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Wstęp 

1. Wstęp 

1.1. Asfiksja jako najczęstsza przyczyna okołoporodowego 
uszkodzenia mózgu 

W okresie okołoporodowym, od początku porodu do 6-7 dnia życia, układ 

nerwowy noworodka narażony jest przede wszystkim na trzy typy czynni­

ków uszkadzających: niedotlenienie, uraz mechaniczny i zakażenie. Daw­

niej, gdy wiedza, umiejętności i opieka medyczna były niedostateczne, 

uszkodzenia urazowe oraz zakażenia ośrodkowego układu nerwowego 

(OUN) były częstsze. Obecnie, w krajach cywilizowanych takie przypadki 

są coraz mniej liczne (Mossakowski i wsp. 1981). W dalszym ciągu jed­

nak współczesna medycyna nie jest w stanie poradzić sobie ze skutkami, 

które niesie ze sobą niedotlenienie mózgu. Okołoporodowe stany niedotle-

nieniowo-niedokrwienne (asfiksja okołoporodowa, zamartwica), a także 

krwotoki oponowo-mózgowe, które często są następstwem niedotlenienia, 

uważane są za najczęstszą przyczynę zgonów u płodów i noworodków 

(tosiowski 1 990). Obecnie asfiksję okołoporodową stwierdza się u 2-4 na 

1000 żywo urodzonych, donoszonych noworodków (Loidl i wsp. 1998, 

Younkin 1992). Przebyta asfiksja okołoporodowa w cięższych przypad­

kach może prowadzić do zgonu noworodka, lub też być przyczyną uszko­

dzenia mózgu, objawiającego się przewlekłymi ułomnościami neurologicz­

nymi, które stwierdza się u 25% dzieci przeżywających epizody hipoksyj-

no-ischemiczne, (Volpe 1987, Younkin 1992). Należą do nich mózgowe 

porażenie dziecięce (Michałowicz 1993), padaczka, zespoły pseudo-

opuszkowe i pozapiramidowe, a także niedowłady kurczowe (Bona 1997). 

1.2. Endogenne mechanizmy neuroprotekcyjne, a patofizjolo­
gia i obraz kliniczny niedotlenieniowych uszkodzeń mó-
zgu u noworodków 

Poród, mimo iż jest procesem fizjologicznym, jest silnym stresem zarówno 

dla matki jak i dla płodu. W skrajnych przypadkach może stanowić zagro­

żenie dla zdrowia, bądź też dla życia obojga. Organizm płodu w okresie 

porodu wyposażony jest w liczne mechanizmy, chroniące go przed nieko­

rzystnymi skutkami niedotlenieniowych komplikacji okołoporodowych, któ­

re w pewnym stopniu są zjawiskiem fizjologicznym w przebiegu porodu. 

Najważniejszym przystosowaniem płodu do fizjologicznej hipoksji w trak­
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cie porodu jest synteza hemoglobiny płodowej, która wykazuje podwyż­

szone powinowactwo do tlenu. Ponadto u płodów obserwuje się zjawisko 

intensywnego wytwarzania erytrocytów (policytemia). Zjawiska te umożli­

wiają zwiększenie zapasów tlenu i stwarzają możliwości, które utraciły or­

ganizmy dorosłe, do korzystania z tych zapasów w czasie hipoksji rozwi­

jającej się w trakcie porodu, powodując, że mózgi noworodków są bardziej 

odporne na hipoksję niż mózgi dorosłych (Cherubini i wsp. 1 989, Haddat 

i Donelly 1990, Nyakas i wsp. 1996). Podtrzymywaniu krążenia sprzyja 

także wysoki poziom glikogenu w mięśniu sercowym (Mossakowski i wsp. 

1 981). Inną ważną cechą adaptacyjną noworodków jest obniżenie tempa 

matabolizmu (hipometabolizm). Zużycie glukozy w mózgu w warunkach 

normoksyjnych u noworodków jest dziesięć razy niższe niż u dorosłych 

szczurów (Vanucci i wsp. 1989). Mózgi noworodków wykazują także wy­

soką zdolność pokrywania potrzeb energetycznych przez glikolizę (Duffy 

i Vanucci 1977, Nyakas i wsp. 1996). U szczurów beztlenowa glikoliza 

w znacznym stopniu pokrywa zapotrzebowanie energetyczne mózgu jesz­

c z e  w  1 0  d n i u  ż y c i a ,  a l e  p r o c e s u  t e g o  n i e  o b s e r w u j e  s i ę  j u ż  w  1 4 - 2 1  

dniu życia (Bomont i wsp. 1992). Przewaga procesów oddychania beztle­

nowego u noworodków powoduje w mózgu akumulację ciał ketonowych 

oraz innych metabolitów, które w większym stopniu występują u noworod­

ków niż u dorosłych (Dahlquist i Persson 1976, Nyakas i wsp. 1996). 

Związki te są łatwo metabolizowane przez rozwijające się neurony, a na­

stępnie transportowane przez niedojrzałą jeszcze barierę krew-mózg (Do-

mbrowski i wsp. 1989). Uważa się, że prekondycjonują one mózg nowo­

rodka przyczyniając się do wzrostu tolerancji na hipoksję-ischemię, obni­

żając pH nieco poniżej poziomu obserwowanego u dorosłych. Ponadto 

w warunkach niedoboru tlenu lub/i substancji odżywczych dochodzi do 

dalszego obniżenia tempa metabolizmu, co prowadzi do odwracalnego za­

hamowania procesów anabolicznych (Mortola 1999). Innym rodzajem od­

powiedzi na hipoksję w ramach obniżenia tempa metabolizmu jest spadek 

temperatury ciała. Powszechnie znane jest zjawisko większej tolerancji 

ludzkich noworodków na obniżenie ciepłoty ich ciała w porównaniu z tole­

rancją występującą u organizmów dorosłych. Obecnie uważa się, że spa­

dek temperatury ciała obserwowany podczas hipoksji jest procesem regu­

lowanym przez substancje endogenne. Sugeruje się, że substancją induku­

jącą obniżenie poziomu temperatury jest adenozyna (Sweeney 1997). 

Wykazano, że w warunkach deficytu tlenowego poziom adenozyny może 

wzrosnąć stukrotnie (Sabała 1997). 

Kiedy mechanizmy kompensacyjne, chroniące mózg w okresie porodu są 

niewystarczające, na skutek niedokrwienia i niedotlenienia mózgu docho­
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dzi do nieodwracalnych zmian w ośrodkowym układzie nerwowym. Przy­

czyny uszkodzenia mózgu u noworodka są bardzo różne. Ze „strony mat­

ki" do najistotniejszych zalicza się: upośledzoną dyfuzję tlenu przez łoży­

sko w wyniku zmniejszenia się jego powierzchni czynnej, zawały łożysko­

we, upośledzenie drożności naczyń doprowadzających, zaburzona dyso-

cjacja tlenu u matki np. na skutek zatrucia ciążowego. Ze „strony płodu" 

mogą to być zaburzenia wymiany gazowej, niewykształcony układ odde­

chowy w przypadku noworodków urodzonych przedwcześnie, jak również 

sama specyfika porodu u ludzi. Czynnikiem komplikującym akcję porodo­

wą u człowieka jest specyfika dróg rodnych kobiety, wynikająca z przysto­

sowania do pionowego sposobu poruszania się, a także bardzo duży sto­

sunek obwodu głowy do reszty ciała. Utrudnia to przechodzenie głowy 

przez drogi rodne powodując, że czas ekspozycji płodu na skurcze maci­

cy może trwać wiele godzin doprowadzając do długiego sumarycznie 

okresu zaciskania pępowiny i następczego niedotlenienia płodu. 

Obraz kliniczny stanów zamartwiczych u noworodków nie jest dokładnie 

poznany, mimo częstości ich występowania. W końcowym okresie ciąży, 

porodu i u niemowląt okolice o koło ko morowej i podkorowej istoty białej 

półkul mózgu i móżdżku są terenem szczególnie podatnym na uszkodze­

nia. Zawały niedokrwienne występują okołokomorowo, często na poziomie 

czołowym i ciemieniowym. Przedstawiają one obraz ogniskowej martwicy 

skrzepowej ulegającej stopniowemu bliznowaceniu. Zmiany martwicze po­

wstają także często na podłożu obrzękowym w okolicy o koło ko morowej 

a także w okolicach podkomorowych ze względu na zbyt słabe ukrwienie 

tych okolic (Dąmbska 1990). Uszkodzenia istoty białej często prowadzą 

do powstania rozległych jam, które są niewspółmiernie rozległe w stosun­

ku do niewielkiego odczynu reparacyjnego w ich otoczeniu. Okołoporodo­

we niedotlenienie może być przyczyną rozległych uszkodzeń korowych 

prowadzących do zespołu ulegyrii, czyli zmian stwardniająco-zanikowych. 

Rozległe ubytki neuronów w głębi rowków prowadzą do zmian bliznowa­

tych z obfitym rozrostem gleju włóknistego, powodując, że zakręty kory 

stają się wąskie i przybierają na przekroju kształt grzybów z powodu ich 

bliznowatego obkurczenia. Innym zespołem zmian niedokrwiennych są 

ogniskowe martwice w pniu mózgu, rozwijające się na skutek zatrzymania 

krążenia (Dąmbska 1990). 

Znane są różne sposoby oceny stanu klinicznego i rokowania rozwojowe­

go noworodka. Stosowane są przy tym różne skale. Każdy noworodek 

w pierwszych pięciu minutach życia powinien być poddawany ocenie wg 

tzw. skali Apgar. Skala ta wprowadzona w 1 953 roku służy do oceny zdol­
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ności adaptacyjnych nowo narodzonego dziecka. Przy tej ocenie bierze się 

pod uwagę częstość bicia serca, wysiłek oddechowy, odpowiedź na 

umieszczenie cewnika w nosie, napięcie mięśniowe, zabarwienie skóry. 

Uzyskanie przez dziecko najwyższej oceny oznacza, że jest w stanie sa­

modzielnie podjąć wszystkie podstawowe funkcje życiowe, m.in. utrzymać 

właściwą temperaturę ciała i prawidłowo ssać. Skala Apgar nie jest w sta­

nie natomiast ocenić przyszłego zdrowia dziecka, jego rozwoju fizycznego 

i psychicznego (Michałowicz 1986). 

W 1 976 Sarnat opracował skalę przydatną nie tylko do rozpoznawania, ale 

i do prognozy okołoporodowej encefalopatii niedotlenieniowo-niedo-

krwiennej (Łosiowski 1990), mającą znaczenie rokownicze. Skala Sarnata 

uwzględnia występowanie, nasilenie i czas trwania takich objawów jak: róż­

nego stopnia zaburzenia świadomości, zachowanie czynności nerwowo-

-mięśniowych, odruchów prostych i złożonych, funkcji autonomicznych, 

występowanie napadów drgawek oraz czynność bioelektryczną mózgu. 

W tej skali noworodki z objawami nadwrażliwości i nadpobudliwości prze­

żywają i nie wykazują w przyszłości odchyleń w stanie neurologicznym lub 

opóźnień w rozwoju psychoruchowym. Natomiast noworodki z objawami 

obniżonej aktywności i osłupienia (łac. stupor, stan całkowitego lub czę­

ściowego zahamowania wszystkich czynności psychicznych przy ograni­

czeniu i spowolnieniu ruchów) rokują niepewnie, a z objawami śpiączki 

i areaktywności trwającej dłużej niż 7 dni umierają wcześnie lub wykazują 

ciężkie zespoły neurologiczne. Zdaniem niektórych autorów (Łosiowski 

1 990), źle rokują następujące objawy patologiczne okresu noworodkowe­

go: małe wartości w skali Apgar (poniżej 5 w trzeciej lub piątej minucie 

życia), apatia, napady sinicy, bezdechu, drgawki, zaburzenia w napięciu 

mięśniowym. Uważa się, że wówczas ryzyko trwałego uszkodzenia mózgu 

zwiększa się od 10 do 50 razy. 

Volpe (1987) na podstawie obserwacji neuropatologicznych i klinicznych 

przedstawił obraz uszkodzeń O.U.N w stanach niedokrwienno-niedotlenie-

niowych z prognozą ich obrazów klinicznych w okresie noworodkowym 

i późniejszym. 

1. Wybiórcze martwice kory mózgu i móżdżku, wzgórza, tworu siatkowa­

tego, jąder pnia mózgu - w okresie noworodkowym objawiające się jako 

zaburzenia świadomości, drgawki, upośledzenie ruchów gałek ocznych 

i języka oraz procesów ssania i połykania, stają się w przyszłości przyczy­

ną upośledzenia umysłowego, mózgowego porażenia dziecięcego, pa­

daczki i zespołów pseudoopuszkowych. 
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2. Stan marmurkowaty obejmujący jądra podstawne - w okresie noworod­

kowym nie objawia się w sposób jednoznaczny, ale może stać się przyczy­

ną zespołów pozapiramidowych. 

3. Zawały mózgowe powstające na pograniczu rejonów unaczynienia -

charakteryzują się rozsianymi ogniskami martwicy w okolicy przystrzałko-

wej kory i istoty podkorowej półkul mózgowych. W okresie noworodkowym 

objawiają się hipotonią kończyn wyraźniej zaznaczoną w kończynach gór­

nych niż w dolnych i mogą stać się przyczyną swoistych trudności w ucze­

niu się a także niezgrabności ruchowej. 

4. Martwice okołokomorowe rozwijają się w istocie białej - w okresie no­

worodkowym nie dają swoistych objawów (hipotonia i osłabienie kończyn 

dolnych), ale stają się w przyszłości przyczyną obustronnego niedowładu 

kurczowego. 

