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TOLERANCJA MOZGU NA NIEDOKRWIENIE

BRAIN TOLERANCE TO ISCHEMIA

Joanna PERA
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Streszczenie: Mozliwo$¢ wyindukowania w mozgu tolerancji na niedokrwienie pod wptywem réznych
bodzcow przyciaga uwage wielu badaczy. Perspektywa uczynienia mézgu, nawet przejsciowo, bardziej
opornym na zmniejszony przepltyw krwi wydaje si¢ by¢ atrakcyjna z uwagi na jej potencjalne zastoso-
wanie kliniczne. Mechanizmy molekularne hartowania zostaty, jak dotad, poznane jedynie fragmenta-
rycznie. Praca niniejsza jest przegladem dotychczasowej wiedzy o czynnikach zaangazowanych w in-
dukcjg tolerancji na niedokrwienie.

Stowa kluczowe: mdzg, hartowanie, tolerancja.

Summary: The possibility to induce tolerance to brain ischemia by different stimuli draws attention of
many researchers. The perspective to make the brain, even transiently, more resistant to reduced blood
flow seems to be very attractive considering its potentially clinical application. Molecular mechanisms
of preconditioning are known only fragmentary, so far. The present work summarizes the current know-
ledge about factors involved in the induction of brain ischemic tolerance.
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Dziatajac na mézg czynnikami potencjalnie szkodliwymi, ale o niewielkim, nieusz-
kadzajacym nat¢zeniu, mozna wyindukowac stan tolerancji na znacznie silniejsze bodzce,
w tym rowniez na niedokrwienie. Ta mozliwos¢ hartowania (ang. preconditioning)
dotyczy nie tylko uktadu nerwowego. Jej obecnos¢ zostata potwierdzona w wielu
ro6znych tkankach, m.in. w mig$niu sercowym [25, 77], mig$niach szkieletowych [113],
uktadzie pokarmowym [58, 72], nerkach [131], siatkowce [131].

W uktadzie nerwowym indukcja tolerancji na niedokrwienie zostata po raz pierwszy
opisana w 1990 r. W modelu niedokrwienia przodomdzgowia u myszoskoczkow
stwierdzono, ze uszkodzenie, mierzone liczba martwych komorek piramidowych w polu
CAL hipokampa, bylo znacznie mniejsze (nawet 0 90%), jesli 5S-minutowe zamknigcie
tetnic szyjnych wspolnych poprzedzono na 24 godziny dwoma 2-minutowymi epizodami
niedokrwienia. Oznaczato to, ze pod wplywem krotkotrwalego niedokrwienia doszto
do rozwoju tolerancji mozgu na kolejne, znacznie dluzsze [54]. W nastgpnych badaniach
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stwierdzono, ze tego rodzaju oporno$¢ na niedokrwienie mozna wyindukowac takze w
innych obszarach mozgu (korze, wzgdrzu, jadrach podstawy) [53], rdzeniu krggowym
[111]1uroznych gatunkow zwierzat [54, 111, 116, 120]. Zjawisko to mozna ponadto
obserwowac w roznych modelach eksperymentalnych zaréwno in vitro [13, 99], jak i
in vivo [116, 120]. W przypadku hartowania przez niedokrwienie stwierdzono tez, ze
epizod hartujacy nie musi by¢ wykonany w ten sam sposéb, co kolejny epizod
dtugotrwatego niedokrwienia. To znaczy, ze jesli do hartowania wykorzysta sig
niedokrwienie globalne mozgu, to efekt ochronny jest widoczny zarowno wtedy, gdy
kolejny epizod niedokrwienia jest wywotany ta sama metoda [54], jak 1 wtedy, gdy
zastosuje si¢ model niedokrwienia ogniskowego [69]. Analogicznie, wywotujac wstepnie
niedokrwienie ogniskowe mozgu, neuroprotekcje obserwuje si¢ i po pozniejszym
niedokrwieniu ogniskowym [5, 16], 1 po globalnym [31]. Istotne jest jednak, ze tolerancja
rozwija si¢ tylko w obszarze poddanym dziataniu bodzca hartujacego, gdyz przejsciowe
niedokrwienie w zakresie jednej z t¢tnic sSrodkowych moézgu nie chroni potkuli kontra-
lateralne;j [5, 66].

