 mM [63] i jest o rzad wielkosci
wyzsza od tej, jaka obliczono dla wyptywu GSH z hepatocytow [164]. Dane te wska-
zuja, ze w hepatocytach i astrocytach istniejg odmienne mechanizmy uwalniania GSH.
Astrocyty uwalniajg GSH gtdéwnie w formie zredukowanej, nie mozna jednak wyklu-
czy¢, ze komorki te sg takze zdolne do uwalniania formy utlenionej, czyli disiarczku
(GSSG), jak to ma miejsce w przypadku innych tkanek.

5.3.2. Klasyfikacja receptoréw glutaminianergicznych

Przyjmuje sie, ze receptory glutaminianergiczne (GIuRs) odgrywajg kluczows role
w mechanizmach lezacych u podstaw waznych fizjologicznych funkcji mézgu, takich
jak uczenie i pamie¢ [165]. Sadzi sie réwniez, ze zaburzenia funkcji tych receptoréw
moga by¢ zwigzane zaréwno z ostrymi zaburzeniami neurologicznymi, takimi jak nie-
dokrwienne uszkodzenie mozgu, jak i z chronicznymi schorzeniami neurodegeneracyj-
nymi, do ktérych nalezy zaliczy¢ epilepsje, chorobe Parkinsona, Huntingtona
i stwardnienie zanikowe boczne [16, 166]. Wedlug najbardziej aktualnej klasyfikacji
receptory glutaminianergiczne, ze wzgledu na droge, jaka przekazywany jest sygnat
w uktadzie nerwowym, dzielg sie na dwie klasy: jonotropowe i metabotropowe [167,
168]. Integralng czescig jonotropowych receptoréw glutaminianergicznych sg kationo-
specyficzne kanaty jonowe. Aktywacja tych receptoréw prowadzi do otwarcia kanatéw
jonowych, przez ktére odbywa sie przeptyw jonoéw zgodnie z gradientem stezenia.
Farmakologiczny podziat receptordw jonotropowych oparty jest na zr6znicowanej ich
wrazliwosci na egzogennego agoniste, kwas N-metylo-D-asparaginowy (NMDA).
W Kklasie jonotropowych receptoréw glutaminianergicznych wyr6znia sie receptory
NMDA wrazliwe na tego agoniste oraz receptory niewrazliwe na NMDA, czyli tak
zwane receptory nie-NMDA, do ktérych nalezy zaliczy¢ receptory AMPA pobudzane
przez kwas a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowy (AMPA) i recepto-
ry kainowe (KA) pobudzane przez kwas kainowy. Receptory NMDA sg przepuszczal-
ne dla jonéw Na*, Ca%* i K*, natomiast AMPA i KA sg przepuszczalne dla jonéw Na
i K*, a znacznie stabiej dla jonéw Ca?*. Glutaminianergiczne receptory metabotropowe
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sg sprzezone z biatkami G i funkcjonalnie sg zwigzane albo z obrotem fosforanu ino-
zytolu, albo z metabolizmem cyklicznych nukleotydéw [168]. W Klasie receptoréw
metabotropowych wyréznia sie trzy grupy. Grupa 1 (mGIuRl i mGIuR5) stymuluje
powstanie 1,4,5-fosforanu inozytolu i diacyloglicerolu, natomiast grupy Il (mGIuR2
mGIuR3) i Il (mGluR4, mGIuR6-8) redukujg poziom wewnatrzkomérkowego c-AMP
i c-GMP.

5.3.3. Budowa receptora NMDA

Receptor NMDA jest kompleksem biatkowym, ktérego integralng cze$¢ stanowi
kanat jonowy przepuszczalny dla jonéw Na*, Ca?* i K*. Jak wskazujg najnowsze bada-
nia, receptor ten jest zbudowany z 4, a nie, jak sgdzono wcze$niej, 5 podjednostek
[169]. W jego skiad wchodzg dwie podstawowe podjednostki NMDARL oraz dwie
modulujace podjednostki NMDAR?2, przy czym podjednostka NMDAR2 zaleznie od
kodujagcego jag genu jest zréznicowana na 4 typy (NMDAR2A, NMDAR2B,
NMDAR2C, NMDAR2D). W kompleksie receptora NMDA mozna wyr6zni¢ kilka
miejsc wigzacych ligandy: (}) miejsce dla agonistéw, takich jak glutaminian, asparagi-
nian, NMDA, oraz antagonistow, takich jak AP-5 (kwas 2-amino-5-fosfono-
walerianowy), CGS-19755 (kwas cis-4-fosfonometylo-2-piperydynokarboksylowy),
CGP-37849 (kwas DL-(E)-2-amino-4-metylo-5-fosfono-3-walerianowy), AP-7 (kwas
2-amino-7-fosfonoheptanowy), CPP (kwas 3-(2-karboksypiperazyno-4-ilo)propylo-I-
-fosfonowy); (2) koagonistyczne miejsce wigzace glicyne i seryne; (3) miejsce wigzace
Mg?* wewnatrz kanatu jonowego; (4) miejsce wigzace fencyklidyne (PCP) w kanale
jonowym, do ktérego wigzasie takze MK.-801 i ketamina - zwigzki o wiasciwosciach
antagonistycznych w stosunku do NMDA; (5) modulujgce miejsce dla Zn?*; (6) miej-
sce poliaminowe oraz (7) miejsce wrazliwe na potencjat oksydoredukcyjny. Na ryc. 5
przedstawiony jest schemat budowy receptora NMDA.

glutaminian .
NMDA glicyna
miejsce
QN poliammowe
fencyklidyna

SH (miejsce redoks)

Ryc. 5. Schemat receptora NMDA uwzgledniajacy miejsca modulujgce
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5.3.4. Dlaczego glutation moze by¢ modulatorem neurotransmisji glutaminia-
nergicznej?

W skfad czasteczki GSH wchodzg trzy aminokwasy bedgce powszechnie znanymi
neuroprzekaznikami lub modulatorami transmisji glutaminianergicznej. Glutaminian
jest agonistg wszystkich klas receptoréw glutaminianergicznych, zaréwno jonotropo-
wych, jak i metabotropowych. Czasteczka GSH mimo stosunkowo duzego rozmiaru
i ograniczonej elastycznosci, to jest wiasciwosci, ktére moga ogranicza¢ jej zdolnosé
do interakcji z receptorami lub biatkami transporterowymi, wydaje sie obiecujacym
ligandem dla miejsc wigzacych glutaminian. Wolna cysteina jest neurotoksyng
(p. rozdziat 2), ktéra moze wywotywac nadaktywacje receptoréw NMDA w wieloraki
sposéb, miedzy innymi poprzez redukcje funkcjonalnych grup hydrosulfidowych, two-
rzenie komplekséw z hamujacymi jonami Zn2* oraz poprzez podwyzszenie poziomu
kwasu cysteinosulfinowego, zwigzku bedacego agonistg receptora NMDA [170]. Cy-
steina jako skadnik czasteczki GSH jest catkowicie nietoksyczna, a co wiecej GSH
posiada wiasciwosci neuroprotekcyjne. Mimo to GSH moze nadal wptywaé na stan
redoks receptora NMDA przez wolng grupe hydrosulfidowa. Z kolei glicyna, gtéwny
neuroprzekaznik hamujacy w rdzeniu kregowym, jest koagonistg w kompleksie recep-
tora NMDA. Struktura chemiczna GSH wydaje sie wiec narzuca¢ tej czasteczce cha-
rakter zwigzku neuroaktywnego, ktéry moze funkcjonowa¢ jako neuromodulator.

Modulowanie neurotransmisji glutaminianergicznej moze odbywaé sie w nastepu-
jacy sposob:

1. Reszta glutamylowa czasteczki GSH moze dziata¢ jako agonista lub kompety-
cyjny antagonista receptorow glutaminianergicznych.