5. Ogniskowe, lub wieloogniskowe niedokrwienne martwice mózgu cha­

rakteryzują się w okresie noworodkowym zmiennym obrazem klinicznym -

niedowładem połowiczym lub czterokończynowym oraz stereotypową od­

powiedzią odruchową. Objawy te stają się w przyszłości przyczyną mó­

zgowego porażenia dziecięcego, upośledzenia umysłowego, padaczki lub 

bardziej rozległych zaburzeń sprowadzających funkcjonowanie dziecka do 

poziomu „istoty wegetatywnej" 

Niektórzy autorzy (Milichan i wsp. 1968, Myers 1977,1979, Speiser 

1 982) w latach sześćdziesiątych i siedemdziesiątych sugerowali, że odro­

czonym skutkiem przebytych komplikacji niedotlenieniowo-niedokrwien-

nych w okresie okołoporodowym może być występujący w okresie szkol­

nym zespół nadpobudliwości ruchowej i zaburzeń koncentracji uwagi 

(ADHD). Obecnie zespół ADHD wiąże się raczej z występowaniem zabu­

rzonego przekaźnictwa międzypółkulowego w zakresie monoamin mózgo­

wych (Antkowiak i wsp. 1998), jak również z defektem genu kodującego 

transporter dopaminergiczny D4 (Amara 1993, Aspide 1998). Niemniej 

jednak nie wyklucza się całkowicie związku pomiędzy niedotlenieniem mó­

zgu w okresie okołoporodowym a występowaniem zespołu objawów 

ADHD (Kohlert i wsp. 1992, Nyakas i wsp. 1996). 
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1.3. Komórkowe mechanizmy hipoksyjno-ischemicznych 
uszkodzeń mózgu: przegląd hipotez ze szczególnym 
uwzględnieniem roli wapnia 

Powszechnie wiadomo, że mózg jest narządem najbardziej wrażliwym na 

niedokrwienie, co związane jest z jego szczególnie wysokim zapotrzebo­

waniem energetycznym. Jak już wspomniano w poprzednich rozdziałach, 

niedokrwienie mózgu spowodowane trwałym lub okresowym zatrzyma­

niem, lub bardzo znacznym ograniczeniem dopływu krwi do tkanki nerwo­

wej, wywołuje zarówno u organizmów dojrzałych jak i u rozwijających się 

nagłe załamanie metabolizmu i funkcji neuronów. Skutkiem tego mogą być 

ciężkie zaburzenia neurologiczne, często prowadzące do trwałego kalec­

twa. W zależności od czasu trwania niedokrwienia i towarzyszących mu za­

burzeń systemowych, zmiany te mogą się cofnąć całkowicie, ale mogą 

również doprowadzić do śmierci organizmu. Pomiędzy tymi ekstremalnymi 

reakcjami znajduje się cała gama trwałych uszkodzeń strukturalno-funkcjo-

nalnych znanych pod nazwą encefalopatii poniedokrwiennej. Mechanizmy 

występowania tych zmian oraz czynniki determinujące ich rozwój są od lat 

przedmiotem badań neuropatologów, neurobiologów i neonatologów. 

Podstawowe informacje o obrazie neurologicznym niedokrwiennych uszko­

dzeń neuronów były znane już kilkadziesiąt lat temu. Znacznie później roz­

winęły się badania patofizjologiczne i na poziomie komórkowym. W latach 

sześćdziesiątych scharakteryzowano podstawowe zaburzenia energetycz­

ne towarzyszące ischemii: zużycie rezerw energetycznych i rozwijający się 

deficyt związków wysokoenergetycznych oraz rozwój kwasicy metabolicz­

nej (Levy i Duffy 1977, Domańska-Janik i wsp. 1985). Lata siedemdzie­

siąte zaznaczyły się badaniem uszkodzeń struktur błonowych w neuro­

nach. Stwierdzono, że jednym z najwcześniej występujących zaburzeń po 

epizodzie niedokrwiennym jest lipoliza związana z uwalnianiem wolnych 

kwasów tłuszczowych (Ozawa i wsp. 1966, Lazarewicz i wsp. 1972, 

Strosznajder i Domańska-Janik 1980, Domańska-Janik i wsp. 1985). Opi­

sano także peroksydację lipidów (Majewska i wsp. 1978) jak również roz­

przężenie fosforylacji oksydacyjnej i zahamowanie oddychania w mito-

chondriach (Ozawa i wsp. 1966, Lazarewicz i wsp. 1972, Mela 1979), 

zaburzenia homeostazy jonów, w tym wapnia, oraz wody, prowadzące do 

obrzęku komórek mózgu (Hansen i Nordstrom 1979). Pod koniec lat sie­

demdziesiątych pojawiły się też pierwsze sugestie dotyczące możliwości 

kluczowej roli jonów wapnia w mechanizmie niedokrwiennego uszkodze­

nia neuronów (Lazarewicz i wsp. 1978, Lazarewicz 1978,). 
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Lata osiemdziesiąte wraz z poznaniem mechanizmów transdukcji sygnału 

na poziomie między- i subkomórkowym przyniosły także zainteresowanie 

występującymi w niedokrwieniu mózgu zaburzeniami funkcji receptorów, 

przede wszystkim dla pobudzających aminokwasów, a także wtórnych 

przekaźników informacji, zwłaszcza jonów wapnia. Na początku lat osiem­

dziesiątych, szczególnie za sprawą Siesjö (1981), ugruntowała się tzw. 

wapniowa hipoteza ischemicznego uszkodzenia neuronów. Wybrane 

aspekty jej współczesnej wersji zostaną omówione w dalszych częściach 

tego rozdziału. 

Kontynuując omówienie rozwoju koncepcji wapniowej należy przypomnieć, 

że już po kilku latach ogólne zainteresowanie wzbudziła hipoteza, zakła­

dająca że podstawowym mechanizmem uszkodzenia neuronów w wyniku 

niedokrwienia mózgu jest ekscytotoksyczność, czyli patologia komórki ner­

wowej spowodowana nadmiernym lub długotrwałym pobudzeniem recep­

torów dla kwasu glutaminowego (Simon i wsp. 1 984, Rothman i Olney 

1986, Lee i wsp. 1999). Ponieważ w mechanizmie ekscytotoksyczności 

kluczową rolę odgrywa neurotoksyczność wapnia (Choi 1 995, 1 998, Mor-

ley i wsp. 1994), już w połowie lat osiemdziesiątych hipoteza wapniowa 

przestała funkcjonować samodzielnie w odniesieniu do ischemii mózgu 

i została wchłonięta przez hipotezę ekscytotoksyczności. 

Dokładne omówienie hipotezy o udziale ekscytotoksyczności w patogene­

zie uszkodzenia neuronów w ischemii przekracza ramy tej rozprawy. Nale­

ży jednak wspomnieć, że w wyniku udowodnionego w licznych pracach 

wzrostu zewnątrzkomórkowego stężenia kwasu glutaminowego w mózgu 

w czasie i po ischemii (Benveniste i wsp. 1984, Hagberg i wsp. 1985), 

dochodzi do pobudzenia różnorodnych receptorów glutaminianergicznych, 

tak jonotropowych jak i metabotropowych. Z uszkodzeniem komórki ner­

wowej łączone jest nadmierne pobudzenie receptorów związanych czyn­

nościowo z zaburzeniem równowagi jonów wapnia. Dotyczy to wysoce 

przepuszczalnych dla wapnia receptorów NMDA (Siesjö 1988), oraz re­

ceptorów AMPA o zmodyfikowanym składzie podjednostkowym sprzyjają­

cym napływowi wapnia do neuronów (Pellegrini-Giampietro i wsp.1997). 

Ponadto, udział w patogenezie niedokrwiennego uszkodzenia neuronów 

przypisuje się glutaminianergicznym receptorom metabotropowym grupy I, 

sprzężonym z fosfolipazą C i zaangażowanym w mobilizację jonów wap­

nia z kanałów siateczki endoplazmatycznej za pośrednictwem receptorów 

dla trisfosforanu inozytolu (IP3) (Pellegrini-Giampietro i wsp. 1999). Wy­

kazano, że w modelach niedokrwienia ogniskowego mózgu antagoniści re­

ceptorów NMDA mają działanie neuroprotekcyjne i zapobiegają zaburze-
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niom homeostazy wapnia w rejonie tzw. półcienia ischemicznego wokół 

ogniska martwiczego (Albers i wsp. 1992, Hossman 1994). Należy jed­

nak wspomnieć, że wobec braku bezpośredniego neuroprotekcyjnego 

działania antagonistów NMDA w zwierzęcych modelach globalnej ischemii 

mózgu (Buchan 1 990) oraz braku istotnego wpływu tych substancji na 

wywołany przez ischemię napływ wapnia do neuronów w tych modelach 

(Silver i Erecinska 1990, Salinska i Łazarewicz 1996), istotna rola recep­

torów NMDA w napływie wapnia do neuronów w ischemii globalnej bywa 

kwestionowana (Buchan i Pulsinelli, 1990). Wobec tych wątpliwości wokół 

roli receptorów dla kwasu glutaminowego w indukcji uszkodzenia ische­

micznego neuronów, przy utrzymywaniu się poglądu na patogenną rolę 

wapnia, są podstawy dla skupienia uwagi głównie na tym właśnie proble­

mie. 

1.3.1. Fizjologiczna rola wapnia w komórce 

Choć rola wapnia w regulacji przekaźnictwa synaptycznego jest znana od 

dawna, to jednak dopiero w ciągu ostatnich lat nastąpił ogromny postęp 

w poznaniu udziału jonów wapnia w mechanizmach przekazu informacji 

w neuronach, od receptorów dla pobudzających aminokwasów do efekto-

rów wewnątrzkomórkowych. W warunkach fizjologicznych jony wapnia peł­

nią w komórce istotne funkcje. Są one tzw. wtórnymi przekaźnikami, regu­

lującymi wiele szlaków metabolicznych poprzez wiązanie się z enzymami 

lub specyficznymi białkami regulatorowymi, wpływając na procesy fosfory­

lacji i defosforylacji białek efektorowych (Abdel- Latif, 1986). W nie pobu­

dzonej komórce nerwowej, której błona nie jest przepuszczalna dla jonów 

wapnia, utrzymuje się ogromny gradient stężeń jonów wapnia na zewnątrz 

(103 M) i wewnątrz komórki (10"7 M) (Wieloch i Siesjö, 1982). Poziom 

jonów wapnia w zdrowej komórce eukariotycznej jest precyzyjnie regulo­

wany przestrzennie i czasowo, zależnie od jej stanu fizjologicznego. Pod 

wpływem specyficznych czynników aktywujących kanały jonowe, poziom 

wapnia wzrasta w odpowiednich rejonach komórki i powoduję aktywacje 

procesów od nich zależnych. 

W czasie pobudzenia wapń napływa do komórki nerwowej przez kanały jo­

nowe przepuszczalne dla jonów wapnia, kontrolowane przez napięcie bło­

nowe (tzw. kanały napięciowo-zależne) lub regulowane przez neuroprze-

kaźniki (zwłaszcza receptory NMDA należące do grupy glutaminianergicz-

nych receptorów jonotropowych) (Kristian i Siesjö 1996). Poziom jonów 

wapnia w komórce może być także kompensowany przy udziale wewnątrz­

komórkowych magazynów wapniowych. Podstawowym źródłem jonów 
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wapnia uwalnianych do cytosolu jest ich pula nagromadzana w kanałach 

siateczki endoplazmatycznej dzięki aktywności specyficznej ATPazy wap­

niowej (ang. "sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca2+ ATPase" - SERCA) 

(Kostyuk i Verkhratsky, 1 995). Jony wapnia mogą być uwalniane z tych za­

sobów za pośrednictwem wewnątrzkomórkowych kanałów wapniowych 

(receptorów) wrażliwych na IP3 lub na rianodynę (Kristian i Sjesjo, 1996, 

Rosa i wsp.1997). Receptory IP3 stanowią element szlaku transdukcji sy­

gnałów wewnątrz komórki, wiodącego od różnego typu receptorów meta-

botropowych sprzężonych poprzez białka G z fosfolipazą C do mobilizacji 

wapnia wewnątrzkomórkowego. Teoretycznie wewnątrzkomórkowym ma­

gazynem wapnia są mitochondria - podstawowe miejsce syntezy ATP 

w procesie oksydacyjnej fosforylacji. W warunkach fizjologicznych wapń do 

mitochondriów dostaje się w zależnym od energii procesie ułatwionej elek-

toforetycznej dyfuzji zgodnie z gradientem elektrochemicznym i wiąże 

z jonami fosforanowymi oraz grupami polarnymi na wewnętrznej ich po­

wierzchni (Mayer 1989). Mitochodria są głównie buforem mogącym wią­

zać wapń, natomiast jako magazyn wapnia wewnątrzkomórkowego odgry­

wają drugorzędną rolę. Tylko 1-5% jonów wapnia zmagazynowanego 

w mitochondriach jest uwalnianych do cytosolu (Kristian i Siesjö 1996). 