Z klinicznego punktu widzenia interesujace jest istnienie tolerancji krzyzowej (ang.
cross-tolerance), czyli mozliwo$¢ wywolania tolerancji na inny czynnik niz bodziec
hartujacy. Pozwala to mie¢ nadzieje na terapeutyczne zastosowanie hartowania, na
przyktad u os6b o wysokim ryzyku zachorowania na udar mézgu, przed zabiegami
neurochirurgicznymi, czy kardiochirurgicznymi. Szczegoélnie, ze byly juz pierwsze proby
kliniczne praktycznego wykorzystania hartowania serca [25] 1 watroby [58].

Szereg czynnikow fizycznych i chemicznych moze wywota¢ tolerancj¢ mozgu na
niedokrwienie. Udowodniono to w odniesieniu do m.in. hipoksji/anoks;ji (prawdopodobnie
przez obnizenie ci$nienia parcjalnego tlenu w tkance) [6, 29, 101], hipertermii [17, 55],
hipotermii [86, 87], urazu mechanicznego [95], spreading depression [57, 70], napadow
drgawkowych wywotanych podaniem kwasu kainowego [7, 8] badz bikukuliny [112],
kwasu 3-nitropropionowego (3-NP, nieodwracalnego inhibitora dehydrogenazy burszty-
nianowej, enzymu tancucha oddechowego) [80, 107, 123, 142], glutaminianu [83, 114],
2-deoksyglukozy (niemetabolizowalnego analogu glukozy) [149], lipopolisacharydu
(LPS) [126] lub jego pochodnej (DPL, ang. diphosphoryl lipid A [129]),
wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych [8, 9], niektorych antybiotykow
(erytromycyny, kanamycyny, ampicyliny) [38], czy wreszcie wziewnych §rodkow
znieczulajacych, jak na przyktad izofluran [43, 153].

CZAS TRWANIA HARTOWANIA

Wiadomo, ze obecnos¢ tolerancji jest zjawiskiem przejsciowym, rozwijajacym si¢
po uptywie pewnego czasu. Zarowno okres jej trwania, jak i dlugo$¢ latencji moga by¢
rozne w réoznych modelach doswiadczalnych. Zasadniczo wyroznia sig¢ dwie formy
hartowania: wczesna (klasyczna) i op6zniona.

Okno czasowe dla hartowania wczesnego zaczyna si¢ kilka minut od zadziatania
czynnika hartujacego i trwa do kilku (2-6) godzin [80, 95, 96]. Ta forma najpraw-
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dopodobniej nie zalezy od syntezy biatek, a raczej od ich modyfikacji posttranslacyjnych
[52, 138]. Znaczaca role wydaje si¢ odgrywac adenozyna i jej receptor Al oraz kanaty
potasowe zalezne od ATP [21]. Wyniki dotychczas przeprowadzonych badan in vivo,
dotyczace tej metody indukcji tolerancji, nie sa jednoznaczne. Niedokrwienie
przodomozgowia u szczura, wywolane 30 minut po hartowaniu, powodowato wprawdzie
mniejszy ubytek liczby neuronéw w polu CA1 hipokampa oceniany po 3 dniach, w
porownaniu ze zwierzg¢tami niehartowanymi, ale po uptywie 7 dni ten efekt neuro-
protekcyjny niemal catkowicie zanikat [96]. Z kolei, w modelu ogniskowego niedokrwienia
moézgu u myszy, wykonanie hartowania w podobnym odstepie czasowym powodowato,
ze wielko$¢ zawatu oceniana po 24 godzinach byta mniejsza u zwierzat hartowanych, ale
brak jest danych, czy to ochronne dziatanie utrzymywato si¢ rowniez w p6zniejszym
czasie [120]. Natomiast 30-minutowe zamknigcie t. sSrodkowej mozgu u szczura na godzing
przed jej ponownym, 3-godzinnym zamknigciem, skutkowato zmniejszeniem zawatu,
rowniez po 7 dniach od niedokrwienia [79].