2. Reszta glicynowa moze oddziatywa¢ na koagonistyczne miejsce wigzace glicyne
w kompleksie receptora NMDA.

3. Reszta cysteinowa moze modulowa¢ wychwyt lub miejsca wigzace glutaminian
na drodze bezpo$redniej interakcji z funkcjonalnymi grupami tiolowymi biatek trans-
porterowych lub receptorowych. Ponadto reszta ta moze regulowaé¢ poziom zwigzkéw
redoksowych, takich jak tlenek azotu i askorbinian, czy tez moze tworzy¢ kompleksy
z hamujacymi jonami metali, takimi jak Zn?* i Mg?* [156].

Glutation moze wchodzi¢ w interakcje z neurotransmisjg glutaminianergiczng na
nastepujacych jej etapach: (1) uwalniania pobudzajacych aminokwasow; (2) wychwytu
pobudzajacych aminokwaséw przez neurony i komorki glejowe; (3) wigzania glutami-
nianiu i jego selektywnych analogéw do réznych receptordw glutaminianergicznych;
(4) generowania wtdérnych przekaznikow oraz (5) uwalniania innych neuroprzekazni-
koéw drogg aktywacji receptorow glutaminianergicznych.

5.3.5. Modulujgcy wptyw glutationu i jego pochodnych na wigzanie glutami-
nianu

Wplyw GSH i jego pochodnych na wigzanie znakowanego glutaminianu [3H]Glu
badano in vitro w preparatach bton synaptycznych pochodzacych z mdzgu szczura [28,
156, 171]. Znakowany glutaminian wigze si¢ z blonami zaréwno w obecnosci, jak
i pod nieobecno$¢ jonéw Na*. Zardwno GSH, jak i GSSG hamujg sodowozalezne
wigzanie [*H]Glu z btonami synaptycznymi w temperaturze 2°C i 30°C. Podobny efekt
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hamujgcy wywolujg dipeptydy glutamylowe, np. y-glutamylo-L-glutamina, y-glu-
tamylo-L-alanina, y-glutamylotyrozyna, y-glutamylohistydyna i inne zawierajgce
W swojej czasteczce glutaminian jako wolng reszte aminows. Takiego efektu nie wy-
wotujg natomiast zwiazki, ktoérych grupa a-aminowa glutaminianu nie jest wolna, np.
N-karbobenzoksylo-glutaminian czy kwas foliowy. Ponadto zaden ze zwigzkéw zawie-
rajacych wolng grupe hydrosulfidows, takich jak 2-merkaptoetanol, ditiotreitol (DTT)
lub ditioeritritol, nie hamuje sodowozaleznego wigzania [*H]Glu [156], Badania te
wyraznie wskazuja, ze obecnos¢ wolnej grupy a-aminowej, a nie hydrosulfidowej ma
decydujacy wptyw na hamowanie sodowozaleznego wigzania [*H]Glu do bton synap-
tycznych przez te peptydy. ldac tokiem tego rozumowania, réwniez GSH i GSSG
moga wywolywa¢ swoje efekty hamujace na wigzanie [*H]Glu poprzez wolng reszte
y-glutamylowa, a nie hydrosulfidowa.

Wiele dowodéw wskazuje, ze zalezne od Na* wigzanie [*H]G1lu odzwierciedla wy-
sokie powinowactwo i sodowozalezny transport glutaminianu przez btony synaptyczne
[172]. Badania te nasunely wiec przypuszczenie, ze obie formy glutationu (GSH
i GSSG) moga modulowac transmisje glutaminianergiczng poprzez hamowanie sodo-
wozaleznego wychwytu glutaminianu ze szczeliny synaptycznej. Jednakze w warun-
kach fizjologicznych prawdopodobnie tylko glutation w formie zredukowanej wywiera
taki efekt, gdyz stezenie GSSG jest bardzo niskie we wszystkich strukturach moézgu
i wynosi mniej niz 1% catkowitej puli GSH. Ponadto, o czym byla mowa wczesniej,
endogenny GSH jest uwalniany w skrawkach mézgu pod wpltywem depolaryzacji wy-
wotanej jonami K? na drodze wapniowozaleznej, gtownie w formie zredukowanej
[161]. Stad tez mozna sobie wyobrazi¢, ze GSH pochodzacy z kompartmentu neuro-
nalnego moze stymulowa¢ neurotransmisje glutaminianergiczng przez hamowanie
wychwytu glutaminianu. Wychwyt neuroprzekaznikow ze szczeliny synaptycznej uwa-
zany jest bowiem za mechanizm inaktywacyjny w moézgu ssakéw. Brak jest jednak
bezposrednich dowoddéw potwierdzajacych hamujacy wptyw GSH na wychwyt gluta-
minianu.

5.3.6. Modulujacy wptyw glutationu na receptor NMDA

Aby oceni¢ domniemany udziat GSH oraz innych zwigzkéw holowych w procesie
otwierania kanatu jonowego receptora NMDA, badano ich wplyw na wigzanie znako-
wanych ligandow do roznych miejsc wigzacych w obrebie kompleksu tego receptora.
Doswiadczenia wykonano na preparatach bton synaptycznych pochodzacych z mdézgu
szczura [173, 174]. W stezeniach mikromolowych GSH, jak i GSSG hamujg wigzanie
znakowanych, kompetycyjnych antagonistow NMDA [?H]CPP i [?H]CGP 39653 do
miejsc rozpoznajacych neuroprzekaznik w kompleksie tego receptora [28, 156, 175].
Oproécz glutationu, tak w formie zredukowanej, jak i utlenionej, réwniez jego S-alky-
lowe pochodne, takie jak np. S-metyloglutation, S-etyloglutation czy S-butyloglutation
hamuja wigzanie zaréwno agonisty ([*H]Glu), jak i antagonisty ([BH]CPP) do miejsc
rozpoznajacych neuroprzekaznik [174], Wyniki te nasunely przypuszczenie, iz GSH
i jego S-alkylowe pochodne wigzg sie do tych miejsc w sposob niezalezny od reszty
hydrosulfidowej.

Wplyw GSH i jego pochodnych na miejsca wigzace fencyklidyne w kanale jono-
wym receptora NMDA badano przy uzyciu [H®]MK-801, niekompetycyjnego antago-
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nisty, ktéry uzyskuje dostep do swojego miejsca wigzania dopiero przy otwartym ka-
nale jonowym. GSH i jego pochodne w stezeniach niskich, ponizej 1 pM dawkozalez-
nie poteguja [174], a w stezeniach wysokich obnizajg wiazanie [H3]JMK-801 do bton
synaptycznych [173, 174]. Efekt ten jest wiec dwufazowy. Aktywujacy wpltyw obu
form glutationu na wigzanie [H’JMK-801 jest addytywny do efektu wywotanego przez
glicyne. Antagonisci NMDA (CGP 39653, AP-5) oraz antagonisci miejsca glicynowe-
go (kwas 7-chlorokinurenowy) zapobiegajg aktywujacemu dziataniu GSH na wigzanie
[H3]MK-801, natomiast agonisci NMDA sa pozbawieni tego dziatania. Ani GSH, ani
jego pochodne nie poteguja wigzania [H3]MK-801 w obecnosci glutaminianu. GSH
wigze sie do miejsca w kanale jonowym receptora NMDA, podobnie jak do miejsca
dla agonisty w tym receptorze poprzez wolng reszte y-glutamylowa [28, 176],

Zarowno GSH, jak i GSSG w stezeniach powyzej 100 pm wypierajg w niewielkim
stopniu znakowang glicyne oraz kwas 5,7-dichlorokinurenowy (antagonista) z wig-
zacych je miejsc w kompleksie receptora NMDA. Podobnie pochodne S-alkylowe
GSH, lecz dopiero w wysokich stezeniach (1 mM), hamujg wigzanie znakowanej gli-
cyny do jej miejsca wigzacego [174], Poniewaz powinowactwo koagonistycznego
miejsca glicynowego do GSH i jego pochodnych jest stabo zaznaczone, przypuszcza
sie, ze powyzej opisane efekty nie majg fizjologicznego znaczenia.