Nadmiar jonów wapnia usuwany jest z komórki aktywnie, przy udziale bło­

nowej ATP-azy wapniowej, lub przez system antyportu z jonami sodu 

(Blaustein 1 974). Ponadto, jak wspomniano powyżej, jony wapnia są po­

bierane przez wewnątrzkomórkowe struktury - mitochondria i błony sia­

teczki endoplazmatycznej. Jony wapnia mogą się też wiązać z różnymi 

białkami oraz lipidami. W warunkach fizjologicznych, nadmiar jonów wap­

niowych we wnętrzu komórki może być buforowany przez białka wiążące 

wapń m.in. kalbindynę D28, kalretyninę i kalmodulinę. Białka te obecne są 

w neuronach. Pełnią one funkcje buforowe lub sygnalne, jednak rola wielu 

z nich nie została dokładnie poznana. Wykazano, że kalbindyna D28 oraz 

kalretynina mogą chronić komórki nerwowe przed apoptozą (Kuźnicki 

i wsp. 1 995, Guo i wsp. 1 998), kalmodulina zaś pełni szereg funkcji regu­

lacyjnych w komórce (patrz poniżej). 

Jony wapnia kontrolują szereg podstawowych szlaków metabolicznych 

w komórce nerwowej. Należą do nich enzymy kataboliczne rozkładające 

białka i lipidy Grupą enzymów proteolitycznych zależnych od jonów wap­

nia są kalpainy. Stanowią one rodzinę białek cytoplazmatycznych po­

wszechnie występujących w komórkach zwierząt. Kalpainy są to zależne 

od wapnia proteazy cysteinowe zdolne do ograniczonej proteolizy specy­

ficznych białek substratowych w fizjologicznym zakresie pH. Dotychczas 
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opisano dwie izoformy kalpain różniące się wymaganiami odnośnie stężeń 

jonów wapnia niezbędnych do ich aktywacji (Croall i deMartino 1991). 

Kalpainy są dość dobrze poznane pod względem budowy i właściwości ka­

talitycznych (Zalewska i wsp. 1 996), jednak ich rola w komórce nie jest do 

końca wyjaśniona. Wapń jest także znanym aktywatorem fosfolipaz. Wzma­

ga aktywność fosfolipazy C, która hydrolizuje fosfatydyloinozytol uwalnia­

jąc diacyloglicerol oraz 1,4,5-trisfosforan inozytolu (IP3), a także fosfolipa­

zy A2, która hydrolizuje fosfolipidy uwalniając z nich kwasy tłuszczowe, 

głównie kwas arachidonowy. Ten ostatni jest prekursorem wielu substancji 

sygnałowych m.in. tromboksanów i leukotrienów (Kennedy 1989). 

Ważną funkcją wapnia w wewnątrzkomórkowym przekazie informacji jest 

regulacja po-translacyjnej modyfikacji białek. Szczególną rolę odgrywają tu 

fosforylacje białek. Istotne znaczenie w OUN odgrywa kinaza białkowa 

C (PKC). Jak już wspomniano, jest ona aktywowana przez jony wapnia oraz 

diacyloglicerol (DAG), powstający w wyniku katalizowanej przez fosfolipa-

zę C hydrolizy fosfolipidów inozytol owych. Reakcja ta jest powszechnym 

mechanizmem przekazywania sygnału z różnych receptorów błonowych 

do wnętrza komórek. Kinaza białkowa C przekazuje sygnały poprzez fos-

forylację białek substratowych np. białka MARCKS (Albert i wsp. 1 987, 

Kennedy 1 989). W neuronach kinazy białkowe C mogą regulować aktyw­

ność kanałów jonowych przez ich fosforylacje (Kennedy, 1989). Zidenty­

fikowano szereg kinaz białkowych zależnych od wapnia i kalmoduliny 

(CaM kinaz). CaM kinaza II zlokalizowana jest głównie postsynaptycznie 

i uważana za podstawowy zależny od wapnia enzym, odpowiedzialny za 

regulacje plastyczności synaptycznej. Wapń pośrednio reguluje także ak­

tywność kinazy białkowej zależnej od cyklicznego AMP (PKA), odgrywają­

cej ważną rolę w plastyczności synaptycznej poprzez aktywację cyklazy 

adenylanowej wrażliwej na wapń i kalmodulinę. Z kolei za defosforylację 

białek odpowiada m. in. kalcyneuryna, fosfataza białkowa aktywowana 

przez wapń i kalmodulinę (Gosh i Greenberg 1 995). Inną grupą enzymów 

zależnych od wapnia są transglutaminazy tkankowe, katalizujące reakcje 

sieciowania białek w czasie apoptozy (Furukawa i wsp. 1998). Ich działa­

nie polega na ograniczaniu lizy neuronów w czasie niedokrwienia dzięki 

hamowaniu uwalniania glutaminianu. 

Poprzez wpływ na stan białek i lipidów błonowych, jony wapnia mogą mo­

dyfikować funkcje wewnątrzkomórkowych organelli. Modyfikują także funk­

cjonowanie cytoszkieletu wiążąc się bezpośrednio z niektórymi białkami 

lub wpływając na poziom ich fosforylacji i polimeryzacji (Mattson i wsp. 

1995). Wzrost poziomu jonów wapnia aktywuje proteazy, które hydrolizu-
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ją białka cytoszkieletu oraz białka łączące cytoszkielet z błonami. Zmiany 

w organizacji cytoszkieletu przyczyniają się do zmian aktywności białek 

błonowych: kanałów jonowych i receptorów. 

Szczególną rolę w neuronach OUN odgrywa regulacja przez jony wapnia 

ekspresji genów. Wzrost stężenia jonów wapnia w cytosolu może aktywo­

wać szlaki sygnalne regulujące m.in. stopień ufosforylowania czynników 

transkrypcyjnych, odpowiedzialnych za ekspresję różnych genów (Ghosh 

i Greenberg 1995). Ta funkcja wapnia wydaje się być podstawą długo 

utrzymujących się zmian aktywności neuronów np. w długotrwałym 

wzmocnieniu synaptycznym i w komórkowych mechanizmach pamięci. 

Transmisja sygnału wapniowego do jądra komórkowego może zachodzić 

dzięki bezpośredniej propagacji fali podwyższonego stężenia wapnia do 

jądra i aktywacji odpowiednich kinaz (jądrowych izoform CaM kinazy II 

i CaM kinazy IV), przez wnikające do jądra cytosolowe aktywowane kina­

zy, albo drogą pośrednią poprzez aktywowane przez Ca2+ w cytosolu prze­

kaźniki informacji. Poznano liczne geny, które mogą być regulowane przez 

zmiany stężenia wewnątrzkomórkowego wapnia. Należą do nich geny 

wczesnej odpowiedzi, z których wiele pełni funkcję czynników transkryp­

cyjnych, oraz geny efektorowe, regulowane za pośrednictwem czynników 

transkrypcyjnych. Zależnie od drogi wniknięcia wapnia do neuronów, ule­

gają aktywacji różne szlaki przekazu sygnałów i zmienia się ekspresja róż­

nych genów (Gosh i Greenberg 1995). 

1.3.2. Rola wapnia w wywołanym przez niedokrwienie uszkodzeniu neu- \ 
ronów mózgu 

Wraz z poznaniem specyfiki homeostazy jonów wapnia w komórkach i ich 

funkcji, wykazano także ich cytotoksyczne działanie. Jony wapnia są me­

diatorami i regulatorami wielu podstawowych funkcji komórek, w tym pro­

cesów adaptacyjnych neuronów (Clapham 1995, Gosh i Greenberg 

1 995). Dlatego też było prawdopodobne, że indukowane przez wapń me­

chanizmy uszkodzenia neuronów są związane z zależnymi od wapnia pro­

cesami transdukcji sygnału. Ponieważ te procesy leżą u podstaw neuro-

przekaźnictwa zachodzącego za pośrednictwem receptorów dla pobudza­

jących aminokwasów, badania nad tymi zagadnieniami walnie przyczyniły 

się do rozwoju hipotezy ekscytotoksycznego uszkodzenia neuronów. Nie 

ulega wątpliwości, że mamy tu do czynienia ze skomplikowanymi i powią­

zanymi ze sobą wzajemnie mechanizmami zależnych od wapnia fosforyla­

cji i defosforylacji białek, aktywacji fosfolipaz i proteaz, uszkodzeń struktu­

ry i funkcji błon, w tym dysfunkcji mitochondriów i indukcji stresu oksyda­

cyjnego. Efektem jest uruchomienie nekrotycznych lub apoptotycznych 

mechanizmów śmierci neuronów. 
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Jednym z następstw ostrej ekscytotoksyczności i wzrostu wewnątrzkomór­

kowego stężenia wapnia jest aktywacja fosfolipaz i uwalnianie produktów 

hydrolizy fosfolipidów, zwłaszcza kwasu arachidonowego. Jest to proces 

angażujący kilka mechanizmów enzymatycznych, zwłaszcza fosfolipazy 

A2, C i D. Fosfolipaza A2 może być aktywowana przez jony Ca2+ wnikają­

ce do neuronów przez receptory NMDA (tazarewicz i wsp. 1 988). Do ak­

tywacji fosfolipazy C, pośrednio zaangażowanej w uwalnianie kwasu ara­

chidonowego, dochodzi m. in. w wyniku pobudzenia receptorów mGluR 

z grupy I sprzężonych z tym enzymem przez białko G (Pałucha i Pile 

2000), lub w wyniku niespecyficznej aktywacji przez wapń w wysokich 

stężęniach. W efekcie procesy te doprowadzają do długotrwałego podwyż­

szenia stężenia wolnego kwasu arachidonowego w neuronach. Kwas ara-

chidonowy jest prekursorem różnych związków wykazujących aktywność 

neuromodulacyjną, takich jak eikozanoidy: prostaglandyny i leukotrieny. 

W przebiegu tlenowych przemian kwasu arachidonowego, katalizowanych 

przez cyklooksygenazę i lipooksygenazę, dochodzi do produkcji wolnych 

rodników wskutek peroksydacji kwasów tłuszczowych (Chan 1998). Poza 

tym mechanizmem zidentyfikowano szereg innych, indukowanych przez 

wapń procesów wzmagających stres oksydacyjny. Należy do nich przede 

wszystkim aktywacja oksydazy ksantynowej, aktywacja syntazy tlenku azo­

tu oraz indukcja dysfunkcji mitochondriów, będących niezwykle bogatym 

źródłem rodników tlenowych. 

Wolne rodniki tlenowe są ubocznym produktem wielu reakcji red-ox zacho­

dzących w mózgu. Ze względu na efekty biologiczne najważniejszymi pro­

duktami redukcji tlenu są: anionorodnik ponadtlenkowy (02~), nadtlenek 

wodoru (H202), rodnik hydroksylowy (OH*). Szkodliwość wolnych rodni­

ków wynika z ich wysokiej reaktywności, co sprawia, że wchodzą one w re­

akcje z lipidami, białkami i kwasami nukleinowymi. Wolne rodniki mogą ge­

nerować łańcuchowe reakcje peroksydacji lipidów, w których czynnikiem 

uruchamiającym jest wytwarzanie anionorodników ponadtlenkowych a na­

stępnie rodników hydroksylowych. Peroksydacja lipidów błonowych może 

zaburzać strukturę i funkcję błon biologicznych, zwłaszcza mitochondriów, 

retikulum endoplazmatycznego i błony plazmatycznej neuronów, doprowa­

dzając do śmierci komórki (Chan 1998, Olanow 1993). Dobrym wskaźni­

kiem indukcji tego procesu w tkance jest wzrost poziomu aldehydu malo-

nylowego. Wykazano, że poziom aldehydu malonylowego wzrasta w wyni­

ku niedokrwiennego uszkodzenia tkanki mózgowej zarówno w modelach in 

vivo jak i in vitro (Siesjó i Bengtsson. 1989). Oddziaływanie wolnych rod­

ników na strukturę i funkcję białek może zachodzić pośrednio, poprzez mo­
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dyfikację aktywności białek błonowych oraz wpływając na zmianę płynno­

ści błon plazmatycznych, lub bezpośrednio, modyfikując ich strukturę. 

Szczególnie wysokie ryzyko rozwoju uszkodzeń wolnorodnikowych w mó-<^—-

zgu wynika m. in. z najwyższego w organizmie zapotrzebowania na tlen, 

którego znaczący procent przekształca się w wolne rodniki, z dużej zawar­

tości w mózgu metali przejściowych, zwłaszcza żelaza, oraz z wysokiej za­

wartości nienasyconych kwasów tłuszczowych będących substratami dla 

powstawania rodników lipidowych. Wykazano, że reakcje utleniania wolno-

rodnikowego zachodzą gwałtownie po przywróceniu krążenia. Postulowa­

ny jest również udział wolnych rodników w wywołanym niedokrwieniem 

opóźnionym uszkodzeniu neuronów (Pahlmark i wsp. 1993). Dalszym ar­

gumentem przemawiającym za rolą wolnych rodników, szczególnie w ogni­

skowym niedokrwieniu mózgu, jest neuroprotekcyjne działanie przeciwu-

tleniaczy (Martz i wsp. 1989). Zastosowanie zmiataczy wolnych rodników 

nawet w kilka godzin po zapoczątkowaniu zmian poniedokrwiennych mo­

że ograniczać ich wielkość (Zhao i wsp. 1994). 