Znacznie lepiej udokumentowane jest korzystne dziatanie hartowania opdznionego
w uktadzie nerwowym. Zostato ono potwierdzone w licznych modelach in vitro i in
vivo [52, 138]. Pojawia si¢ w 12—72 godziny od zadziatania czynnika hartujacego i
trwa do kilku- czy kilkunastu dni [5, 18, 47, 83]. Ta forma indukcji tolerancji zalezy od
syntezy bialek — podanie cykloheksimidu (inhibitora translacji) znosi ochronne dziatanie
tej postaci hartowania [5, 11, 142].

MECHANIZMY INDUKCJI TOLERANCIJI
NA NIEDOKRWIENIE

Molekularne mechanizmy lezace u podstaw tolerancji na niedokrwienie nie zostaty
jeszcze zbyt dobrze poznane. Czynnikow odgrywajacych role w indukcji tolerancji na
niedokrwienie wymienianych jest wiele. Dla tatwiejszego opisu zjawiska Weih 1 wsp.
zaproponowali wyrdznienie 3 faz hartowania: indukcji, transdukeji i tolerancji, analogicznie
do sposobu opisywania przekaznictwa komorkowego [138]. Pamigtac jednak nalezy, ze
granice podziatu sa plynne i te same czasteczki, czy tez mechanizmy, moga pojawiac si¢
na roznych etapach rozwoju tolerancji [21, 25]. Ponizej prezentowane sa te czynniki,
ktoérych udziat w hartowaniu wydaje si¢ — przy obecnym stanie wiedzy — pewny.

Glutaminian i jego receptory

Antagonisci receptora NMDA zaréwno kompetytywni (LY202157), jak i niekom-
petytywni (MK-801) znosza ochronne dziatanie hartowania [10, 26, 48]. W jednym
tylko badaniu podanie nieckompetytywnego antagonisty — memantyny — wzmacniato
nawet, cho¢ w niewielkim stopniu, hartujace dziatanie 3-NP [26]. Na temat receptora
AMPA dane sg bardziej niejednoznaczne. Zar6wno wzrost ekspresji podjednostki GluR2
[3, 56], jak i jej spadek [119] byt obserwowany w neuronach hipokampa poddanych
hartowaniu. W hodowli neuronow korowych stwierdzono ponadto, ze w stanie tolerancji
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stezenie zewnatrzkomorkowego glutaminianu byto nizsze niz przy braku hartowania i
jednoczesnie indukowana byta ekspresja jego transporteréw EAAT2 oraz EAAT3 [108].
Natomiast po spreading depression obserwowano spadek ekspresji transporteréw
EAAT1 1 EAAT2 [23].

Jony wapniowe

Mimo naptywu jonow do komorki, zwigzanego z aktywacja receptorow NMDA,
stezenie wewnatrzkomorkowe Ca*" jest nizsze po hartowaniu przez niedokrwienie [117].
Wiazane jest to m.in. z szybszym mitochondrialnym obrotem tymi jonami i wigksza
aktywnoscia Ca?*-ATPazy [116].

Jony cynkowe

Stezenie wewnatrzkomorkowe jonow Zn*", ktorym przypisywane jest dziatanie neuro-
toksyczne [61], bylo nizsze po deprywacji glukozy i tlenu, jezeli wcze$niej zostata
wyindukowana tolerancja w skrawkach hipokampa [74].

Adenozyna 1 jej receptory

Antagonisci receptora Al blokuja neuroprotekeyjny efekt hartowania w roznych
modelach niedokrwienia [36, 79, 94], natomiast agonisci tego receptora wywieraja dziatanie
ochronne [36, 94]. Ponadto po epizodzie hartowania przez niedokrwienie w modelu
globalnego niedokrwienia mézgu oraz po podaniu 3-NP, odnotowano wzrost ekspres;ji
oraz powinowactwa receptorow Al [132, 154, 155]. Proponowane mechanizmy
neuroprotekcyjnego dziatania przez A1 to, m.in.: zmniejszanie syntezy cAMP, zmniejszanie
naptywu do komoérek Ca?* przez kanaty typu N, hamowanie uwalniania glutaminianu i
asparaginianu, aktywacja K, 1 zwigkszanie naptywu K" [155]. Znaczenie receptorow
A2 w procesie indukcji tolerancji jest mniej pewne. Po krotkotrwatym niedokrwieniu

stwierdzono wzrost ekspresji receptorow A2b na komorkach astrogleju [155].