Nadal pozostaje przedmiotem dyskusji, czy wptyw glutationu (GSH i GSSG) na
kompleks receptora NMDA ma charakter agonistyczny, czy tez antagonistyczny [171,
177]. Z jednej strony nasilone pod wptywem GSH wigzanie MK.-801 mozna interpre-
towaC jako potwierdzenie dziatania agonistycznego tego peptydu [157], gdyz podobny
efekt wywolujg réwniez agonisci NMDA. Z drugiej strony, hamujacy wplyw GSH
w stezeniach mikromolowych (od 100 do 300 pM) na indukowany podaniem NMDA
naptyw jonow wapnia do komoérek ziarnistych mézgu, wskazuje na role antagonistycz-
natego peptydu [171], Poniewaz wplyw na prady wapniowe lepiej odzwierciedla bio-
logiczng funkcje kompleksu receptora NMDA, a fizjologiczne stezenie zewnatrzko-
moérkowego GSH waha sie w granicach wartosci mikromolowych, Oja i wspbdtpra-
cownicy [171] sugeruja, ze GSH jest antagonistg receptora NMDA. Koncepcja antago-
nistycznego dziatania GSH jest ponadto spojna z neuroprotekcyjnym dziataniem tego
peptydu, zwlaszcza patrzac z punktu widzenia neurotoksycznosci indukowanej przez
NMDA [178].

Receptor NMDA jest wrazliwy na zmiany potencjatu oksydoredukcyjnego s$rodo-
wiska. Wiasciwos¢ ta jest zwigzana z budowa receptora NMDA, gdyz biatka podjed-
nostek tworzacych kanat jonowy tego receptora zawierajg w swoim skladzie cysteine,
ktéra moze wchodzi¢ w reakcje z reduktorami komoérkowymi, takimi jak GSH czy
kwas askorbinowy. Otwieranie kanatu jonowego tego receptora jest podwyzszone
w warunkach redukcji, a zahamowane w warunkach utleniania. Modulacja funkcji
receptora NMDA poprzez wptyw na jego stan redoks jest procesem kompleksowym,
obejmujacym co najmniej trzy miejsca zewnatrzkomorkowe [179], Naturalny receptor
NMDA oscyluje miedzy stanem petnej redukcji lub petnego utlenienia. W warunkach
eksperymentalnych disulfidowe substancje redukujace, np. ditiotreitol (DTT), poteguja,
podczas gdy tiolowe zwigzki utleniajgce, np. kwas 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoesowy
(DTNB), hamujg funkcje tego receptora. DTT nasila naptyw jondw wapnia zainicjo-
wany podaniem zaréwno glutaminianu, jak i NMDA. Im wyzsze stezenie glutaminia-
nu, tym silniejszy wptyw DTT na naptyw jondéw wapnia [180]. Fakt ten wskazuje, ze
w aktywowanym kompleksie receptora NMDA miejscem dziatania DTT jest dostepne
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wigzanie disiarczkowe znajdujace sie poza miejscem wigzacym glutaminian. Obie
formy glutationu (GSH, GSSG) oraz ich pochodne nie wptywajg na fizjologiczne pra-
dy wapniowe w hodowanych komorkach ziarnistych mézdzku, hamujg one natomiast
naptyw jonéw wapnia indukowany glutaminianem lub innymi agonistami glutaminia-
nergicznymi [171, 174]. GSH ostabia réwniez naptyw jonéw wapnia indukowany
przez DTT i glutaminian. Takiego efektu nie wywotuje jednak cysteina [177]. Mecha-
nizm dziatania glutationu rézni sie wiec od tego, jaki prezentuje DTT i cysteina. Jed-
nakze w zakresie wysokich, milimolowych stezen rowniez GSH wywotuje aktywacje
receptora NMDA poprzez zmiane jego stanu redoksowego [171], W stezeniach tych
GSH, podobnie jak DTT, poteguje odpowiedzi na glutaminian, szczegélnie w komor-
kach, w ktorych receptory NMDA zbudowane sg z podjednostek NMDAR1
i NMDAR2A [181]. Modulacja ta nasila prady wapniowe, ktorych dziatanie moze
leze¢ u podstaw zaburzonej aktywnosci synaptycznej w pewnych stanach patologicz-
nych.

5.3.7. Modulujacy wptyw glutationu na receptory nie-NMDA

Zarbwno GSH, jak i GSSG, w zakresie stezen fizjologicznych, wypierajg w sposéb
zalezny od wysokosci dawek trytowane ligandy [*HJAMPA i [(H]KA zwigzane ze
specyficznymi receptorami w preparatach bton synaptycznych, wyizolowanych
z mozgu szczura [174], Obie formy glutationu wiagza sie gtéwnie do receptoréw
AMPA, natomiast ich powinowactwo do receptorow kainowych jest 25-30-krotnie
nizsze. Roéwniez S-alkylowe pochodne glutationu wiagzg sie z receptorami AMPA
z powinowactwem w zakresie niskich wartosci mikromolowych. Podobna skuteczno$¢
GSH i GSSG w wypieraniu AMPA z wigzania wskazuje, ze miejsce redoksowe tego
receptora nie odgrywa istotnej roli w tym procesie.

Nie jest wiadomo, czy mechanizm wypierania AMPA z wigzania ma charakter
kompetycyjny, czy tez niekompetycyjny. GSH i jego pochodne majg tendencje do
istotnego obnizania zaréwno wartosci B, (ggstos¢ miejsc wigzania z receptorem), jak
i K, (stata dysocjacji) receptora AMPA. Stad tez mechanizm hamowania wigzania
AMPA przez GSH jest najwyrazniej bardziej ztozony i moze polega¢ na allosterycznej
modulacji tego receptora. Glutation nie dziala jako agonista receptora AMPA, gdyz
depolaryzacja wywotana jego podaniem na skrawki korowe moézgu nie jest antagoni-
zowana przez zwigzek 6,7-dinitrochinoksalino-2-3-dion (DNQX), bedacy antagonistg
receptoréw nie-NMDA [158], W Swietle tych danych wydaje sie, ze GSH w stezeniach
fizjologicznych wypiera glutaminian gtéwnie z klasy receptorbw AMPA w sposob
allosteryczny przy udziale reszty y-glutamylowej. Efekt ten moze odgrywaé pewng role
w precyzyjnym regulowaniu neurotransmisji glutaminianergicznej poprzez skracanie
czasu trwania pragdéw jonowych, w ktorych powstaniu posredniczy receptor AMPA.
Receptory AMPA i NMDA sg zlokalizowane w bezposrednim sasiedztwie w btonach
postsynaptycznych i wzajemnie wspdtdzialajg. Receptor NMDA ulega aktywacji przez
kwas glutaminowy dopiero przy odpowiednio intensywnej stymulacji receptoréw
AMPA i naptywie do wnetrza neuronu pozytywnie natadowanych jondéw Na*, co ni-
weluje zalezny od potencjatu blok magnezowy [167], Stad tez réwnoczesne uwalnianie
glutaminianu i GSH z zakonficzen nerwowych [35] moze mie¢ glebokie konsekwencije
dla transmisji synaptycznej. Na ryc. 6 przedstawiono hipotetyczny model dziatania
GSH w synapsie zaproponowany przez Janaky i wspotpracownikow [28].
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Ryc. 6. Hipotetyczny model synaptycznego dziatania GSH. W cze$ci presynaptycznej znajduje
sie glutaminian (GLU) i glutation (GSH). Zakonczenie presynaptyczne jest podzielone, aby zazna-
czy¢, ze GSH moze znajdowaé sie w tym samym zakorczeniu co Glu lub w odrebnym. W czesci
postsynaptycznej znajduja sie receptory glutaminianergiczne (NMDA i AMPA), jak réwniez recep-
tory glutationowe (GSH-R). Strzatki wskazujg kierunki dziatania uwalnianego Glu (linia przerywana)
i GSH (linia ciggta). Glutaminian aktywuje receptory NMDA i AMPA. GSH dziata bezpo$rednio na
wiasne receptory znajdujace sie na neuronach i astrocytach, jak i na r6zne miejsca wiazace w kom-
pleksie receptora NMDA, w tym takze na miejsce wrazliwe na potencjat oksydoredukcyjny (S-S).
Przedstawiony schemat wskazuje na zawito$¢ interakcji pomiedzy neuroprzekaznikami, gdy gluta-
minian i GSH sg lokalnie uwalniane. Dodatkowym czynnikiem wptywajacym na ztozonos$é tych
procesow jest enzymatyczny rozpad GSH w synapsie do skfadowych aminokwaséw (glutaminian,
cysteina, glicyna), ktére indywidualnie moga wptywaé na funkcje receptoréw glutaminianergicznych.
L - niskie stezenie GSH, H - wysokie. IP, - trojfosforan inozytolu (wg Janaky i wsp. [30], zmody-
fikowano)
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GSH w stezeniach mikromolowych, po wywotaniu depolaryzacji przypuszczalnie
droga aktywacji wiasnych receptorow glutationowych (p. podrozdziat 5.3.8), moze
hamowa¢ szybki potencjat depolaryzacyjny wywotany dziataniem glutaminianu na
receptory AMPA, blokujac w sposéb posredni napieciowozalezne otwieranie kanatu
jonowego sasiadujacego receptora  NMDA. RoOwnoczesne uwalnianie glutaminianu
i GSH zgodnie z hipotezg proponowang przez Janaky i wspotpracownikéw [28] pro-
wadzitoby zatem do kaskady zdarzen, ktdre umozliwiajg receptorom harmonijng reak-
tywacje w krotkim czasie.