Ważnym związkiem, którego produkcja jest uzależniona od jonów wapnia 

i którego działanie patogenne jest częściowo związane ze stresem oksy­

dacyjnym, jest tlenek azotu (NO). NO uczestniczy zarówno w transdukcjL. 

sygnału w receptorach glutaminianergicznych, jak i w mechanizmie ekscy-

totoksyczności (Dawson i wsp. 1993). Jest on powszechnie syntetyzowa­

ny w cytoplazmie tkanek ssaków z L-argininy i tlenu cząsteczkowego, a re­

akcja ta jest katalizowana przez syntazę tlenku azotu (ang. nitric oxide syn­

thase - NOS). Tlenek azotu jest gazem i może swobodnie dyfundować do 

sąsiednich komórek, dzięki czemu pełni on funkcję zwrotnego transsynap-

tycznego przekaźnika informacji (Dalkara i Moskowitz, 1997). W mózgu 

występują trzy izoformy NOS. Formy konstytutywne, aktywowane przez 

kompleks Ca2+/kalmodulina, to NOS neuronalna (nNOS) oraz endotelialna 

(eNOS). Ważną fizjologiczną funkcją NO produkowanego w neuronach za 

pośrednictwem nNOS jest udział w transsynaptycznej regulacji neurotran-

smisji chemicznej. Funkcją NO wytwarzanego w śródbłonku naczyń mó­

zgowych przez eNOS jest regulacja krążenia mózgowego. Indukowana izo-

forma NOS (iNOS) występująca w mikrogleju i astrocytach, w komórkach 

śródbłonka i mięśniówki naczyń, a także w neuronach, odgrywa rolę w pro­

cesach zapalnych. Kluczową rolę w mechanizmach zwyrodnienia neuro­

nów przypisuje się nNOS i iNOS, podczas gdy rola eNOS polega na roz­

szerzaniu naczyń i zwiększaniu ukrwienia neuronów (Strosznajder i Chali-

moniuk 2001, Szutowicz 2001). NO utworzony w wyniku nadmiernej sty­

mulacji nNOS wydaje się być głównym elementem ostrej ekscytotoksycz-

ności. 

25 
http://rcin.org.pl



Mechanizmy neurotoksycznego działania NO mogą być złożone. Przypisu­

je mu się m. in. pobudzenie uwalniania glutaminianu z zakończeń synap­

tycznych i tym samym wzmożenie mechanizmów ekscytotoksyczności pro­

wadzących do uszkodzenia i śmierci neuronów Tlenek azotu jest bardzo 

reaktywnym rodnikiem. Za szczególnie ważną uważa się reakcję rodnika 

tlenku azotu z anionorodnikiem ponadtlenkowym z wytworzeniem anionu 

nadtlenoazotowego, który z kolei może wchodzić w liczne reakcje, oddzia­

ływać z zawartą w białkach tyrozyną i utleniać grupy tiolowe. Skutkiem te­

go może być między innymi inaktywacja transportera glutaminianu, prowa­

dząca do zaostrzenia ekscytotoksyczności. Nadtlenoazotan jest uważany 

za induktora apoptozy w wielu komórkach (Dawson i wsp. 1993). Tlenek 

azotu uszkadza strukturę łańcucha DNA, co indukuje procesy naprawcze 

z udziałem polimerazy poli-ADP-rybozy (PARP). Proces ADP-rybozylacji 

jest bardzo energochłonny i jego nadmierna aktywacja prowadzi do wy­

czerpania zapasów NAD+ i ATP, a w efekcie do deenergizacji i śmierci ko­

mórek (Strosznajder 2001). Innym celem uszkadzającego działania NO 

mogą być mitochondria. Zahamowanie przez NO aktywności dehydrogena­

zy aldehydu 3-fosfo-glicerynowego i akonitazy oraz kompleksu I i II w mi-

tochondrialnym łańcuchu transportu elektronów mogą doprowadzić do de­

energizacji, uprzepuszczalnienia mitochondriów i do indukcji zarówno ne­

krotycznej jak i apoptotycznej śmierci neuronów. W patologii niedokrwien­

nej mózgu in vivo tlenkowi azotu przypisuje się także rolę neuroprotekcyj-

ną, poprzez wspomniany powyżej jego relaksujący wpływ na naczynia 

krwionośne oraz zapobieganie agregacji płytek krwi (Faraci 1992). 

Neurotransmisja pobudzająca zachodząca za pośrednictwem receptorów 

NMDA i AMPA/KAjest kontrolowana poprzez procesy desensytyzacji, fos­

fory lacji/defosforylacj i i inaktywacji zależnej od wapnia (Chan 1998), a ich 

zaburzenia mogą pogłębiać ekscytotoksyczność. Można wyróżnić kilka 

szlaków fosforylacji/defosforylacji, których aktywacja może prowadzić do 

śmierci komórki. Są to szlaki: kinaz białkowych II i IV zależnych od kalmo-

duliny; cyklaz adenylowych zależnych od jonów wapnia, kinaz białkowych 

C, oraz kalcyneuryny (fosfatazy zależnej od jonów wapnia). 

Powszechnie wiadomo, że czynnikiem inicjującym uszkodzenie neuronów, 

aktywnym także w mechanizmach ekscytotoksyczności, jest spadek ener­

gii i zaburzenia funkcji mitochondriów (Ankarcrona i wsp.1995). Deficyt 

energii i spadek produkcji ATP w mitochondriach upośledza prawidłowe 

działanie pomp jonowych. Poza dysfunkcją całej komórki nerwowej jest to 

element indukujący dalsze uszkodzenie mitochondriów. Niedawno pozna­

no mechanizm zjawiska określanego jako uprzepuszczalnienie mitochon-
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driów (ang. mitochondrial permeability transition - MPT) (Ankarcrona 

i wsp. 1995, Berridge i wsp. 1998). Wykazano, że czynniki takie jak nad­

mierny wzrost stężenia Ca2+ w macierzy mitochondriów, ich deenergizacja, 

stres oksydacyjny, indukują formowanie w błonach mitochondrialnych me-

gakanałów, porów białkowych przepuszczalnych dla cząsteczek o masie 

do 1,5 kD. Tworzą się one z białek pełniących tam normalnie inne funkcje. 

Efektem tego zjawiska jest nie tylko zahamowanie syntezy ATR ale także 

uwolnienie z mitochondriów różnych substancji, w tym jonów Ca2+ oraz 

białek. Z mitochondriów uwalniają się cytochrom c i inne czynniki proapop-

totyczne, aktywujące kaskadę kaspaz. Ten mechanizm, przebiegając ostro 

w warunkach deenergizacji komórek, prowadzi do śmierci nekrotycznej 

neuronów. Jeśli zachodzi on powoli, tylko w części mitochondriów komór­

ki i przy utrzymaniu prawidłowej gospodarki energetycznej całej komórki, 

staje się mechanizmem wiodącym ku apoptozie (Kuźnicki i Puzianowska-

-Kuźnicka 1998). 

Szeroko dyskutowaną kwestią jest udział apoptozy i nekrozy w obumiera-, 

niu neuronów w wyniku ischemii lub schorzeń neurodegeneracyjnych. Do 

niedawna sądzono, że na skutek niedokrwienia komórki nerwowe umiera­

ją na drodze nekrozy. Śmierć nekrotyczna komórek ma szybki przebieg, 

wiąże się z całkowitym rozpadem komórki i wylaniem jej zawartości na ze­

wnątrz. Obecnie pogląd ten podtrzymywany jest przez niewielu autorów, 

natomiast zyskuje uznanie pojęcie tzw. continuum nekrotyczno - apopto-

tycznego, w którym występują z różnym nasileniem zarówno nekroza jak 

i apoptoza. W ostrym, nadmiernym pobudzeniu GluR, przebiegającym 

w warunkach zaburzeń energetycznych (np. w udarze mózgu), może do­

minować mechanizm nekrotyczny, choć jednocześnie mogą być urucha­

miane mitochondrialne mechanizmy indukcji apoptozy. Natomiast w prze­

biegu powolnej ekscytotoksyczności, której skutkiem są różne choroby 

neurodegeneracyjne, może dojść do uruchamiania pełnego szlaku apopto-

tycznego z aktywacją kaspaz i fragmentacją DNA (Kamińska 2000). 

1.3.3. Mechanizmy wywołanego przez ischemię wzrostu stężenia jonów 
wapnia w neuronach 

Omawiając patogenną rolę wapnia w uszkodzeniu neuronów mózgu 

w ischemii nie sposób pominąć kwestii mechanizmu napływu wapnia do 

neuronów w patologii hipoksyjno-ischemicznej mózgu. W dotychczaso­

wych badaniach, prowadzonych przy użyciu różnych modeli niedokrwienia 

mózgu oraz w badaniach in vitro, zwracano uwagę głównie na patogenne 

znaczenie napływu wapnia do neuronów z przestrzeni zewnątrzkomórko-

wej za pośrednictwem napięciowo-zależnych kanałów wapniowych lub re­
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ceptorów jonotropowych dla pobudzających aminokwasów, zwłaszcza re­

ceptorów NMDA. Jak wykazano, w mózgu zwierząt dorosłych poddanych 

niedokrwieniu dochodzi do szybkiego obniżenia zewnątrzkomórkowego 

stężenia jonów wapnia, co świadczy o napływie wapnia do neuronów. 

Sporna jest natura kanałów jonowych odpowiedzialnych za przemieszcze­

nie jonów wapnia do neuronów w niedokrwieniu mózgu (tazarewicz, 

1 996). O ile rola receptorów NMDA w tym zjawisku w obszarze półcienia 

ischemicznego wydaje się być bardzo istotna (Albers i wsp. 1992, Hos-

sman 1 994) wykazano, że MK-801, bloker kanału NMDA, tylko w począt­

kowym okresie ischemii globalnej mózgu u dorosłych zwierząt nieznacznie 

spowalnia napływ wapnia do neuronów (Silver i Erecinska 1 990, Salinska 

i tazarewicz 1 996). Trzeba też pamiętać, że kanał receptora AMPA o kon­

figuracjach podjednostkowych normalnie występujących w neuronach mó­

zgu nie jest przepuszczalny dla wapnia. Istnieją jednak doniesienia, że blo-

kery zarówno receptorów NMDA jak i AMPA wykazują działanie neuropro-

tekcyjne w modelach ischemii ogniskowej i globalnej (Dietrich i wsp. 

1995, McCulloch 1992). W niektórych badaniach inhibitory receptorów 

NMDA działały neuroprotekcyjnie zarówno w modelach ogniskowej jak 

i całkowitej ischemii, gdy były podawane przed epizodem niedotlenienio-

wym u gryzoni, podczas gdy antagoniści receptorów AMPA wykazywały 

działanie neuroprotekcyjne także, gdy lek był podawany po epizodzie hi-

poksyjno-ischemicznym (Nellgard i Wieloch, 1992, Xue i wsp. 1994). 

Większość badaczy uważa jednak, że neuroprotekcyjne działanie MK-801 

i NBQX w ischemii globalnej należy wiązać z długotrwałą hipotermią po-

ischemiczną, rozwijającą się u zwierząt leczonych tymi inhibitorami (Die­

trich i wsp. 1995). 

Jeszcze bardziej kontrowersyjna jest sprawa udziału wapnia w patogene­

zie uszkodzeń mózgu w asfiksji okołoporodowej. Wykazano, że antagoni­

sta receptorów NMDA, MK-801, nie ma wpływu na zmiany zewnątrzko­

mórkowego stężenia wapnia w mózgu noworodków szczurzych w przebie­

gu asfiksji terminalnej (Puka-Sundvall i wsp. 1994), choć w hipoksji-ische-

mii indukowanej u 7-dniowych szczurów zablokowanie receptorów NMDA 

daje znaczną neuroprotekcję (Hagberg i wsp. 1994). 

Gilland i Hagberg (1997) wykazali, że u siedmiodniowych szczurów pod­

danych hipoksji-ischemii podanie MK-801 zmniejszyło znamiennie stopień 

uszkodzenia mózgu, przy czym zaobserwowali oni także hipotermię po-

ischemiczną. Ponieważ w grupie zwierząt leczonych MK-801 i poddanych 

ogrzewaniu dla uniknięcia hipotermii także zaobserwowano zredukowanie 
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wielkości lezji wywołanej hipoksją-ischemią, brak jest podstaw do odrzu­

cenia bezpośredniego neuroprotekcyjnego działania MK-801. Zdaniem cy­

towanych autorów hipotermia indukowana przez MK-801 nie wynikała 

z bezpośredniego oddziaływania leku na ośrodek termoregulacyjny, lecz 

ze zmian w zachowaniu zwierząt, nieakceptowanych i nieogrzewanych 

przez biologiczną matkę. 

Wykazano, że w niektórych okolicach mózgu nadmierne pobudzenie re­

ceptorów NMDA może dodatkowo prowadzić do mobilizacji wapnia we­

wnątrzkomórkowego przez receptory rianodynowe (Kostyuk i Verkhratsky, 

1 995, tazarewicz i wsp. 1 998; Rosa i wsp. 1 997). Są one zlokalizowane 

w błonach siateczki endoplazmatycznej bądź sarkoplazmatycznej i ulega­

ją aktywacji przez podwyższone stężenia jonów wapnia. Biorą one udział 

w zjawisku określanym jako indukowany przez napływający z zewnątrz 

wapń wyrzut wapnia wewnątrzkomórkowego (calcium - induced calcium j 
release, CICR). Receptory rianodynowe są molekularnym elementem regu­

lacyjnym połączeń czynnościowych pomiędzy wewnątrzkomórkowymi 

a zewnątrzkomórkowymi pulami jonów wapnia. W mięśniach szkieletowych 

i w sercu niektórych zwierząt istnieje czynnościowe sprzężenie receptorów 

rianodynowych z napięciowo-zależnymi kanałami wapniowymi typu L (Ka-

pelko i wsp. 1994). W mózgu wykazano także sprzężenie czynnościowe 

kanałów rianodynowych z receptorami NMDA (Simpson i wsp. 1995, ta­

zarewicz i wsp. 1998). Wydaje się, że poznanie mechanizmów prowadzą­

cych do patologicznego wzrostu stężenia jonów wapnia w neuronach mó­

zgu w wyniku ischemii, w tym mobilizacji wapnia z puli rianodynowej, mo­

że mieć nie tylko znaczenie poznawcze, ale także praktyczne, wskazując 

na odpowiedni cel interwencji terapeutycznych. Dotąd nie ma skuteczne­

go leku o bezpośrednim działaniu neuroprotekcyjnym, który by znalazł za­

stosowanie kliniczne w patologii niedokrwiennej mózgu zarówno u doro­

słych jak i u noworodków. 