Receptory opioidowe

W doswiadczeniach na skrawkach mo6zdzku podanie morfiny chronito przed
pozniejsza deprywacja glukozy i tlenu. Ten neuroprotekcyjny efekt zanikat przy
podawaniu nieselektywnych antagonistow opioidowych, nieselektywnych antagonistow
receptoréw O oraz selektywnych antagonistow receptorow 01. Uzycie selektywnych
antagonistow receptorow 02 nie wptywalo na rozwoj tolerancji [63].

Kanaty potasowe zalezne od ATP (K, )

Farmakologiczne otwarcie K, , ma dziatanie ochronne [35, 64, 104], natomiast
inhibitory tych kanalow (w tym glibenklamid stosowany w leczeniu cukrzycy typu 2)
znosza ten efekt [37].
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Wolne rodniki tlenowe

Podanie antyutleniaczy (witamina E, Cu/Zn SOD, dimetylomocznik) zapobiega
wystapieniu tolerancji [76, 103, 152]. Ponadto, po hartowaniu niedokrwiennym
odnotowywano wzrost aktywnos$ci dysmutazy nadtlenkowej [46, 128], cho¢ po
wywotaniu fali depolaryzacji poziom ekspresji mRNA kodujacego Mn SOD oraz Cu/
Zn SOD nie zmieniat si¢ [143].

Tlenek azotu (NO)

Wyzszy poziom NO byl obserwowany po spreading depression [143]. Zahamo-
wanie syntazy tlenku azotu ogranicza, a podanie donorow NO nasladuje efekt neuro-
protekcyjny [15, 32, 33]. U myszy transgenicznych pozbawionych genu dla neuronalne;j
albo srodblonkowej izoformy syntazy tlenku azotu (nNOS, eNOS) nie udalo si¢
wyindukowa¢ tolerancji na niedokrwienie moézgu [4]. Natomiast ekspresja NOS po
hartowaniu moze zaleze¢ od rodzaju zastosowanego bodzca: po krotkotrwatym
niedokrwieniu odnotowano wzrost biatka eNOS [33], za$ po podaniu 3-NP poziom
mRNA eNOS, nNOS oraz iNOS nie ulegat zmianie [133].

Kinazy biatkowe

Opisywano zmiany aktywnosci kinaz biatek: CaMKII (ang. calcium/calmoduline
kinase II) [115], ERK (ang. extracellular signal-regulated kinase) [32, 40, 116],
PKCa,d,e (ang. protein kinase C) [59, 102], Akt/PKB (ang. protein kinase B) [141,
1471, p38 [85] po indukgji tolerancji. W doswiadczeniach prowadzonych na hodowli
neurondéw stwierdzono m.in., ze aktywacja Ras jest warunkiem koniecznym i
wystarczajacym do rozwoju tolerancji na deprywacjg glukozy i tlenu [32].

Czynniki transkrypcyjne

Po hartowaniu obserwowano wzrost ekspresji genéw: c-fos, c-jun, zif268, junB i
junD oraz kodowanych przez nie biatek [2, 5, 35, 57, 140]. Opisano takze wzrost
aktywnos$ci po epizodzie hartujacym: AP-1 (ang. activator protein-1) [42, 148],
NF-kB (ang. nuclear factor-kB) [8], CREB (ang. cyclic AMP responsive element
binding protein) [78], HIF-1 (ang. hypoxia inducible factor-1) [6, 41, 109]. W
przypadku tego ostatniego stwierdzono takze podwyzszona ekspresje (mRNA i biatko)
niektorych genow kontrolowanych przez HIF-1: transportera glukozy GLUT-1, aldolazy,
fosfofruktokinazy i dehydrogenazy mleczanowej [41].