5.3.8. Obecnos¢ i charakterystyka miejsc wigzacych giutation

Badania receptorowe z uzyciem trytowanego glutationu [H3]GSH wykazaty istnie-
nie w ukladzie nerwowym miejsc 0 wysokim powinowactwie zaréwno do glutationu,
jak i jego pochodnych [27, 28, 177, 182, 183], Miejsca te zostaty zidentyfikowane po
raz pierwszy w blonach synaptycznych pochodzacych z mozgu szczura przez badaczy
japonskich Ogite i Yonede w 1987 roku. Od tego momentu coraz wyrazniej sugeruje
sie, ze sg one odrebnymi typami receptoréw, do ktorych GSH wigze sie resztg cystei-
lowg w stezeniach nano- do mikromolowych [28, 176]. Miejsca te sg catkowicie od-
mienne od wszystkich znanych receptoréw dla pobudzajacych aminokwaséw, przy
czym GSH nie jest z nich wypierany ani przez agonistow, ani antagonistow zaréwno
jonotropowych, jak i metabotropowych receptoréw glutaminianergicznych. Giutation
jest natomiast wypierany z tych miejsc w zakresie stezen mikromolowych przez zwigz-
ki siarki, takie jak GSSG, S-nitrozoglutation, y-glutamylocysteing, cysteiloglicyne,
cysteine i nieco mniej efektywnie przez ditiotreitol, sulfonian glutationu oraz pochodne
S-alkylowe glutationu [28, 177].

Podobnie jak receptor NMDA, miejsca wigzagce GSH posiadajg jedno lub wiecej
miejsc koagonistycznych do allosterycznej modulacji. Miejsca te wydajg sie sprzezone
z kanatem sodowym, gdyz duzy, szybki potencjal depolaryzacyjny wywotany poda-
niem GSH na skrawki korowe zanika, gdy w $rodowisku brakuje jonéw sodu. Niedo-
bér wapnia, jak réwniez antagonisci receptorow NMDA i AMPA nie wplywajg na
warto$¢ tego potencjatu [158], W uktadzie nerwowym obecnos¢ miejsc wigzacych
[H3]GSH wykazano w nastepujacych strukturach: siatkdwka, podwzgdrze, prazkowie,
rdzen kregowy, $rodmozgowie, most, hipokamp, mozdzek i kora moézgowa [158],
Cze$¢ tych miejsc znajduje sie na powierzchni astrocytow, oligodendrocytow oraz
komorek mikrogleju. Podanie GSH do ptynu hodowlanego, w ktérym znajduja sie
astrocyty wywotuje w tych komorkach wzrost wewngtrzkomoérkowego stezenia trifos-
foranu inozytolu. Fakt ten potwierdza istnienie w blonie komdrkowej astrocytow re-
ceptoréw dla GSH, jak réwniez sugeruje, ze sg one sprzezone z fosfolipazg C [27,
182], Ostateczne potwierdzenie istnienia receptora glutationowego bedzie mozliwe
w momencie wyizolowania go i sklonowania.

5.3.9. Obecnosc i rola S-nitrozoglutationu (GSNO) w mézgu

Tlenek azotu odgrywa bardzo wazng role w wielu fizjologicznych procesach, w tym
w regulacji ci$nienia krwi, w hamowaniu agregacji ptytek krwi oraz w modulowaniu
odpornosci i standéw zapalnych. W centralnym uktadzie nerwowym (CUN) NO dziata
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jako przekaznik neuronalny, co ma duze znaczenie dla takich proceséw, jak plastycz-
no$¢ neuronalna czy neurotoksyczno$¢ [184]. NO nie dziata jak konwencjonalny neu-
roprzekaznik, gdyz jako gaz tatwo dyfunduje przez btony komdrkowe. Nie moze by¢
magazynowany w pecherzykach synaptycznych ani tez nie moze by¢ uwalniany na
drodze egzocytozy. Chociaz pobudzenie receptora NMDA indukuje uwalnianie NO
z komérek korowych, to, jak do tej pory, nie wiadomo, w jakiej formie redoksowej NO
jest dostarczany, transportowany, a nastepnie przechowywany w centralnym systemie
nerwowym. NO wykazuje bardzo silng reaktywno$¢ w stosunku do tioli komdérkowych
i tworzy z GSH S-nitrozoglutation (GSNO), a z cysteing S-nitrozocysteine. Fizjolo-
giczne stezenie GSNO w mozdzku wynosi 6 do 7 pM [185] i jest porownywalne ze
stezeniem w surowicy krwi i w drogach oddechowych. Warto$¢ stezenia GSNO
w moézdzku stanowi zaledwie znikomg cze$¢ (od 0,3 do 0,6%) tkankowego stezenia
GSH w mozgu (1 do 3 mM). Warto$¢ ta jest natomiast zblizona do zewnatrzkomorko-
wego stezenia tego peptydu w moézgu (p. podrozdziat 5.2.2). Inkubacja skrawkéw mo-
zgu z NMDA podnosi czterokrotnie poziom GSNO w tkance mézgowe;.

Fizjologiczne znaczenie S-nitrozotioli w CUN nie jest znane. GSNO jest zaréwno
donorem NO, jak i najsilniejszym aktywatorem cyklazy guanylowej [184]. Nie jest
dotychczas wyjasnione, czy endogenny GSNO per se aktywuje cyklaze guanylowa,
czy tez aktywacja tego enzymu odbywa sie poprzez uwolniony z GSNO rodnik tlenku
azotu. Obecno$¢ specyficznych miejsc wigzacych dla znakowanego [CH]GSNO [186]
przemawia na korzy$¢ pierwszej mozliwosci, co oznacza, ze endogenny GSNO moze
wigza¢ sie z btonami komorek docelowych i sam wywolywa¢ aktywacje. W odniesie-
niu do drugiej mozliwosci, GSNO moze by¢ bardziej stabilnym nosnikiem rodnika
tlenku azotu, ktéry swobodnie przechodzi przez btony komérkowe i dziata aktywujaco
na cytozolowg cyklaze guanylowg w komérkach docelowych. GSNO moze takze braé
udziat w reakcjach S-nitrozylacji grup hydrosulfidowych biatek o kluczowym znacze-
niu dla komorki, takich jak wazne enzymy czy tez receptory [187]. Ostatnio wykazano
rowniez, ze GSNO ma bardzo silne wiasciwosci antyoksydacyjne [188, 189] (p. roz-
dziat 9).