1.4. Receptory rianodynowe jako cel neuroprotekcji farmako­
logicznej: potencjalna rola dantrolenu 

Lei i wsp. (1992) wykazali w badaniach przeprowadzonych na kulturach 

neuronów, że zahamowanie receptora NMDA zapobiega uszkodzeniom 

neuronów, a przy tym nie tylko obniża napływ wapnia do neuronów, ale 

i mobilizację wapnia wewnątrzkomórkowego za pośrednictwem recepto­

rów rianodynowych. Dane te mogą sugerować, że wapń odpowiedzialny 

za uszkodzenie neuronów w asfiksji okołoporodowej może pochodzić 
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głównie z zasobów wewnątrzkomórkowych, choć w jego mobilizacji 

uczestniczą receptory NMDA. To by tłumaczyło obserwowany przez Pukę-

-Sundvall i wsp. (1994) brak wpływu MK-801 na zmiany stężenia wapnia 

zewnątrzkomórkowego w anoksji terminalnej, przy równoczesnym neuro-

protekcyjnym działaniu tego inhibitora związku. 

Jak już wcześniej wspomniano, istotną rolę w generacji patologicznego sy­

gnału wapniowego, przyczyniającego się do pogłębiania uszkodzenia mó­

zgu, mogą odgrywać receptory rianodynowe (Kostyuk i Verkhratsky 1 995, 

Ogawa 1994). Zablokowanie uwalnianych tą drogą wewnątrzkomórko­

wych zasobów wapnia może stać się potencjalnym celem w terapii pato­

logii niedokrwiennej mózgu. Białka te są tetramerami o funkcjach kanału 

dla przepływu jonów wapnia. Wykazano, że strukturalnymi składowymi 

białka jest duża część hydrofilowa i mała część hydrofobowa (C-koniec) 

penetrująca błonę. Receptor rianodynowy tworzy kanał wrażliwy na Ca2+, 

nukleotyd adeninowy cADP-rybozę i rianodynę. Rianodyna - alkaloid po­

chodzenia roślinnego, charakteryzuje się dużym powinowactwem do re­

ceptorów rianodynowych i zależnie od stężenia powoduje zwiększone 

uwalnianie wapnia z siateczki śródplazmatycznej lub trwałe zablokowanie 

kanałów. Masa cząsteczkowa monomeru receptora rianodynowego jest 

oceniana na około 560 kDa. Dotychczas zidentyfikowano trzy geny kodu­

jące receptory rianodynowe: ryr 1, ryr2, ryr3, których ekspresja odpowiada 

występowaniu co najmniej trzech izoform tego receptora: RYR1, charakte­

rystycznej dla mięsni szkieletowych, RYR2, występującej w mięśniu serco­

wym a także w mózgu (w zakręcie zębatym, sektorze CA1 hipokampa 

i w korze), oraz RYR3, zwanej "mózgową", choć obficiej spotykana jest 

w innych tkankach, zwłaszcza w mięśniach gładkich. 

Gen kodujący ryr 1 zlokalizowany jest w obrębie regionu 13.1-13.2 chro­

mosomu 1 9q. Mutacje w obrębie tego genu odpowiedzialne są za wystą­

pienie hipertermii złośliwej. Schorzenie to jest od zarania anestezjologii 

niewątpliwą przyczyną powstawania powikłań i wzrostu śmiertelności 

związanej ze znieczuleniem ogólnym (Gerald i Gronert, 1 980, Halsall i Elis 

1988). Hipertermia złośliwa przejawia się wywoływanym przez różne 

czynniki, najczęściej przez narkozę, nagłym, niekontrolowanym uwalnia­

niem przez kanały rianodynowe wewnątrzkomórkowego wapnia w mię­

śniach szkieletowych, co prowadzi do spastycznego skurczu mięśni oraz 

nieprawidłowego, wzmożonego metabolizmu (Ward i wsp. 1986, Simpson 

i wsp. 1 995, Ehrlich i Kaftan 1 994). Objawy te są znoszone przez dantro-

len, jedyny lek blokujący kanały rianodynowe, stosowany klinicznie od 

1974 roku w leczeniu i zapobieganiu hipertermii złośliwej. Po raz pierw­
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szy dantrolen został przedstawiony przez Synderai wsp. w 1967 roku ja­

ko reprezentant nowej klasy leków zwiotczających (Elis i Carpenter 1 972). 

Dantrolen jest pochodną hydantoiny, o działaniu zwiotczającym mięśnie 

poprzecznie prążkowane. Nie zmienia on przewodnictwa w nerwach, ale 

zaburza skurcz komórki mięśniowej przez zahamowanie wewnątrzkomór­

kowych przemieszczeń jonów wapnia. Dantrolen jest preparatem stosowa­

nym także w leczeniu spastyczności w przypadkach uszkodzenia dróg pi-

ramidowych na różnym tle (udary mózgowe, udary rdzenia kręgowego, po­

rażenie mózgowe, stwardnienie rozsiane i inne). Dantrolen podany doust­

nie wchłania się niecałkowicie w jelicie. Okres półtrwania wynosi około 8 -

10 godzin, a największe stężenie we krwi osiąga po około 4 godzinach. 

Łączy się nietrwale z białkami osocza i przenika łatwo do większości tka­

nek. Dantrolen jest metabolizowany w wątrobie, a jego metabolity są wy­

dalane z moczem (Podlewski i Chwalibogowska-Podlewska, 1996). 

Już w początkach lat dziewięćdziesiątych ukazało się kilka prac wykona­

nych na modelach niedokrwienia przodomózgowia gerbila i szczura a tak­

że w hodowlach neuronów, opisujących neuroprotekcyjne działanie dantro-

lenu (Zhang i wsp. 1 993, Wei i Perry 1 996, Frandsen i Schousboe 1 991). 

Było też doniesienie o braku neuroprotekcyjnego działania dantrolenu po­

dawanego obwodowo na modelu niedokrwienia mózgowia u psów, co mo­

że wypływać z trudnego przenikania dantrolenu przez barierę krew-mózg 

jak również z podania zbyt niskiej dawki leku (4 mg/kg) (Kross i wsp. 

1992). Zhang i wsp. (1993), oraz Wei i Perry (1996) wykazali, że dan­

trolen podany obwodowo w dawce co najmniej 10 mg/kg po ischemii 

u gerbila wykazuje działanie neuroprotekcyjne. 

Dotychczas mechanizmy neuroprotekcyjnego działania dantrolenu są nie­

jasne. Szczególnie sporna jest kwestia interakcji dantrolenu z innymi izo-

formami receptorów rianodynowych niż typu mięsni szkieletowych (RYR1), 

zwłaszcza z typowymi dla mózgu receptorami rianodynowymi typu serco­

wego (RYR2). Z jednej strony wiadomo, że dantrolen nie wypiera rianody-

ny z tych receptorów występujących w mózgu (Rosa i wsp. 1 997, Smith 

i Nahorski 1993). Są jednak dane sugerujące, że skutecznie blokuje on 

uwalnianie wapnia wewnątrzkomórkowego w neuronach w hodowli i ma 

działanie neuroprotekcyjne (Frandsen i Schousboe 1991). O hamowaniu 

mobilizacji wapnia wewnątrzkomórkowego przez dantrolen może świad­

czyć też fakt, że lek ten znosi hiperpolaryzację błony komórkowej zacho­

dzącą podczas anoksji w neuronach hipokampa, wywoływaną przez wzrost 

wewnątrzkomórkowego stężenia wapnia i aktywację kanałów potasowych 
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(Krnjevic i wsp. 1989). Równie niejasne jest powinowactwo dantrolenu do 

RYR2 w sercu. Część autorów donosi (Zhao i wsp. 2001), że dantrolen nie 

blokuje sercowej izoformy receptorów rianodynowych. Z drugiej strony wy­

kazano, że dantrolen wypiera rianodynę związaną z sercową izoformą tych 

receptorów oraz działa cytoprotekcyjnie na kardiomiocyty poddane ische-

mii. Protekcja ta była zależna od dawki dantrolenu i obserwowano ją po za­

stosowaniu mikromolarnych stężeń leku (Yu i wsp. 2000). Jednak w świe­

tle badań innej grupy (Zhao i wsp. 2001), którzy wykazali, że dantrolen 

hamuje tylko izoformy RyR1 oraz RyR3, nie zaś RyR2 wyniki Yu i wsp 

2000 wydają się być wątpliwe. 

Są liczne doniesienia sugerujące występowanie różnorodnych mechani­

zmów działania dantrolenu w różnych tkankach. Wykazano na przykład, że 

podanie dantrolenu powoduje wzrost aktywności dekarboksylazy kwasu 

glutaminowego (Patti i wsp. 1981). Stwierdzono, że w modelu endotokse-

mii u myszy dantrolen hamuje wyrzut wapnia z siateczki śródplazmatycz-

nej, który może być przyczyną podtrzymania komórkowej odpowiedzi na 

infekcję doprowadzającej w konsekwencji do niewydolności wielu narzą­

dów (Hotchkiss i Karl 1993). Dantrolen powoduje zmniejszenie charakte­

rystycznych dla sepsy objawów upośledzenia metabolizmu komórkowego 

takich jak: załamanie produkcji białek mięśniowych, transportu glukozy 

w mięśniach. W rezultacie przyczynia się do wzrostu przeżywalności my­

szy w tym modelu. Wei i wsp. (2000) wykazali również, że w modelu neu­

rotoksyczności wywołanej przez proapoptotycznie działający 3-hydroksy-

kynureinian (3-HK), dantrolen zapobiegał apoptozie, poprzez wzrost po­

ziomu protoonkogenu bcl-2. Dantrolen hamował także produkcję rodnika 

ponadtlenkowego i tlenku azotu, zarówno w modelach in vivo jak i in vitro 

(Hotchkiss i wsp. 1997, Wu i Yen 1997). 

Neuroprotekcyjne działanie dantrolenu było także intensywnie badane in 

vitro na hodowlach komórek ziarnistych móżdżku a także kulturach neuro­

nów izolowanych z kory mózgu, poddanych ekscytotoksyczności wywoła­

nej przez glutaminian i NMDA. Frandsen i Schousboe (1991) wykazali, że 

dantrolen całkowicie chronił komórki przed neurotoksycznością wywołana 

przez glutaminian. Ponadto dantrolen w obecności zewnątrzkomórkowego 

wapnia zredukował wywołaną przez glutaminian mobilizację wapnia we­

wnątrzkomórkowego o 70%. Hamował także odpowiedź komórek na glu­

taminian przy braku wapnia zewnątrzkomórkowego. Autorzy ci wykazali 

również, że dantrolen nie miał wpływu na wiązanie znakowanego glutami­

nianu do błon izolowanych z tych hodowli. Nie badano jednak dotąd czy 

dantrolen ma wpływ na pobieranie wapnia zewnątrzkomórkowego wywo-

32 

http://rcin.org.pl



Wstęp 

lanego przez pobudzenie receptora NMDA. Wyniki te sugerują, że mobili­

zacja wapnia wewnątrzkomórkowego jest składową procesu prowadzące­

go do śmierci neuronu indukowanej przez glutaminian, a dantrolen może/ 

hamować ten efekt, choć mechanizm tego działania nie jest jasny. 

1.5. Modele doświadczalne stosowane w badaniach asfiksji 
okołoporodowej 

Badania na zwierzętach są niezbędne do uzyskiwania nowych informacji 

na temat patogenezy oraz neurologicznych odpowiedzi na okołoporodową 

hipoksję-ischemię. Dla potrzeb badań nad tymi mechanizmami opracowa­

no wiele modeli, których przedmiotem są noworodki szczurów, królików, 

świń, owiec i małp rezus (Nyakas 1996, Hagberg i wsp. 1997). Spośród 

wielu dostępnych modeli doświadczalnych najbardziej szczegółowo bada­

ne są małpy ze względu na największe podobieństwo pod względem bu­

dowy anatomicznej mózgu jak i procesów fizjologicznych (Vanucci, 1 993). 

Dzięki modelom zwierzęcym poznajemy nie tylko skomplikowane mecha­

nizmy prowadzące do uszkodzeń ośrodkowego układu nerwowego, ale je­

steśmy w stanie także testować nowe strategie leczenia różnych schorzeń. 

Jak już wyżej podkreślono, neuroprotekcyjne działanie dantrolenu było te­

stowane z wykorzystaniem różnych modeli niedokrwienia mózgu zwierząt 

dorosłych. Brak natomiast danych dotyczących neuroprotekcyjnego poten­

cjału dantrolenu w mózgu w modelowej asfiksji okołoporodowej. 
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2. Założenia i cel pracy 

Asfiksja okołoporodowa i związane z nią uszkodzenie mózgu noworodków 

pozostaje fundamentalnym problemem neonatologii. Specyfika ośrodkowe­

go układu nerwowego w rozwoju powoduje, że na poznanie patomechani-

zmu hipoksyjno - ischemicznego uszkodzenia neuronów mózgu noworod­

ków mają ograniczony tylko wpływ wyniki badań z wykorzystaniem róż­

nych modeli doświadczalnych niedokrwienia i niedotlenienia mózgu zwie­

rząt dorosłych. Dane z literatury wskazują na neuroprotekcyjne działanie 

dantrolenu, inhibitora mięśniowych receptorów rianodynowych, w niedo­

krwieniu mózgu dojrzałych zwierząt, jednak mechanizm działania tego le­

ku w mózgu jest sporny. Choć wykazano, że dantrolen ma działanie neu­

roprotekcyjne i hamuje mobilizację wewnątrzkomórkowego wapnia w neu­

ronach w modelach ekscytotoksyczności z udziałem receptorów NM DA, 

wpływ dantrolenu na receptory rianodynowe w neuronach mózgu bywa 

kwestionowany. Dokładny przegląd dostępnych baz danych wykazał brak 

w literaturze informacji na temat działania dantrolenu na mózg w rozwoju 

oraz na temat neuroprotekcyjnego działania tego leku w modelowej asfik-

sji okołoporodowej i mechanizmów tego prawdopodobnego efektu. 