Czynniki zwiazane z translacja

Po niedokrwieniu globalnym, jako epizodzie hartujacym, obserwowano zaréwno
zmniejszenie fosforylacji podjednostki o elF2 oraz PERK (ang. protein kinase-like ER
elF2a kinase) przy jednoczesnym wzroscie ekspresji biatka opiekunczego GRP78 [34],
jak 1 brak zmian w stopniu ufosforylowania elF2a, ale za to zwigkszona fosforylacje
innego czynnika inicjujacego: elF4E oraz biatka wiazacego ten czynnik (eI[F4E-BP) [27].
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Przesunigcie rownowagi w kierunku czynnikow antyapoptotycznych

Stwierdzano wzrost ekspresji bcl-2 na poziomie mRNA 1 biatka po zadziataniu
czynnikiem hartujacym zwykle z towarzyszacym spadkiem ekspresji bax [82, 118,
134]. Z kolei podanie oligodezoksynukleotyddéw antysensowych dla bcl-2 blokowato
tolerancje¢ [118]. Na temat roli kaspaz, wyniki dotychczasowych badan sa niejedno-
znaczne. Aktywacja kaspazy 3 wydaje si¢ by¢ warunkiem koniecznym dla rozwoju
tolerancji po hartowaniu niedokrwiennym badz chemicznym [28, 73]. Jednocze$nie w
modelu niedokrwienia globalnego nie stwierdzono rdéznicy w poziomie ekspresji bialek
kaspazy 3 19, przy czym po hartowaniu szybciej malata aktywnos¢ kaspazy 3 oraz
zahamowana byla indukcja CAD (ang. caspase-activated DNase, jeden z efektorow
kaspazy 3) w jadrach neuronow i fragmentacja DNA [125]. Inni badacze odnotowali
po hartujacym niedokrwieniu mniejsza aktywacje kaspazy 3 [100]. Indukcja tolerancji
na niedokrwienie wydaje si¢ uszczelnia¢ btong mitochondrialng — po hartowaniu
obserwowano znaczne obnizenie cytozolowego poziomu cytochromu ¢ oraz Smac/
DIABLO (ang. second mitochondria-derived activator of caspases/direct inhibi-
tor-of-apoptosis protein (IAP)-binding protein with low pH) [125, 150]. Nie stwier-
dzono natomiast, by rozwdj tolerancji zmieniat poziom biatek XIAP i cIAP (ang. X
chromosome-linked & cellular inhibitor-of-apoptosis protein) [125]. Po
niedokrwieniu wywotanym w stanie tolerancji obserwowano ponadto spadek ekspres;ji
mRNA kodujacego p53 [127].

Aktywacja mechanizméw naprawczych

Po hartowaniu przez niedokrwienie przodomo6zgowia u szczura stwierdzono wyrazny
wzrost poziomu biatka Ku 70 uczestniczacego w naprawie peknie¢ podwdjnej nici
DNA, podczas gdy w modelu ogniskowym, po samym tylko dlugotrwatym niedokrwieniu
obserwowano spadek jego poziomu poprzedzajacy fragmentacje DNA [122].

Biatka szoku cieplnego

Wielu badaczy podkresla Scisty zwiazek czasowy i przestrzenny pomigdzy zwigkszona
ekspresja bialek szoku cieplnego (gtéwnie HSP70, HSP27, HSP110/105), a nabywaniem
tolerancji przez mozg [16, 18, 55, 73, 130, 144]. Dodatkowo, podanie przeciwciat
skierowanych przeciw HSP70 znosito efekt hartowania [81]. Jednocze$nie jednak, w
wielu pracach nie wykazano, by rozwdj tolerancji korelowal z aktywacja tej grupy
biatek [1, 18, 34, 57, 125], co moze sugerowac, ze ich ekspresja jest raczej wskaznikiem
stresu, na ktory zostaty narazone komorki [99].

Erytropoetyna

Podanie egzogennej substancji dziatato in vitro neuroprotekcyjnie, natomiast jej zablokowanie
swoistymi przeciwcialami lub rozpuszczalng forma jej receptora znosito efekt hartowania
[19, 98, 110]. Stwierdzono takze wzrost ekspresji mRNA erytropoetyny po hartowaniu in
vitro (przez deprywacjg tlenu i glukozy) [110] oraz in vivo (przez hipoksje) [98]. W obu tych
modelach czynnikiem indukujacym ekspresjg erytropoetyny byt HIF-1.
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Cytokiny

IL-1[ (interleukina 1-£)