5.4. Glutation a choroby neurologiczne

5.4.1. Schorzenia neurologiczne zwigzane z glutationem

W pismiennictwie ostatnich lat coraz wiecej danych wskazuje na istnienie pozy-
tywnej korelacji pomiedzy schorzeniami neurologicznymi a zmianami w stezeniu GSH.
H pacjentow z wrodzonym deficytem syntetazy glutationowej stwierdzono opdznienie
umystowe, spastyczny paraliz konczyn i rézne formy uszkodzen moézgu. Z kolei u pa-
cjentow z deficytem syntetazy y-glutamylocysteinowej obserwowano uszkodzenia
mézdzkowo-rdzeniowe, brak odruchéw kofczyn dolnych oraz ataksje [30]. Badania
post mortem prowadzone u ludzi ujawniajg, ze poziom GSH w substancji czarnej spa-
da w przebiegu fizjologicznego procesu starzenia, jednak spadek ten jest najbardziej
wyrazisty u pacjentow cierpigcych na chorobe Parkinsona [3, 4, 190], Najnowsze ba-
dania sugerujg, ze niedob6r GSH lub zaburzenia jego metabolizmu majg réwniez Scisty
zwigzek z takimi schorzeniami neurodegeneracyjnymi, jak stwardnienie zanikowe
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boczne (ALS - amyotrophic lateral sclerosis) i choroba Alzheimera [16, 191]. Symp-
tomy neuropsychiatryczne zwigzane z nieprawidlowym funkcjonowaniem receptoréw
glutaminianergicznych moga mie¢ roéwniez co$ wspdlnego z neurologicznymi niepra-
widlowosciami wynikajagcymi ze zmian w poziomie GSH. Ostatnio wykazano, ze zabu-
rzenia w schizofrenii mogg by¢ zwigzane z niskim stezeniem GSH w korze przedczo-
fowej [192].

Poziom GSH ulega drastycznemu obnizeniu podczas drgawek w ekspery-
mentalnych modelach epilepsji [193] oraz u genetycznie zmodyfikowanych myszy
epileptycznych [194]. Drgawki rozwijajg sie¢ rowniez jako nastepstwo niedoboru GSH
u dorostych szczuréw, ktérym podawano BSO [195],

5.4.2. Rola glutationu w schizofrenii

Schizofrenia jest psychoza endogenng charakteryzujacg sie szeregiem symptomow,
ktore klasycznie dzielone sg na objawy pozytywne (wytworcze), takie jak formalne
zaburzenia myslenia, deluzje, halucynacje oraz negatywne (deficytowe) obejmujace
zaburzenia funkcji kognitywnych, socjalnych, motywacyjnych oraz zaburzenia afektu.
Schizofrenia jest chorobg o nieznanej patofizjologii i etiologii. Podloze biologiczne
tego schorzenia probuje sie wyjasnia¢, opierajac sie na dwaéch gtéwnych hipotezach -
dopaminowej i glutaminianergicznej, z ktérych zadna przy obecnym stanie wiedzy nie
pozwala w petni na ustalenie przyczyn tej choroby. Dowody wskazujace na dysfunkcje
systemu dopaminowego uwzgledniajg antypsychotyczne dziatanie antagonistow dopa-
minowych oraz indukujace psychozy dziatanie agonistow [196]. Hipoteza hipofunkcji
glutaminianergicznej oparta jest na fakcie, ze fencyklidyna (PCP) oraz inni niekompe-
tycyjni antagonisci receptora NMDA wywotujg psychozy przypominajace schizofrenie
[197, 198],

Coraz wiecej dowodow wskazuje, ze w schizofrenii oprécz zmian w uktadach neu-
rotransmisyjnych dochodzi réwniez do zaburzen w systemie antyoksydacyjnej obrony
i do wzrostu uszkodzeri wywotanych toksycznym dziataniem reaktywnych form tlenu
[199]. U nieleczonych pacjentéw z pierwszymi epizodami choroby opisano obnizong
aktywno$¢ jednego z gtdwnych enzyméw antyoksydacyjnych - dysmutazy ponadtlen-
kowej - w krwinkach czerwonych [200]. W innych badaniach prowadzonych w grupie
pacjentébw z pierwszymi objawami psychoz zaobserwowano podwyzszony poziom
nadtlenkéw lipidéw oraz obnizong aktywno$¢ peroksydazy glutationowej w osoczu
[201], Ostatnio Do i wspotpracownicy [192] stwierdzili metodami HPLC i spektrome-
trii masowej, ze poziom GSH w plynie mdzgowo-rdzeniowym u nieleczonych pacjen-
tow z objawami schizofrenii jest o 27% nizszy niz w grupie kontrolnej. U tych samych
pacjentéw rownoczesnie stwierdzono metodg jadrowego rezonansu magnetycznego
52% spadek poziomu GSH w korze prefrontalnej. W badaniach przeprowadzonych na
innej grupie chorych na schizofrenie ci sami autorzy [202] wykazali réwniez, ze po-
ziom dipeptydu y-glutamyloglutaminy (y-Glu-Gln), ktéry w wiekszosci powstaje
z GSH przy udziale y-GT, jest wyraznie obnizony w ptynie moézgowo-rdzeniowym
w poréwnaniu z osobnikami kontrolnymi. Wedlug Do i wspdtpracownikéw [192],
niedob6r GSH moze by¢ przyczyng patofizjologicznych zmian w schizofrenii. Deficyt
ten nie jest nastepstwem dziatania neuroleptykoéw, gdyz badania zostaty wykonane
u pacjentow, ktérym wczesniej nie podawano tych lekéw. Autorzy ci sadza rowniez, ze
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jest mato prawdopodobne, aby deficyt GSH byt spowodowany niespecyficznymi zmia-
nami neurodegeneracyjnymi, takimi jakie majg miejsce np. w chorobie Parkinsona lub
Alzheimera. Wniosek ten wysuwajg z faktu, ze spadek w stezeniu GSH w ptynie mo-
zgowo-rdzeniowym i korze prefrontalnej nie ma zwigzku ani z dlugoscig okresu trwa-
nia choroby, ani z wiekiem pacjentéw. Deficyt ten mdgthy by¢ raczej zwigzany
z genetycznie uwarunkowanym brakiem enzymoéw biorgcych udziat w metabolizmie
GSH lub z ostabieniem ich funkcji. Faktycznie u chorych na schizofrenie stwierdzano
obnizong aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej w erytrocytach i ptytkach krwi [203].

Powyzej opisane badania stanowig podwaliny nowej hipotezy, ktora usituje tluma-
czy¢ zmiany obserwowane w schizofrenii mechanizmem glutationowym [185, 192].
Nadrzednym celem tej hipotezy jest potaczenie w jedng catos¢ wielu biologicznych
aspektow tej choroby. Zgodnie z zatozeniami tej hipotezy deficyt GSH w pewnych
obszarach mézgu prowadzi do czterech istotnych nastepstw:

1. GSH dzieki obecnosci aktywnej grupy hydrosulfidowej bierze udziat w reduko-
waniu wolnych rodnikéw powstajacych miedzy innymi podczas katabolizmu dopaminy
[204], Toksycznos¢ dopaminy zostata udowodniona eksperymentalnie. Rabinovic
i Hastings [205] wykazali, ze dopragzkowiowe podanie dopaminy wywotuje wzrost
ilosci reaktywnych metabolitow, spadek poziomu endogennego GSH i degeneracje
zakonczen nerwowych zawierajgcych hydroksylaze tyrozynowa. Efekt ten byt nasilany,
gdy podaniom dopaminy towarzyszyto zahamowanie syntezy GSH, natomiast ostabia-
ny, gdy réwnoczesnie z dopamingpodawano GSH.