Dlatego ogólnym celem niniejszej pracy było: 

• Określenie neuroprotekcyjnego potencjału dantrolenu w modelu asfiksji 

okołoporodowej u siedmiodniowych szczurów. 

• Zbadanie mechanizmów neuroprotekcyjnego działania dantrolenu w hi-

poksji - ischemii mózgu osesków szczura. 

W celu zbadania neuroprotekcyjnego działania dantrolenu postanowiono: 

• Ocenić wpływ dantrolenu na uszkodzenie mózgu siedmiodniowych ose­

sków szczurzych poddanych modelowej asfiksji okołoporodowej. 

• Określić działanie dantrolenu na zachowanie się zwierząt po przebytej hi-

poksji - ischemii. 

Dla ustalenia mechanizmu oczekiwanego działania neuroprotekcyjnego 

dantrolenu zaplanowano: 

• Testowanie hipotezy zakładającej hamujący wpływ dantrolenu na mobili­

zację wapnia wewnątrzkomórkowego poprzez hamowanie aktywności re­

ceptorów rianodynowych. 
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• Zbadanie nasuwającej się własnej hipotezy alternatywnej, tłumaczącej 

neuroprotekcyjne i stabilizujące wewnątrzkomórkowy wapń, działanie dan-

trolenu hamowaniem napływu wapnia zewnątrzkomórkowego za pośred­

nictwem receptorów NM DA. 

Głównym obiektem badań w niniejszej pracy były siedmiodniowe szczury. 

Jednak ze względu na złożoność, trudności techniczne oraz względy etycz­

ne ograniczające badania in vivo, w eksperymentach dotyczących mecha­

nizmu działania dantrolenu posłużyłam się także badanymi in vitro izolowa­

nymi frakcjami mikrosomów mózgu oraz pierwotnymi hodowlami neuro­

nów ziarnistych móżdżku siedmiodniowych szczurów. 
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3. Materiał i metody 

3.1. Badania in vivo 

3.1.1. Zwierzęta doświadczalne 

Do doświadczeń użyto około 400 siedmiodniowych (ang. postnatal day 

7 - PND7) noworodków szczurzych szczepu Wistar, obu płci, o masie 1 2-

18 g. Zwierzęta hodowane były w Zwierzętarni IMDiK PAN, w warunkach 

stałego fotoperiodu 1 2:1 2 godzin. Oseski pozostawały w miocie i były kar­

mione przez matkę do 21 dnia życia. Temperatura otoczenia wynosiła oko­

ło 20 °C Wszystkie zabiegi przeprowadzone na zwierzętach zostały pozy­

tywnie zaopiniowane przez Pierwszą Lokalną Komisję Etyczną w Warsza­

wie (opinia nr 06/2000 z dn. 1 8.1 2.2000). 

3.1.2. Grupy doświadczalne: 

Szczury podzielono na dwie główne grupy doświadczalne: 

• Poddane eksperymetalnej hipoksji-ischemii 

• Poddane badaniom mikrodializacyjnym 

Zwierzęta w obrębie grupy poddanej eksperymentalnej hipoksji-ischemii 

podzielono na następujące podgrupy: 

1. Hipoksja-ischemia nieleczona: zwierzęta po operacji jednostronnego 

podwiązania i przecięcia tętnicy szyjnej wspólnej, poddane 65 min. niedo­

tlenieniu, otrzymywały 

• domózgowo, lub 

• dootrzewnowo iniekcję rozpuszczalnika (ang. vehicle) roztworu DMSO 

w wodzie destylowanej o objętości identycznej jak roztwór dantrolenu. 

2. Hipoksja-ischemia leczona: zwierzęta po operacji jednostronnego pod­

wiązania i przecięcia tętnicy szyjnej wspólnej, poddane 65 min. niedotle­

nieniu, otrzymywały 

• dootrzewnowo, lub 

• domózgowo mikroiniekcję dantrolenu w roztworze DMSO w wodzie de­

stylowanej, podaną 30 min. po hipoksji. 

3. Grupa kontrolna (ang. sham) poddana pozorowanej operacji polegają­
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cej na wypreparowaniu tętnicy szyjnej wspólnej bez jej podwiązania, otrzy­

mująca dootrzewnowo iniekcję rozpuszczalnika - w roztworze DMSO 

w wodzie destylowanej, 

4. Siedmiodniowe szczury nie poddane hipoksji-ischemii otrzymujące po­

jedynczą iniekcję dantrolenu w DMSO rozcieńczonym wodą destylowaną 

lub tylko DMSO. 

siedmiodniowe szczury 

kontrola 

mikrodializa 

DMSO ip 

dantrolen ip 10 

hipoksja-ischemia 

nieleczona 

dantrolen icv 

/ I 0  m g / k g  
dantrolen ip(^ 

DMSO icv X20"#g 

DMSO ip 

DMSO ip 

3.1.3. Model asfiksji okołoporodowej 

Hipoksję-ischemię indukowano wg zaadoptowanego dla młodych zwierząt 

modelu Levine'a opisanego przez Rice'a i wsp. (1981) i Andine i wsp. 

(1990). 

\ 
Noworodki szczurze poddano znieczuleniu wziewnemu halotanem w stę­

żeniu 4% w czasie indukcji narkozy i 1.5 - 2.0% w czasie jej podtrzymy­

wania, podawanym w mieszance gazowej tlenu z podtlenkiem azotu w sto­

sunku 1:0.6. Czas operacji wynosił 3,5-7 minut. Wypreparowaną tętnicę 

szyjną wspólną podwiązywano w dwóch miejscach chirurgicznymi nićmi 

jedwabnymi (7.0), a następnie przecinano między podwiązkami, lub tylko 

wypreparowano (Sham). Po nasączeniu rany środkiem zniczulającym (li-

gnokainą) ranę zaszywano, a zwierzęta odstawiano do klatki z matką na 

okres jednej godziny. Po tym okresie zwierzęta ponownie oddzielano od 

matki i eksponowano na warunki hipoksyjne przez 60 - 65 min. w termo­

statowanej kamerze (35-36 °C) ze stałym przepływem (3 l/min) mieszan­

ki gazowej zawierającej 7.2% 02 w N2, nawilżanej przez przedmuchiwanie 

przez płuczkę z wodą destylowaną. Następnie zwierzęta umieszczano 

w klatce z matką w pomieszczeniu w warunkach hodowli opisanych 

w 3.1.1. 
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3.1.4. Schemat podawania leku 

Sól sodowa dantrolenu pochodziła z firmy Sigma (St. Louis, U.S.A). Lek, 

lub tylko jego rozpuszczalnik (DMSO - patrz 3.1.2) podawano 30 minut 

po hipoksji. Roztwór dantrolenu w stężeniu 2,5 mM (dawka 1,7 (jg na in­

iekcję, 0,11 3 mg/kg) rozpuszczano w DMSO rozcieńczonym wodą desty­

lowaną w stosunku 1:4. Roztwór leku o objętości 2 pi był podawany do 

komory bocznej mózgu. Dantrolen podawany dootrzewnowo testowano 

w dawkach: 10 i 20 mg/kg masy ciała zwierzęcia. Stężenie dantrolenu wy­

nosiło: 5 mg/ml dla dawki 10 mg/kg i 10 mg/ml dla dawki 20 mg/kg (Wei 

at al. 1996). 

3.1.5. Ocena uszkodzenia mózgowia 

Dwa tygodnie po hipoksji (PND 21) szczury usypiano letalną dawką vet-

butalu, dekapitowano, wyprę parowy wan o mózg i grzbietową powierzchnię 

półkul poddawano ocenie makroskopowej. Zmiany oceniano zgodnie 

z dziewięciostopniową skalą, przedstawioną w tab.1 i zaproponowaną 

przez Bonę i wsp. (1997). 

Tab. 1 Ocena stopnia uszkodzenia mózgu u szczurów poddanych hipok-

sji/ischemii dwa tygodnie po zabiegu 

Stopień Opis zmian morfologicznych 

0.0 Półkule mózgowe równej wielkości, normalne 

0.5 Niedorozwój boczno-tylnej części lewej półkuli 

1.0 Niedorozwój z małym ubytkiem tkanek 

1.5 Ubytek przedniej części tkanek lewej półkuli 

2.0 Głęboki ubytek przedniej i tylnej części lewej półkuli 

2.5 Obecność dużej cysty w lewej półkuli 

3.0 W lewej półkuli zachowana tylko część tkanek 
przylegająca do szczeliny podłużnej 

3.5 W lewej półkuli zachowana tylko grzbietowa część tkanek 
przylegająca do szczeliny podłużnej 

4.0 Całkowity brak lewej półkuli 

Następnie mózgi przecinano wzdłuż szczeliny podłużnej mózgu (fissura 

longitudinalis) i każdą z półkul ważono z dokładnością do 0,1 mg. Uszko­

dzenie mózgowia po przebytej hipoksji-ischemii wyrażano jako procento­

wy deficyt masy półkuli ipsilateralnej (po stronie operowanej) w stosunku 

do półkuli kontralateralnej (po stronie przeciwnej do operowanej). 
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3.1.6. Komputerowa analiza objętości oraz powierzchni 
zachowanej tkanki półkul mózgowych u szczurów 
poddanych hipoksji-ischemii 

3.1.6.1. Ocena objętości obszaru lezji 

Dwa tygodnie po hipoksji (PND 21) szczury usypiano letalną dawką vet-

butalu, dekapitowano, mózgi zamrażano w zimnym heksanie i przechowy­

wano w temperaturze - 70 °C. Następnie mózgi krojono w płaszczyźnie 

czołowej na kriostacie na skrawki grubości 20 pm. Tak przygotowane 

skrawki barwiono tioniną i kwaśną fuksyną. Preparaty skanowano na ska­

nerze do slajdów AGFA T1 200, obwodzono obszary będące zdrową tkan­

ką, a następnie mierzono powierzchnię zaznaczonego pola przy pomocy 

programu AutoCAD i interpolowano na objętość. Objętość lezji obliczano 

przez zintegrowanie powierzchni 1 5 skrawków uzyskanych w wyniku kro­

jenia mózgu, co 0,5 mm. Wyniki wyrażono jako procent objętości zdrowej 

tkanki w stosunku do objętości tkanki uszkodzonej. 

Tkankę uszkodzoną zdefiniowano na podstawie braku zabarwienia prepa­

ratów, zaś nieuszkodzoną na podstawie wybarwiania strukur przy zastoso­

waniu specyficznych barwników. 

3.1.6.2. Ocena powierzchni zachowanej tkanki półkul mózgowych 
u szczurów poddanych hipoksji-ischemii na wybranych poziomach 

Dwa tygodnie po hipoksji (PND 21) szczury usypiano vetbutalem, a mó­

zgi utrwalano in situ przez dosercową perfuzję 4% roztworem formaliny. 

Następnie zwierzęta dekapitowano, a mózgi utrwalano w 4% formalinie. Po 

tygodniu mózgi przenoszono do 99,9% etanolu, a następnie zatapiano 

w parafinie, krojono na skrawki o grubości 10 pm. Tak przygotowane 

skrawki barwiono fioletem krezylu. Następnie preparaty fotografowano 

i skanowano na skanerze do slajdów Nikon Super Cool Scan 4000ED. 

Pomiary powierzchni zachowanej tkanki z możliwie maksymalnym wyelimi­

nowaniem obszarów i ognisk martwicy, oraz obszarów wybarwionych lecz 

nie będących tkanką - m.in. światła naczyń i komór mózgowych prowadzo­

no na obrazach preparatów mikroskopowych zapisanych w postaci plików 

w formacie jpg, na komputerze PC, w systemie operacyjnym Windows, 

przy wykorzystaniu programu graficznego GIMP 1.2.4. 

Po wczytaniu pliku jpg do programu wzmocniono nasycenia kolorów, zop­

tymalizowano kontrast i jasność, a tło zmieniono na kolor biały. Następnie 

usunięto artefaktyczne zanieczyszczenia pozostałe w obszarze tła przy po­

mocy narzędzia -"gumki" a kolory zamieniono na odcienie szarości (skala: 
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0 - 256). Przy pomocy narzędzia służącego do zaznaczania sąsiadujących 

obszarów o takim samym odcieniu szarości, zaznaczano dowolny punkt 

wybarwionych obszarów nie będących zachowaną tkanką. Punkty sąsiadu­

jące, o tym samym odcieniu szarości ulegały autozaznaczeniu, a następnie 

zamieniano ich kolor na kolor biały. Przy pomocy narzędzia - "gumka" wy­

konywano ostateczne usunięcie zanieczyszczeń obrazu niebędących za­

chowaną tkanką. W następnym etapie wykonywano histogram całego ob­

razka i ustalano miejsce na histogramie, w którym punktów o podobnym 

odcieniu szarości było mniej niż 0,10%. Odpowiadało to szarości ok. 1 80 

- 210 na skali O - 256. Ustalano wielkość obszaru o szarości większej niż 

ustalona granica jako procent powierzchni całego obrazka (% histogramu). 