Po krotkotrwatym niedokrwieniu globalnym u myszoskoczkow [89] i ogniskowym u
szczuréw [135] oraz po spreading depression [39] obserwowano wyrazny wzrost
mRNA i biatka IL-1[3, cho¢ nizszy niz po dlugotrwalym zamknieciu t. sSrodkowej mozgu.
Takze po niedokrwieniu ogniskowym poprzedzonym bodzcem hartujacym w postaci
krotkotrwatego niedokrwienia lub 3-NP wzrost mRNA IL-1[3 byl nizszy niz u zwierzat
niechartowanych [92]. Natomiast podanie IL-1Ra (antagonisty receptora 1L-1[3)
zapobiegato rozwojowi tolerancji [89].

TNF-a (czynnik martwicy nowotworow, ang. tumor necrosis _factor-Q)

Podobnie jak w przypadku IL-1[3, zwiekszona ekspresje na poziomie mRNA i biatka
odnotowano po hartowaniu niedokrwiennym [14, 136] i po spreading depression [39].
Poziom mRNA TNF-a byt wyzszy takze po niedokrwieniu ogniskowym poprzedzonym
hartowaniem przez niedokrwienie lub podanie 3-NP [92]. Zablokowanie TNF-a za
pomoca przeciwcial monoklonalnych lub zahamowanie aktywnosci TACE (ang.
TNF-a converting enzyme — enzymu przeksztatcajacego prekursorowy TNF-0 w
czasteczke aktywna) hamowato indukcj¢ tolerancji [14]. Z kolei podanie egzogennego
TNF-a dziatalo jak czynnik hartujacy in vitro [12, 30, 65] i in vivo [84].

Czynniki troficzne

Po 2-minutowym niedokrwieniu przodomo6zgowia u szczura obserwowano wzrost
poziomu mRNA NGF (czynnik wzrostu nerwow, ang. nerve growth factor) i BDNF
(mézgowo-pochodny czynnik neurotroficzny, ang. brain-derived neurotrophic factor)
po uplywie 0,5 do 6 godzin od operacji [130]. Takze po fali depolaryzacji wywotanej
nadtwardowkowym podaniem KCI stwierdzano trwajaca do 12 godzin indukcje mRNA
dla NGF, BDNF, FGF-2 (czynnik wzrostu fibroblastow, ang. fibroblast growth factor)
[44, 50, 71] oraz wzrost poziomu biatka BDNF utrzymujacy si¢ do 12 dni [50, 146],
za$ po podaniu 3-NP poziom NGF w skrawkach hipokampa [107]. Z kolei po
niedokrwieniu globalnym poprzedzonym bodzcem hartujacym w postaci: krotkotrwatego
niedokrwienia albo farmakologicznego otwarcia K, albo podania agonisty receptora
adenozynowego A1, poziom ekspresji mRNA NGF i BDNF byt znacznie nizszy niz u
zwierzat niehartowanych [35]. Natomiast w modelu niedokrwienia ogniskowego, po
12 godzinach poziom mRNA BDNF i CNTF (rzg¢skowy czynnik neurotroficzny, ang.
ciliary neurotrophic factor) w grupach hartowanych przez niedokrwienie i 3-NP byt
podobny do grupy niehartowanej 1 wyzszy niz w grupie kontrolnej, zas$ po 24 godzinach
poziom mRNA NGF (ale nie CNTF i BDNF) u zwierzat hartowanych przez nie-
dokrwienie byl nizszy niz u zwierzat niehartowanych [93].
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EFEKTY INDUKCJI TOLERANCJI

Zmiany w ekspresji genow po dtugotrwatym niedokrwieniu

W poréwnaniu z obszernym piSmiennictwem dotyczacym zmian w ekspresji gendw
po niedokrwieniu mozgu, czy tez z rosnaca liczba danych o wptywie samego hartowania
na translacje/transkrypcje gendw [20, 51, 94, 105], stosunkowo niewiele wiadomo o
tym, jak stan tolerancji wptywa na ekspresj¢ genow po pdzniejszym dlugotrwatym
niedokrwieniu. Stenzel-Poore i wsp.[121] porownujac przy uzyciu mikromacierzy,
zmiany poziomu mRNA u myszy:

1) tylko hartowanych przez niedokrwienie,

i1) tylko poddanych ogniskowemu niedokrwieniu mézgu oraz

iii) poddanych ogniskowemu niedokrwieniu mézgu po uprzednim hartowaniu,
stwierdzili, ze bodziec hartujacy przeprogramowywuje, przynajmniej na poziomie
transkrypcji, odpowiedz komdrkowa na pdzniejsze niedokrwienie. O ile po samym
bodzcu hartujacym rosta ekspresja genéw zaangazowanych w metabolizm i regulacje
cyklu komorkowego, a w drugiej grupie — genéow koordynujacych reakcje immuno-
logiczne, o tyle po niedokrwieniu wywotanym po wezesniejszym hartowaniu dominowata
supresja gendw uczestniczacych w regulacji metabolizmu, transportu i cyklu komor-
kowego.

Zmnigjszenie uszkodzenia spowodowanego przez niedokrwienie —
obraz histologiczny

Z definicji, po niedokrwieniu mozgu poddanego uprzednio hartowaniu, obserwowane
uszkodzenie tkanki jest znacznie mniejsze niz w mozgu nichartowanym. W zaleznos$ci
od zastosowanego modelu doswiadczalnego stwierdzano zmniejszenie wielkosci zawatu
albo mniejsze uszkodzenie hipokampa — odpowiednio po niedokrwieniu: ogniskowym
(przejsciowym badz trwalym) albo globalnym wywotanym zamknigciem 2 lub 4 tgtnic
domozgowych [przegl. 138]. Rowniez obrzgk mozgu, oceniany 24 godziny po trwatym
zamknigciu t. Srodkowej mdzgu u szczura, byt znacznie mniejszy u zwierzat hartowanych
15-minutowym niedokrwieniem. Podobnie, po hartowaniu, bariera krew-moézg byta
lepiej zachowana [66] oraz stwierdzano mniejsze uszkodzenie naczyn mikrokrazenia
mozgowego [67].

Wigkszy nawet efekt ochronny, w obrazie histologicznym, odnotowano u zwierzat
starszych niz u mtodych [22, 24]. Obserwacja ta wydaje si¢ o tyle istotna, ze zapadalno$¢
na udar moézgu u ludzi wzrasta z wiekiem [124].

Zmiana aktywnosci komorek glejowych

Aktywacja astrocytow towarzyszy uszkodzeniom moézgu spowodowanym réznymi
czynnikami uszkadzajacymi: mechanicznymi, neurotoksycznymi czy niedokrwieniem
[przegl. 62, 106]. Jest widoczna takze po hartowaniu [18, 45, 71, 92, 140]. Jak si¢
przypuszcza, moze dziata¢ neuroprotekcyjnie poprzez: ochrong bariery krew-moézg;
poprawe rownowagi wodno-jonowej; zwigkszenie zdolnos$ci do inaktywacji ekscyto-
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toksycznego dzialania kwasu glutaminowego dzigki m.in. wigkszej zdolnosci wychwy-tywania
glutaminianu 1 wzrostowi aktywnosci syntetazy glutaminowej (tworzy nieto-ksyczna
glutaming z kwasu glutaminowego); zwigkszenie ekspresji ochronnych i naprawczych
czynnikow neurotroficznych, ktore zwickszaja przezywalnos¢ neuronow, utatwiaja
synaptogenezg, aktywuja neurogeneze; wzrost aktywnosci antyoksydacyjnej [18, 62].

Indukcja rozrostu i przerostu astrogleju moze wiazac sig tez z plastycznoscia mozgu
i przebudowa (ang. remodeling) obecnymi po udarze [5].

W krétkim czasie po niedokrwieniu mozgu dochodzi rowniez do aktywacji mikrogleju,
ktory odgrywa kluczowa role w rozwijajacej si¢ reakcji zapalnej [przegl. 49]. Po
hartowaniu, w modelu globalnego niedokrwienia, obserwowano zmniejszenie aktywacji
komorek mikrogleju [24, 41], a w modelu ogniskowego niedokrwienia gestos¢ mikrogleju
byta podobna u zwierzat hartowanych i niepoddanych hartowaniu [92]. Sugeruje to
zahamowanie, przynajmniej czgsciowe, jego cytotoksycznego dziatania.