Liczne dowody wskazuja, ze w schizofrenii dochodzi do dysfunkcji kory przed-
czotowej. Dysfunkcja ta jest prawdopodobnie odpowiedzialna za upo$ledzone wyko-
nanie przez chorych ztozonych zadan psychologicznych, a w szczegdlnosci za niepra-
widtowe funkcjonowanie proceséw pamieci operacyjnej, co przez niektérych badaczy
uwazane jest za najistotniejszy defekt neuropsychologiczny w tej chorobie [206], Na-
silenie zaburzen strukturalnych i czynnosciowych kory przedczotowej wykazuje zwia-
zek z objawami negatywnymi schizofrenii [207]. Wedlug Goldman-Rakic i jej wspot-
pracownikéw [208, 209], ktorzy opisali wyspecjalizowang, synaptyczng architektonike
kory przedczotowej, kolce dendrytyczne neurondw piramidowych sg celem zaréwno
dla oddziatywan dopaminy, jak i glutaminianu. Ta synaptyczna organizacja jest nie-
zwykle wazna dla przedstawionych ponizej rozwazan.

Deficyt GSH obserwowany w korze przedczotowej u chorych na schizofrenie przy-
czynia sie do ostabienia systemu anty oksydacyjnej obrony i sprzyja uszkadzajacym
dziataniom wolnych rodnikéw. Wydaje sie, ze toksyczne dziatanie metabolitdw dopa-
miny moze ogranicza¢ sie¢ do mikrosrodowiska zakoriczeri dopaminowych unerwiaja-
cych kore [206], prowadzac raczej do degeneracji kolcéw dendrytycznych i dendrytow
niz samych neurondéw. To zatozenie hipotezy glutationowej jest zgodne z posmiertnie
wykonang analiza histologiczng kory przedczotowej schizofrenikéw, ktéra ujawnita
zwiekszong gestos¢ neurondw, wskazujagcg na redukcje neuropilu [210], W innych
badaniach histologicznych faktycznie wykazano, ze u chorych na schizofrenie w ko-
rach czolowej i skroniowej dochodzi do zmniejszenia sie ilosci kolcow dendrytycznych
na neuronach piramidowych [211, 212]. Poza tym indukowana deficytem GSH dege-
neracja kolcéw dendrytycznych moze ttumaczy¢ obserwowany w schizofrenii spadek
ilosci receptoréw dopaminowych D| [213], kt6re miedzy innymi sg tam zlokalizowane.

Hipoteza ta rowniez sugeruje, ze niedob6or GSH i/lub zwigzanych z nim enzymoéw
w czasie rozwoju zarodkowego mogtby stanowi¢ powazny czynnik ryzyka w tej cho-
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robie. Deficyt ten potgczony z czynnikami $rodowiskowymi, takimi jak np. stres, ktory
indukuje uwalnianie dopaminy, a co za tym idzie nasila produkcje wolnych rodnikéw,
moégtby prowadzi¢ zaréwno do degeneracji kolcéw dendrytycznych, jak i do zaburzen
cytoarchitektonicznych, czyli do powstania nieprawidtowych potgczen miedzy neuro-
nami. Gdyby zatoZenie to okazato sie stuszne, oznaczaloby, ze deficyt GSH ma zwig-
zek z zaburzeniami rozwoju mozgu. Zgodnie z neurorozwojowg koncepcja schizofre-
nii, nieprawidtowosci w tacznosci miedzyneuronalnej moga by¢ odpowiedzialne za
pewne symptomy tej choroby, takie jak zaburzenia funkcji kognitywnych i percepcyj-
nych [214],

2. GSH uwalniany do przestrzeni miedzykomorkowych w korze [161] moze funk-
cjonowac, jak wskazujg ostatnie badania, zarébwno jako modulator receptoréw gluta-
minianergicznych, jak i neuroprzekaznik dziatajacy przez wiasne receptory [18]. Moze
on potegowa¢ odpowiedz receptoréw NMDA na glutaminian, dziatajac albo na modu-
lujace miejsca redoksowe [215] lub wigzace cynk (Zn*2) w kanale receptora NMDA.
Przy niskim poziomie GSH aktywacja receptorow NMDA moze nie by¢ dostateczna.
Pewne symptomy schizofrenii mozna by wigza¢ z brakiem wiasciwej stymulacji re-
ceptorow NMDA, podobnie jak objawy psychotyczne wywotywane podaniem fency-
klidyny lub antagonistoéw receptorow NMDA.

3. Spadek poziomu GSH w korze przedczotowej moze réwniez sprzyja¢ neurotok-
sycznemu dziataniu NO, poniewaz rodnik ten nie bedzie dostatecznie wychwytywany
i magazynowany w formie S-nitrozoglutationu (GSNO) i w reakcji z anionorodnikiem
ponadtlenkowym ulega¢ bedzie przeksztatceniu w toksyczny jon nadtlenoazotynowy.

4. Obnizenie poziomu y-glutamyloglutaminy (y-Glu-GIn) w plynie mozgowo-
-rdzeniowym mozna réwniez wigza¢ z niedoborem GSH. Opisana ostatnio przez Drin-
gena i wspotpracownikdw [135] interakcja metaboliczna miedzy astrocytami a neuro-
nami wskazuje, ze astrocyty dostarczajg neuronom Cys-Gly. Dipeptyd ten powstaje
w przestrzeni miedzykomorkowej z GSH przy udziale y-GT i stuzy jako prekursor do
syntezy GSH w neuronach. Réwnoczesnie uwolniona podczas rozpadu GSH reszta y-
glutamylowa zostaje przeniesiona na glutamine, do ktérej y-GT ma bardzo wysokie
powinowactwo, i powstaje y-Glu-GIn. Jednym z mechanizméw spadku poziomu GSH
moégtby by¢ wzrost aktywnosci y-GT. Jednakze obserwowany spadek poziomu y-Glu-
GIn [202] przeczy temu przypuszczeniu.

Podsumowujac, deficyt GSH i zwigzanych z jego metabolizmem enzyméw moze
odgrywac istotng role w patofizjologii schizofrenii i moze stanowi¢ powazny czynnik
ryzyka w tym schorzeniu lub w pewnych jego formach.

5.4.3. Zwigzek miedzy niedoborem glutationu a procesem neurodegeneracyj-
nym

Aby udowodni¢ istnienie zaleznosci miedzy deficytem GSH a procesem neurode-
generacyjnym, przeprowadzono szereg eksperymentéw na zwierzetach, u ktdrych
Srodkami farmakologicznymi indukowano niedobdr tego peptydu. W badaniach tych
wykazano, ze zaréwno ostre [216, 217], jak i chroniczne [218], dokomorowe podania
nieodwracalnego inhibitora syntetazy y-glutamylocysteinowej - butioninosulfoksyimi-
ny (BSO) - obnizaty, zaleznie od stosowanych dawek, poziom GSH w prazkowiu
i substancji czarnej. Jednakze ilos¢ komérek dopaminowych, barwigcych sie na obec-
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no$¢ hydroksylazy tyrozynowej, nie ulegata zmianom pod wptywem 28-dniowych
dokomorowych podan tego inhibitora [218]. Wynik ten sugeruje, ze sam niedobor
GSH nie jest przyczyna uszkodzenia szlaku czarnoprgzkowiowego w chorobie Parkin-
sona, moze natomiast zwieksza¢ wrazliwos¢ neuronéw dopaminowych na dziatanie
endo- lub egzogennych toksyn. 1 tak wykazano, ze BSO nasila neurodegeneracyjng
aktywno$¢ znanych, modelowych toksyn o proparkinsonowskim profilu dziatania,
takich jak: I-metylo-4-fenylopirydyny (MPP*) [20] oraz 6-hydroksydopaminy [21]
w substancji czarnej myszy. Z drugiej strony, w badaniach prowadzonych na myszach
transgenicznych ze zwiekszong ekspresjg ludzkiego genu peroksydazy glutationowej
(GPx), wykazano ostabienie neurotoksycznego dziatania 6-OHDA [219], Dane te po-
twierdzajg znaczaca role GSH i zwigzanego z nim enzymu (GPx) w usuwaniu RFT.
Badania histologiczne wykazaly rowniez, ze deficyt GSH w komorkach jest przyczyng
uszkodzen mitochondriéw [18, 25]. Z kolei wyniki badan na hodowlach neuronalnych
sugeruja, ze niedobdr GSH moze by¢ czynnikiem indukujacym $mier¢ komorki na
drodze apoptozy lub nekrozy [220],