Przy użyciu narzędzia "gumka" usuwano dobrze zachowaną półkulę mó­

zgową. Powierzchnię zachowanej tkanki (w mm2) określano na podstawie 

wielkości procentowego udziału powierzchni zachowanej tkanki i znanej 

powierzchni rzeczywistej obrazka. 

3.1.7. Badania funkcji sensoromotorycznych 

Badania funkcji sensoromotorycznych przeprowadzono w otwartym polu 

w 21 dniu życia zwierząt. Szczury były testowane na pomalowanym na 

czarno wybiegu o wymiarach 50x50 cm o wysokości ścian bocznych 

1 5 cm. Zwierzęta umieszczane były w centralnym punkcie areny a zacho­

wanie szczura było rejestrowane kamerą video przez 9 minut. Następnie 

przy użyciu programu Track Explorer (Boguszewski i Zagrodzka 2002) 

zdefiniowano w obrębie otwartego pola strefę „bezpieczną" - umieszczo­

ną peryferycznie, oraz „niebezpieczną" - umieszczoną centralnie, na pod­

stawie preferencji miejsca wybieranego przez szczury. Tak opracowany 

materiał poddano analizie przy użyciu programu Etho Vision (Noldus, 

USA). Dane przedstawiono jako: średni całkowity dystans przebyty przez 

szczury w otwartym polu, oraz średnia ilość wejść do strefy centralnej. 

Arena, na której testowano zwierzęta oświetlono światłem rozproszonym, 

którego źródłem były 4 żarówki o mocy 60 W (OSRAM) ustawione w róż­

nych miejscach pomieszczenia w którym przeprowadzano badania, ale od­

ległe od wybiegu w celu zminimalizowania stresu testowanych szczurów. 

3.1.8. Pomiary temperatury 

Temperatura ciała zwierząt po przebytym epizodzie ischemicznym była 

mierzona w rectum przy użyciu termometru MD 852 ELL.AB A/S: (Den­

mark) wyposażonego w miniaturową sondę pomiarową. Temperaturę ciała 

rejestrowano co 30 min, poczynając od momentu podania dantrolenu lub 
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jego rozpuszczalnika i prowadzono przez 3 godziny po iniekcji. Sondę po­

miarową umieszczano w rectum na głębokości około 0,5 - 0,7 cm. Pod­

czas pomiarów szczury trzymano w inkubatorze w stałej temperaturze 33°C. 

3.1.9. Mikrodializa zakrętu zębatego siedmiodniowego szczura 

Procedury mikrodiaiizacyjne wykonywano wg techniki opisanej w pracy 

Makarewicz i wsp. (2000). Badania przeprowadzono na szczurach znaj­

dujących się w narkozie halotanowej. Halotan był podawany w stężeniu 

3.5 - 4.0 % w czasie indukcji i 0.5 -1.0% w czasie podtrzymywania nar­

kozy w mieszance gazowej tlen z podtlenkiem azotu w stosunku 1:0.6. 

Zwierzęta unieruchamiano w aparacie stereotaktycznym z własnego wyko­

nania przystawką dla noworodków szczura. 

Po usunięciu skóry i wykonaniu otworu trepanacyjnego sondy zakończone 

włóknem kuprofanowym o długości błony 1 mm i średnicy 2,4 mm. pro­

dukcji CMA/Microdialysis A.B., (Szwecja) implantowano do zakrętu zęba­

tego 2.3 mm bocznie i 3.8 mm ku tyłowi od bregmy oraz 3.5 mm w głąb 

mózgu licząc od powierzchni opony twardej, zgodnie z atlasem stereotak­

tycznym szczurów w rozwoju (Sherwood i Timiras, 1 970). Po każdym do­

świadczeniu poprawność umiejscowienia sondy oceniano morfologicznie. 

Po implantacji sondy perfundowano przez 60 min przy przepływie 

2.5 pl/min roztworem Krebsa - Ringera o składzie: 122 mM NaCI, 3 mM 

KCl, 0.4 mM MgS04, 25 mM NaHC03 o pH 7,4. Badanie uwalniania 45Ca 

prowadzono wg opisu Łazarewicza i wsp. (1995), Endogenną pulę wap­

nia znakowano przez dodanie do buforu perfuzyjnego 1.3 mM 45CaCI2 (25 

(jCi) i perfundowano przez 60 min. Nadmiar radioaktywnego wapnia od-

płukiwano przez następne 1 50 min roztworem Krebsa-Ringera. Całkowity 

czas potrzebny do osiągnięcia stanu równowagi wynosił 3,5 godz. Mikro-

dializat zbierano do probówek co 5 min. Po 30 min. badania wypływu kon­

trolnego, podawano przez 60 min. roztwór Krebsa-Ringera zawierający do­

datkowo 250 pM rianodynę, 100 pM dantrolen lub 0.5% DMSO. Następ­

nie podawano przez 20 min. medium zawierające 5 mM NMDA i w końcu 

medium wyjściowe - roztwór Krebsa-Ringera. Z każdej próbki pobierano 

5 pi perfuzatu i oznaczano radioaktywność w liczniku scyntylacyjnym. 

Zgodnie z danymi wykazanymi przez Łazarewicza i wsp. (1986) wykres 

radioaktywności w próbkach dializatu pobieranych podczas odpłukiwania 
45Ca dawał typową krzywą desaturacyjną. W okresie objętym doświadcze­

niem tj. po 1 50 min. odpłukiwaniu 45Ca, przez następne 3,5 godz. uzyski­

wano liniową zależność logarytmu radioaktywności w próbce od czasu 

trwania dializy, co świadczy o jednoprzedziałowym charakterze krzywej. 
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Dla ilościowego wyrażenia zmian w uwalnianiu 45Ca uzyskiwano krzywą 

kontrolną poprzez regresję liniową logarytmów wartości uzyskanych z po­

miarów radioaktywności próbek zbieranych przed zadziałaniem czynników 

zmieniających homeostazę wapnia i w ostatnich próbach eksperymentu, 

po przywróceniu znormalizowanej dynamiki odpłukiwania 45Ca Następnie 

wartości radioaktywności próbek doświadczalnych wyrażane były jako pro­

cent odpowiednich wartości odczytanych z krzywej kontrolnej (Lazarewicz 

i wsp. 1 986). 

3.2. Badania in vitro 

3.2.1. Preparatyka i hodowla komórek ziarnistych móżdżku 

Komórki ziarniste móżdżku były izolowane z siedmiodniowych szczurów 

i hodowane według metody Schousboe i wsp. (1985) jak opisano i Zie-

mińską i wsp. (2003). Wysterylizowane alkoholem zwierzęta dekapitowa-

no, a następnie izolowano z nich móżdżki. Móżdżki krojono na skrawki na 

siekaczu a następnie inkubowano w łaźni wodnej z dodatkiem 0,025% 

trypsyny i 0,05% DNAzy. Komórki odwirowano, a osad zawieszano w cie­

płym medium z surowicą. Następnie osad rozdrabniano przez triturację za 

pomocą strzykawki z gruba igłą i powtórnie rozdrabniano, aż do uzyskania 

zawiesiny pojedynczych komórek. Przed wysianiem na płytki, określono 

gęstość komórek po uprzednim ich wybarwieniu błękitem trypanu w komo­

rze Neubauera. 

Komórki wysiewano z gęstością 0.52x10 6 komórek/cm2 i hodowano 

w BME medium (Gibco) uzupełnionym 10% surowicą wołową, 25 mM KCl 

i 0.5 % (v/v) roztworem penicyliny /streptomycyny (Sigma, St. Louis, MO). 

Po 36 godzinach od wysiania komórek na szalki, do hodowli dodawano 

7.5 (JM inhibitora mitozy Ara-C (cytosine arabinoside) (Sigma, St.Louis, 

MO) w celu zahamowania rozwoju astrocytów. Hodowlę prowadzono 

w standardowych warunkach w 37 °C i 5% C02. 

3.2.2. Badanie wpływu dantrolenu na neurotoksyczność 
wywołaną przez glutaminian w komórkach ziarnistych móżdżku 

Ostrą neurotoksyczność glutaminianu indukowano jak opisała Ankarcona 

i wsp. (1996). Po czasowym usunięciu medium wzrostowego 1 mM glu­

taminian sodu lub 0,3 mM NMDA były dodawane do medium LOCKE 25 

zawierającego: 1 34 mM NaCI, 25 mM KCl, 4 mM NaHC03, 5 mM HEPES 

pH 7.4, 2.3 mM CaCI2 i 5 mM glukozę, po uprzedniej preinkubacji z 30 
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(jM dantrolenem lub 0,33% DMSO przez 10 min w tem. 37 °C. Komórki 

z neurotoksyną inkubowano w temperaturze 37 °C przez 30 minut. Po 24 

godzinach komórki utrwalono 80% metanolem a następnie barwiono 

0,05% jodkiem propidyny. Żywe i martwe komórki liczono przy użyciu mi­

kroskopu fluoroscencyjnego Zeiss Axiovert 25. 

3.2.3. Badanie wpływu dantrolenu na pobieranie radioaktywnego wapnia 
przez komórki ziarniste móżdżku 

Pobieranie wapnia radioaktywnego przez komórki ziarniste móżdżku ozna­

czano siedem dni po założeniu hodowli. Po usunięciu medium wzrostowe­

go komórki były preinkubowane przez 10 minut w temperaturze 37 °C. 

w medium zawierającym: 1 54 mM NaCI, 5.6 mM KCl, 3.6 mM NaHC03 

1.3 mM CaCI2, 5.6 mM glukozę, 10 mM HEPES pH 7.35. Po tym czasie, 

do medium inkubacyjnego dodano 5 pM glicynę i dantrolen lub DMSO 

w stężeniach jak podano przy opisie wyników. Następnie komórki inkubo­

wano przez kolejne 5 minut. Po zakończonej preinkubacji do komórek do­

dano 4bCaCI2 (1.0 mCi/dołek) oraz NMDA w stężeniach: 0.1, 0.3, 

0.5 1.0 mM na 10 minut. Po usunięciu radioaktywnego medium inkubacyj­

nego, komórki były trzykrotnie płukane zimnym medium nie zawierającym 

glukozy oraz wapnia, a zawierającym 2 mM EGTA, a następnie solubilizo-

wano zimnym 0.5 M NaOH przez 30 minut. Radioaktywność komórek 

oznaczano w liczniku scyntylacyjnym Wallac 1409 ze scyntylatorem 

Bray'a. 

3.2.4. Autoradiografia miejsc wiążących [3H] rianodynę 

Mózgi siedmiodniowych szczurów uśpionych letalną dawką vetbutalu były 

wyjmowane i natychmiast zamrażane przez powolne zanurzenie w lodo­

watym heptanie. Następnie mózgi zamrażano i przechowywano w -70 

°C do momentu przygotowywania preparatów. Zamrożone mózgi krojono 

na kriostacie w płaszczyźnie czołowej na skrawki o grubości 10 pm na 

trzech poziomach I - 6,5 mm ku przodowi od punktu zerowego to jest 

2,39 mm ku przodowi od bregmy, 11-1,2 mm przed punktem zerowym 

a 2,91 mm ku tyłowi od bregmy i III - 0,4 mm ku tyłowi od punktu zero­

wego i 4,51 mm za bregmą, zgodnie z atlasem stereotaktycznym szczu­

rów w rozwoju (Sherwood i Timiras, 1970). Skrawki przechowywano 

w -70 °C. Wiązanie znakowanej rianodyny przeprowadzono wg metody 

opisanej przez Padua i wsp. (1991) i Stein (1992). Przygotowane skraw­

ki preinkubowano w buforze zawierającym: 20 mM PIPES-KOH pH 8,0, 

1 M KCl, 1 mM PMSF, i 100 pM CaCI2 przez 1 5 min. w temperaturze 25 

°C. Następnie skrawki inkubowano w obecności 1 5 nM [3H] rianodyny 
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(61.9 Ci/mmol) w tym samym buforze i temperaturze 25 °C. Wiązanie nie­

specyficzne oznaczano inkubując skrawki w tym samym medium z dodat­

kiem znakowanej rianodyny i dodatkowo 10 pM, nieznakowanej rianody-

ny. Reakcje zatrzymywano płucząc skrawki po 5 min. w lodowatym me­

dium inkubacyjnym,a następnie lodowatym medium inkubacyjnym rozcień­

czonym 10 objętościami wody destylowanej. Na wysuszone skrawki nakła­

dano standardowy film 3H-Hyperfilm (Amersham) i naświetlano przez 

2 miesiące w temp. -20 °C. Klisze poddano standardowej procedurze sto­

sując wywoływacz Kodak D-19, a następnie utrwalano, płukano i suszono. 

Autoradiogramy analizowano przy pomocy analizatora MCID, Imaging Re­

search. 

3.2.5. Pobieranie i uwalnianie 45Ca w mikrosomach mózgu siedmiodnio­
wego szczura 

Badanie pobierania i uwalniania radioaktywnego wapnia przeprowadzono 

na frakcji mikrosomalnej izolowanej z mózgów siedmiodniowych szczurów 

według metody opisanej przez Shah i wsp. (1987). 