Wplyw na moézgowy przeptyw krwi
Nie stwierdzono, by hartowanie przez niedokrwienie, czy przez podanie 3-NP
zmienialo w sposdb znaczacy mozgowy przeplyw krwi. W szczegdlnosci nie odnotowano
zwigkszenia regionalnego przeptywu krwi [35, 16, 66, 69, 80, 146]. Rowniez po spreading
depression, w wigkszoS$ci prac nie obserwowano zmiany przeptywu krwi ani globalnego,
ani regionalnego [70, 145]. Tylko w jednym badaniu opisano wyrazne obnizenie (o ok.
70%) podstawowego mozgowego przeptywu krwi [91].

Aktywno$¢ 1 migracja leukocytéw wielojadrzastych

Rozwoj zapalenia wywotanego niedokrwieniem mézgu prowadzi m.in. do aktywacji
leukocytow krwi obwodowej i ich akumulacji w obszarze uszkodzenia. Pierwsze neutrofile
pojawiaja si¢ juz po kilku godzinach. W wielu pracach udowodniono, ze naciekajace
komorki wielojadrzaste nasilaja uszkodzenie spowodowane niedokrwieniem [68, 97].

W nielicznych pracach dotyczacych hartowania moézgu, w ktorych oceniano zacho-
wanie si¢ leukocytow, odnotowano mniejsza niz w niedokrwieniu niepoprzedzonym
hartowaniem migracj¢ tych komorek [5] oraz mniejszy ich naptyw do mézgu [5, 129].
Rowniez odpowiedz zapalna zwiazana z naciekiem komorek wielojadrzastych byta
stabiej wyrazona [129].

Sprawno$¢ zwierzat

W modelach ogniskowego niedokrwienia u szczura stwierdzano nawet catkowity
brak niedowtadu tapy tylnej i znacznie mniejszy niedowtad przedniej, jesli wezesniej
zastosowano hartowanie [5]. Poprawe sprawnosci motorycznej odnotowano takze w
globalnym niedokrwieniu poprzedzonym indukcja tolerancji [60].

Na temat wptywu hartowania na zachowanie i uczenie si¢ zwierzat, dotychczasowe
wyniki badan sg rozbiezne. Na przyktad Ohno i Watanabe [88] stwierdzili, ze zdolnos¢
uczenia si¢ zwierzat nie ulega zmianie w poréwnaniu z grupa niepoddana niedokrwieniu
w ogole [88]. Inna grupa badaczy obserwowata w poczatkowym okresie pogorszenie,
anastepnie poprawe ,,czynnosci wyzszych” myszoskoczkow [22]. Natomiast niektorzy
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autorzy podkreslaja istnienie rozbiezno$ci pomigdzy obrazem histologicznym a zacho-
waniem si¢ zwierzat — w teScie otwartego pola (open-field test) wyniki uzyskane
przez myszoskoczki, po samym tylko hartowaniu, byty gorsze niz w grupie kontrolne;j
mimo braku nieprawidtowo$ci w obrazie histologicznym [24]. Przyczyna tak réznych
obserwacji moga by¢ trudnosci w doborze technik pozwalajacych na oceng funkcji
poznawczych badanych zwierzat.

Nie wiadomo, czy kiedykolwiek indukcja tolerancji na niedokrwienie bgdzie miata
zastosowanie kliniczne. Z dotychczasowych badan nad chorymi na udar niedokrwienny
mozgu wynika, ze ci, u ktorych przejsciowy atak niedokrwienny (objawy ubytkowe
trwaja mniej niz 24 godziny) poprzedzal wystapienie zawatu mozgu, mieli znaczaco
lepsze rokowanie i mniejsze deficyty neurologiczne w poréwnaniu z osobami, ktore nie
przebyty wezesniej tego krotkotrwalego epizodu [75, 137, 139]. Jest to powszechnie
przyjmowane za dowdd na mozliwo$¢ wywotania tolerancji na niedokrwienie w mézgu
cztowieka. By¢ moze wigc poznanie mechanizmow hartowania pozwoli na jego
wprowadzenie do kliniki.
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