Wszystkie powyzej wspomniane dane eksperymentalne sugerujg istnienie zwigzku
przyczynowo-skutkowego miedzy niedoborem GSH a procesem neurodegeneracyj-
nym. Nie sg jednak znane zaréwno czynniki odpowiedzialne za spadek poziomu GSH
w chorobie Parkinsona, jak i mechanizmy prowadzace do $mierci komorek dopamino-
wych. Aktualne koncepcje patogenezy choroby Parkinsona wigzane sg z produkcjg
wolnych rodnikéw i stresem oksydacyjnym. Hipotetyczny mechanizm prowadzacy do
uszkodzenia neuronéw dopaminowych w tej chorobie, uwzgledniajgcy oprécz wolnych
rodnikow takze udziat GSH, zostanie przedstawiony w nastepnych podrozdziatach.

5.4.4. Stres oksydacyjny a choroba Parkinsona

Stres oksydacyjny tgczony jest z patomechanizmem choroby Parkinsona ze wzgledu
na wyjatkowe wiasciwosci neurondéw dopaminowych substancji czarnej. Komorki te
charakteryzujg sie wysokim stezeniem dopaminy i znaczng aktywno$cig monoamino-
oksydazy (MAO). MAO Kkatalizuje oksydacyjng deaminacje dopaminy w ciatach neu-
rondw dopaminowych substancji czarnej oraz w ich zakonczeniach wprazkowiu.
W procesie tym powstaje aldehyd 3,4-dihydroksyfenylooctowy, amoniak i nadtlenek
wodoru (reakcja 1).

Dopamina + H,0 + O, ——»aldehyd 3,4-dihydroksyfenylooctowy + NH, + H,0,

Z reakcji tej wynika, ze obrot dopaminy zwigzany jest z generowaniem potencjalnej
toksyny, czyli nadtlenku wodoru.

Dopamina moze by¢ réwniez utleniana na drodze nieenzymatycznej reakcji, tzw.
autooksydacji, w wyniku ktérej powstajg chinony, semichinony [11] oraz nadtlenek
wodoru i rodniki tlenowe. Wszystkie produkty tej reakcji mogg by¢ toksyczne dla ko-
morki. Dlatego autooksydacje uwaza sie za jeden z mechanizméw mogacych prowa-
dzi¢ do degeneracji neurondéw w chorobie Parkinsona. Ponadto komorki dopaminowe
gromadza niebezpieczne jony zelaza oraz zawierajg neuromelaning powstajaca rowniez
w wyniku autooksydacji dopaminy i stanowigca przypuszczalnie dodatkowe zrodio
wolnych rodnikéw [15], Wydaje sie, ze kazdy z czynnikdw, ktory prowadzi do zabu-
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rzonej réwnowagi oksydacyjno-redukcyjnej w komorkach, moze sprzyjaé procesowi
neurodegeneracyjnemu, jaki zachodzi w przebiegu choroby Parkinsona.

5.4.5. Glutation w chorobie Parkinsona i jej zwierzecych modelach

Obecnie proponowane sg dwie hipotezy wyjasniajgce mechanizm lezacy u podstaw
neurodegeneracji neurondéw dopaminowych istoty czarnej w chorobie Parkinsona.
Pierwsza z nich zaktada tworzenie sie wysoce reaktywnych form tlenu, ktére moga
prowadzi¢ do uszkodzen neuronéw w przypadku, gdy rdwnowaga miedzy procesami
oksydacyjno-redukcyjnymi zostaje przesunieta w Kkierunku reakcji utleniania (tzw.
zjawisko oksydacyjnego stresu) [221], Druga z hipotez - nieco nowsza - przyjmuje, ze
mechanizmem prowadzacym do neurodegeneracji jest ostabienie aktywno$ci mito-
chondrialnej, ktérej konsekwencjg jest zmniejszona produkcja energii i zmiany
w metabolizmie neuronalnym [222]. W aspekcie obu tych hipotez mozna rozwaza¢
role GSH.

W chorobie Parkinsona jedng z bardziej charakterystycznych zmian biochemicznych,
oprocz deficytu dopaminy, jest masowa utrata zredukowanego GSH w istocie czarnej [3,
4, 223]. Jak wykazano w poréwnawczych badaniach biochemicznych, prowadzonych
posmiertnie na mézgach pacjentow parkinsonikéw, zmiana w stezeniu GSH ograniczona
jest tylko do tego rejonu moézgu i nie dotyczy innych struktur dopaminowych [4, 223,
224]. Nie stwierdzono natomiast spadku poziomu GSH w substancji czarnej w takich
schorzeniach, jak: zanik wielosystemowy (ang. multiply system atrophy - MSA) i pora-
zenie nadjadrowe (ang. progressive supranuclear palsy - PSP), w ktoérych podobnie jak
w chorobie Parkinsona dochodzi do degeneracji neuronéw dopaminowych [4, 224], Wy-
daje sie bardzo prawdopodobne, ze obnizenie stezenia GSH w substancji czarnej ma
miejsce juz we wczesnej fazie rozwoju choroby Parkinsona. Poziom GSH byt obnizony
w rownym stopniu tak w presymptomatycznej chorobie Parkinsona z rozsianymi ciatkami
Lewy’ego (ang. presymptomatic Parkinson ’s disease with incidental Lewy bodies), jak
i w zaawansowanym stadium tej choroby [224]. W cytowanych powyzej badaniach,
z wyjatkiem wczesnej pracy Perriego i wspotpracownikéw [223], nie stwierdzono réw-
noczesnego wzrostu poziomu disiarczku glutationu. W chorobie Parkinsona wykazano
natomiast zwiekszong aktywno$¢ enzymu degradujacego GSH, czyli y-glutamy-
lotranspeptydazy [225], Chociaz fakty te zostaty opisane przed wieloma laty, nadal nie-
wiele jest wiadomo na temat przyczyn i mechanizméw prowadzacych do niedoboru GSH
w istocie czarnej w tym schorzeniu.

5.4.6. Zwigzek miedzy deficytem glutationu a toksycznoscia MPTP

Aby wyjasni¢, czy niedobér GSH ma zwigzek z procesem neurodegeneracyjnym,
analogicznym do tego, jaki ma miejsce w przebiegu choroby Parkinsona, podjeto ba-
dania nad wpltywem MPTP (modelowa neurotoksyna o proparkinsonowskim profilu
dziataniu) na poziom GSH w strukturach dopaminowych moézgu. MPTP/MPP* juz
w pojedynczych dawkach szybko i efektywnie obniza poziom GSH przy réwnocze-
snym braku wzrostu GSSG [7, 226], Wiadomo, ze MPTP hamuje transport elektronow
przez tancuch oddechowy na poziomie reduktazy NADH-Q, zwanej takze dehydroge-
nazg NADH lub kompleksem mitochondrialnym | [227]. Reakcja ta prowadzi do kry-
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zysu energetycznego, ktdrego skutkiem jest obnizenie syntezy ATP [228]
i depolaryzacja btony cytoplazmatycznej [229], Oba te procesy moga wptywaé na po-
ziom GSH. Niedob6r ATP z jednej strony moze ostabia¢ synteze GSH, gdyz reakcja ta
wymaga naktadu energii, a z drugiej strony depolaryzacja btony moze wywotywaé
wyptyw GSH z komorki [161]. W badaniach prowadzonych przez Hana i wspotpra-
cownikéw [230] zuzyciem metody mikrodializy stwierdzono, ze podczas perfuzji
neurotoksycznych stezeAh MPP* do prazkowia lub substancji czarnej zewnatrzkomor-
kowe stezenia GSH i cysteiny pozostawaty na poziomie wyjsciowym. Jednak
w momencie zaprzestania perfuzji obserwowano przejsciowy wysoki wzrost pozako-
mdrkowego GSH i opdzniony w czasie wzrost poziomu cysteiny. Analogiczny efekt
otrzymano podczas perfuzji do tych samych struktur jonu FeZ*. Wyniki te nasunely
przypuszczenie, ze uwalnianie, a nastepnie degradacja GSH przy udziale enzyméw
y-GT i dipeptydaz do glutaminianu, glicyny i cysteiny moze stanowi¢ wazny czynnik
prowadzacy do degeneracji neurondw dopaminowych w istocie czarnej. Skionito to
autoréw wspomnianej powyzej pracy do wysuniecia nowej hipotezy na temat mechani-
zmu neurotoksycznego dziatania MPTP. Hipotetyczny model toksycznosci MPTP
przedstawiono na ryc. 7.

Hipoteza ta oparta jest na licznych danych eksperymentalnych. Punktem wyjscia s
badania, w ktérych wykazano, ze pod wptywem perfuzji MPP* w neuronach dochodzi
do bardzo silnego zahamowania syntezy ATP [228], jak i depolaryzacji btony komdr-
kowej [229]. Skutkiem tych proceséw jest masowe uwalnianie zaréwno dopaminy
[231], jak i GSH z komdrek dopaminowych (ryc. 7A). Ponadto niedob6r ATP przy-
czynia sie réwniez do usuniecia bloku magnezowego z receptora NMDA [232], umoz-
liwiajac w ten spos6b jego aktywacje przez zewnatrzkomorkowy glutaminian. Konse-
kwencjg aktywacji receptora NMDA jest nadmierna produkcja anionorodnika ponad-
tlenkowego w neuronie [233], Rodnik ten wchodzac w reakcje z kompleksami biatko-
wymi, zawierajagcymi zelazo, przyczynia sie do uwolnienia jonu Fe?* [234, 235], ktory
stanowi wazny czynnik w neurotoksycznosci indukowanej przez MPTP [236, 237].
Kolejnym nastepstwem aktywacji receptora NMDA jest zwiekszone stezenie aniono-
rodnika ponadtlenkowego, takze w przestrzeni pozakomdrkowej [233], co sugeruje, ze
rodnik ten moze przenika¢ przez btone komoérowa. Uwolnione z kompleksu biatkowe-
go zelazo moze bra¢ udziat w powstawaniu rodnika hydroksylowego w przestrzeni
pozakomoérkowej [238] i, jak wykazujg dane eksperymentalne, w rzeczywistosci
MPTP/MPP* poéredniczy w jego tworzeniu sie [239]. Rodnik hydroksylowy powstaja-
cy podczas silnego niedoboru energetycznego jest utleniany nie tylko przez GSH
uwalniany z neuronéw dopaminowych, ale takze przez GSH pochodzacy z komoérek
glejowych. Wydaje sig, ze uwalnianie GSH z komdrek glejowych moze chroni¢ ko-
marki nerwowe przed toksycznoscig rodnika hydroksylowego [163] (ryc. 7B).

W sytuacji, kiedy perfuzja MPTP do struktur dopaminowych moézgu zostanie prze-
rwana, ustaje tworzenie sie rodnika hydroksylowego (ryc. 7B), jak réwniez ustajg pro-
cesy, w ktorych on posredniczy. Nastepuje wzrost syntezy ATP, powoli rozpoczyna sie
rowniez wychwyt zwrotny dopaminy, ktéra w reakcji z anionorodnikiem ponadtlenko-
wym tworzy ortochinon dopaminowy [240]. Anionorodnik ponadtlenkowy reagujac
z dopaming, przyczynia sie do dalszego zahamowania uwalniania jonéw zelaza z kom-
pleksu biatkowego. Po zaprzestaniu perfuzji MPP* zachodzi nadal uwalnianie GSH,
przypuszczalnie z komoérek glejowych, i wydaje sie, ze reakcja ta ma stuzy¢ odnowie-
niu neuronalnej puli GSH [163], Neurony nie moga jednak bezposrednio pobiera¢
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Ryc. 8. Proponowany mechanizm wewnatrzneuronalnej oksydacji dopaminy (DA) w obecnosci
cysteiny (Cys), prowadzacy do powstania endotoksyn, ktére nieodwracalnie hamujg kompleks
| mitochondrialny
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zewnatrzkomorkowego GSH (p. podrozdziat 5.2.5.4). Dlatego peptyd ten musi naj-
pierw ulec enzymatycznej hydrolizie (y-GT i dipeptydaza) do skfadowych aminokwa-
s6w, pobieranych nastepnie przez neurony i zuzywanych do ponownej syntezy GSH.
Niski, opdzniony w czasie wzrost zewnatrzkomérkowego stezenia cysteiny, jak row-
niez masowe uwalnianie glicyny i glutaminianu [241] wydajg si¢ potwierdza¢ istnienie
tych reakcji. Po zaprzestaniu perfuzji MPP*, synteza ATP utrzymywana jest nadal na
niskim poziomie, mimo iz pewne ostre efekty dziatania tej toksyny sg w znacznym
stopniu zniwelowane. Receptory NMDA pozbawione bloku magnezowego sg nadal
silnie aktywowane przez wystepujacy w wysokim stezeniu glutaminian. Aktywacja ta
prowadzi nadal do powstawania anionorodnika ponadtlenkowego, ktéry przeprowadza
dalszg oksydacje dopaminy w neuronie. Wychwytowi zwrotnemu dopaminy towarzy-
szy naptyw cysteiny do neuronu. Powstaty w reakcji utleniania dopaminy ortochinon
dopaminowy reaguje z cysteina, tworzac 5-cysteinylodopamine (5-S-Cys-DA) [240],
A zatem cysteina zamiast by¢ wykorzystana do resyntezy GSH, zostaje zuzyta przez
ortochinon dopaminy, co staje sie przyczyng nieodwracalnej utraty GSH w neuronach
dopaminowych i co takze potwierdza fakt braku wzrostu stezenia GSSG. 5-S-Cys-DA
jest nadal utleniana przez anionorodnik ponadtlenkowy do ortochinonu 1 (ortochinon
5-cysteinylodopaminy), z ktérego w wyniku szybkiej przebudowy czasteczki powstaje
nowy produkt cykliczny, bedacy prekursorem zaréwno dihydrobenzotiazyny (DHBT-
-1), jak i zwigzkéw benzotiazynowych (BT-1, BT-2) [242], Uproszczony przebieg tych
reakcji przedstawiony jest na ryc. 8.

W badaniach in vitro wykazano, ze benzotiazyny (BT-1, BT-2) moga by¢ groma-
dzone w mitochondriach [243], gdzie w sposdb nieodwracalny hamujg kompleks
1 mitochondrialny [244]. Trwale zahamowanie tego kompleksu jest czynnikiem decy-
dujacym o degeneracji neuronéw dopaminowych w substancji czarnej.
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