3.2.5.1. Izolacja mikrosomów mózgu siedmiodniowego szczura 

Mikrosomy izolowano według procedury opisanej przez Zimanyi i Pessah 

(1 991). Siedmiodniowe szczury uśpione letalną dawką vetbutalu zdekapi-

towano, mózgi wyizolowano, schłodzono, usunwano opony mózgowe i na­

czynia na lodzie, oddzielono móżdżek oraz istotę białą. Uzyskane w ten 

sposób części mózgowia homogenizowano w homogenizatorze szkło/te­

flon z silnikiem w proporcji 1:9 (v/w) w medium homogenizacyjnym za­

wierającym: 0.32 M sacharozę z 5 mM HEPES pH 7.4, w temp. 4 °C. Ho-

mogenat wirowano w temp 4 °C przy 1000 x g przez 10 min. Nadsącz 

zebrano i ponownie wirowano w 4 °C przy 1 7.000 x g przez 45 min. Nad­

sącz ponownie wirowano przy 100.000 x g przez 60 min. Uzyskany osad 

zawieszano w schłodzonym medium zawierającym: 100 mM KCl z 20 mM 

HEPES pH 7.0. Tak przygotowana frakcję mikrosomalną przechowywano 

w temperaturze -70 °C, aż do momentu przeprowadzenia zaplanowanych 

badań. 

3.2.5.2. Badanie pobierania 45Ca 

Mikrosomy zawieszono do końcowego stężenia 1 mg/ml białka w medium 

inkubacyjnym zawierającym: 100 mM KCl, 20 mM HEPES, pH 7.0, 

2.5 mM MgCI2, 0.1 mM bufor Ca-EGTA (pH 7.0-K0H, stężenie wolnych jo­

nów Ca2+ 5 pM). Zawiesinę mikrosomów dodawano w proporcji 1:8 (v/v) 

(0.3 ml mikrosomów + 2.4 ml medium), a następnie dodawano 45Ca 
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w dawce 1.0 (jCi/ml. Mikrosomy inkubowano w łaźni wodnej z wytrząsa­

niem przez 4 min w 37 °C. 

W odstępach 1 min. pobierano dwie próbki wyjściowe - każda o objętości 

0.2 ml. (tzw. próbki „0"), które przenoszono do probówek zawierających 

20-krotną objętość zimnego medium inkubacyjnego. Po tym czasie, do in-

kubowanej zawiesiny mikrosomów dodawano ATP-KOH, pH 7.0 do końco­

wego stężenia 1,6 mM. Następnie pobierano próbki zawiesiny w odstę­

pach 2 min przez 18 min. Przy doborze objętości pobranych próbek 

uwzględniano poprawkę na rozcieńczenie białka przez dodawane substan­

cje. 

3.2.5.3. Badanie uwalniania 45Ca z mikrosomów 

Po pobraniu obu próbek „0" i dodaniu ATP próbki zawierające mikrosomy 

inkubowane były przez 10 min, w warunkach podanych w sekcji 3.2.5.2. 

Z mieszaniny inkubacyjnej pobierano próbki co 2 min. dla potwierdzenia 

stabilnego poziomu pobranego 45Ca przez mikrosomy. Wyrzut wapnia z mi­

krosomów wywołany był dodaniem do mieszaniny inkubacyjnej: 10 mM 

kofeiny lub 0,02% etanolu a po 30 sek. 0,1 mM H202, albo 1 mM DTNB 

bez/lub w obecności 100 pM czerwieni rutenowej. Całkowita objętość 

próbki wynosiła 160 pi. Następnie co 2 min. pobierano próbki z mikroso­

mów. W doświadczeniach kontrolnych dodawano taką samą objętość roz­

puszczalnika odpowiedniego dla dodanej substancji (DMSO lub medium 

inkubacyjnego). Przy badaniu wpływu dantrolenu na wyrzut 45Ca do me­

dium inkubacyjnego dodawano 30 pM dantrolen. Próbka kontrolna zawie­

rała odpowiednie stężenie DMSO. 

3.2.5.4. Oznaczanie zawartości 45Co w mikrosomach 

Zebrane próbki przesączono przez Cell Harvester MPR-24 (Brandel) z bibułą 

Whatman GF/B, a następnie sączki płukano (3x5 ml) medium inkubacyjnym. Ra­

dioaktywność na sączkach oznaczano w liczniku scyntylacyjnym Wallac 1409 po 

dodaniu scyntylatora Bray'a, korzystając z programu pomiarowego dla 45Ca. 

Zmiany zawartości wapnia radioaktywnego w mikrosomach wyrażano w procen­

tach względem pierwszej kontrolnej próbki „01". 

3.2.6. Badania immunoreaktywności białek RyR1 i RyR2 
we frakcji mikrosomalnej mózgu szczura 

Frakcję mikrosomalną izolowaną z mózgów siedmiodniowych i dorosłych 

szczurów przygotowano wg opisu podanego w sekcji 3.2.5.3.1. Próbki do 

elektroforezy przygotowano inkubując 30 pg białka z buforem: Tris 0,1 25 

M., glicerol 10%, błękit bromofenolowy 0,22%, SDS 2%, 2-merkaptoeta-
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nol 0,1%, przez 3-5 min. w temperaturze 90 °C. Na każdą ścieżkę nakła­

dano po 30 pg białka i rozdzielano przez 2 godziny w denaturującym gra­

dientowym 4 -12% żelu do elektroforezy TRIS-glicyna (SDS-PAGE. ICN 

Biomedicals. Inc., USA). Rozdzielone elektroforetycznie białka przenoszono 

na błony nitrocelulozowe (Hybond-C Extra, Amersham,USA) metodą elek-

troblottingu przez 1,5 godziny, przy natężeniu prądu 350 mA. Po tym cza­

sie błony blokowano przez 1 godzinę w 5 % roztworze odtłuszczonego 

mleka w buforze TBS zawierającym 0,1 % TWEEN 20, w temperaturze po­

kojowej. Po tym czasie błony płukano buforem TBS (3x5 min), a następ­

nie inkubowano z l-rzędowym przeciwciałem monoklonalnym anty- RyR 

1 lub anty- RyR2 (Sigma, USA) rozcieńczonym w stosunku 1:2000 w TBS-

-T przez noc w temperaturze 5 °C. Odpowiednie drugorzędowe przeciw­

ciała ludzkie anty - mysie typu IgG połączone z peroksydazą chrzanową, 

rozcieńczone w stosunku 1:4000 w 5% BSA inkubowano przez 45 min. 

Do detekcji białka użyto metody chemiluminescencyjnej (ECL) zgodnie 

z instrukcją podaną przez producenta. 

3.3. Statystyka opisowa i analiza wyników 

Wyniki przedstawiono w postaci średniej ± standardowy błąd średniej, 

z podaniem liczebności grup w nawiasach. Znamienności statystyczne róż­

nic między wartościami średnich w poszczególnych grupach oznaczano 

stosując test ANOVA a następnie stosowano test Dunnette'a. Za wartość 

graniczną znamienności statystycznej przyjmowano p< 0,05 
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4. Wyniki 

4.1. Neuropotekcyjne działanie dantrolenu 
i mechanizmy tego efektu: badania in vivo 

4.1.1. Uszkodzenie mózgu siedmiodniowych osesków 
szczurzych wywołane przez hipoksję - ischemię 

4.1.1.1. Uszkodzenie struktury mózgowia 

Ekspozycja noworodków szczurzych na warunki hipoksyjno-ischemiczne 

w modelu asfiksji okołoporodowej, wywołała w mózgowiu badanych zwie­

rząt uszkodzenie w rejonie unaczynionym przez końcowe odgałęzienia tęt- ^ 

nicy szyjnej wspólnej. Poddanie szczurów z zamkniętą tętnicą 65 min. hi-

poksji, wywołało lezję w tym rejonie. Zgodnie z danymi autorów modelu 

(Rice i wsp.1981, Bona 1997) samo jednostronne zamknięcie tętnicy 

szyjnej wspólnej lub sama hipoksja nie wywoływały uszkodzenia mózgu 

(wyniki nie przedstawione w tej pracy). 

Deficyt masy w półkuli ipsilateralnej u zwierząt z grupy „kontrola rozpusz­

czalnikowa", określony dwa tygodnie po eksperymentalnej hipoksji-ische-

mii, wynosił średnio 29,1% u zwierząt otrzymujących iniekcje domózgowe 

DMSO i 41% u zwierząt traktowanych dootrzewnową iniekcją DMSO 

w stosunku do kontrolnej półkuli kontralateralnej (Rys 1). Makroskopowa 

ocena uszkodzenia mózgowia w skali opisanej przez Bonę i wsp. (1997) 

wykazała podobny kierunek zmian u zwierząt poddanych eksperymental­

nej hipoksji-ischemii. Średni stopień uszkodzenia mózgu w zastosowanej 

skali wynosił odpowiednio 1,4 pkt. po otrzymaniu DMSO domózgowo oraz 

2,4 pkt. po podaniu DMSO dootrzewnowo (Rys 2). Także ocena lezji me­

todą wolumetryczną wykazała istotny ubytek objętości tkanek nerwowych 

u szczurów poddanych hipoksji-ischemii. U tych zwierząt poddanych hi­

poksji-ischemii i traktowanych tylko DMSO podawanym dootrzewnowo ob­

jętość zdrowych tkanek wynosiła 49,85% w stosunku do kontrolnej półku­

li kontralateralnej (Rys 3). Wykazano, że poddanie siedmiodniowych 

szczurów eksperymentalnej hipoksji-ischemii powoduje rozległą lezję. 

4.1.1.2. Zaburzenia zachowania się zwierząt 

Badania aktywności ruchowej w otwartym polu szczurów poddanych hi­

poksji-ischemii wykazały, że niektóre parametry oceny zachowania się tych 

zwierząt są zmienione. Szczury poddane hipoksji-ischemii (Rys.5) wykazy­

55 
http://rcin.org.pl



Wyniki 

wały zwiększoną aktywność ruchową w porównaniu z grupą kontrolną, nie 

poddaną żadnym zabiegom operacyjnym (Rys. 4). Należy podkreślić, że 

są to wyniki pochodzące z oddzielnych eksperymentów. Szczury poddane 

tylko pozorowanej operacji w wyniku której ciągłość tętnicy szyjnej wspól­

nej nie została naruszona, wykazywały zwiększoną aktywność ruchową 

w porównaniu ze zwierzętami z grup kontrolnych, nieoperowanych. Zwie­

rzęta te przebyły w trakcie badania w otwartym polu średnio dystans 

962 cm, który w porównaniu z dystansem przebytym w tym czasie przez 

zwierzęta nieoperowane jest o około 1 /3 większy. Szczury poddane hipok-

sji-ischemii i nie leczone, a traktowane jedynie rozpuszczalnikiem dla dan-

trolenu - DMSO, były tylko nieznacznie bardziej ruchliwe niż zwierzęta 

z grupy SHAM. Średnio przebyły w czasie badania drogę równą 101 8 cm 

(Rys. 5). Szczury poddane hipoksji-ischemii wykazywały zwiększoną czę­

stość wejść do strefy centralnej, omijanej przez szczury kontrolne. W przy­

padku zwierząt z grupy SHAM liczba wejść do strefy centralnej była zbli­

żona (5,93) do liczby wejść do strefy centralnej zwierząt nieoperowanych. 

Natomiast szczury poddane hipoksji-ischemii i nie leczone znacznie czę­

ściej wchodziły do traktowanej za niebezpieczną strefy centralnej (8,46 

wejść). (Rys. 5) 

4.1.2. Wpływ dantrolenu na uszkodzenie mózgu wywołane 
przez hipoksję-ischemię 

4.1.2.1. Ochronny wpływ dantrolenu na uszkodzenie struktury mózgowia 

Porównanie świeżej masy półkul, przeprowadzone dwa tygodnie po wywo­

łaniu hipoksji-ischemii u szczurów kontrolnych i traktowanych dantrolenem 

wykazało, że dootrzewnowe podanie dantrolenu zmniejszyło znamiennie 

uszkodzenie mózgowia mierzone ubytkiem masy półkuli ipsilateralnej. 

Dantrolen podawany w dawce 10 mg/kg zmniejszał stopień uszkodzenia 

mózgu w porównaniu z kontrolą (hipoksja nieleczona) średnio o około 

25.85%, natomiast w dawce 20 mg/kg o około 32,68%. Nie wykazano 

statystycznie znamiennych różnic pomiędzy działaniem leku w dawce 10 

i 20 mg/kg (Rys. 1). Dokomorowe iniekcje dantrolenu nie tylko nie miały 

działania neuroprotekcyjnego, lecz indukowały wzrost uszkodzenia mózgu 

o około 41,92%, w porównaniu z mózgami zwierząt kontrolnych, trakto­

wanych DMSO (Rys.1) Ocena makroskopowa potwierdziła neuroprotekcyj-

ne działanie dantrolenu podanego dootrzewnowo (Rys.2). 

Wolumetryczna ocena wielkości lezji wykazała istotne różnice w objętości 

ubytku tkanki nerwowej u szczurów leczonych i nieleczonych dantrolenem. 

Jak już wspomniano, u zwierząt nie traktowanych dantrolenem objętość 
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zdrowych tkanek wynosiła 49,85 % w stosunku do kontrolnej półkuli kon-

tralateralnej, podczas gdy po dootrzewnowym podaniu dantrolenu do-

otrzewnowo objętość zdrowych tkanek wynosiła 84,81% (Rys. 3). 

Na podstawie przeprowadzonych badań można stwierdzić, że dantrolen 

podany obwodowo posiada znaczący potencjał neuroprotekcyjny w mode­

lu asfiksji okołoporodowej u siedmiodniowych szczurów 

4.1.2.2. Dantrolen a zaburzenia behawioralne po hipoksji-ischemii 

Przeprowadzone odrębnie badania funkcji sensoromotorycznych na zwie­

rzętach nie operowanych, kontrolnych wykazały, że podanie dantrolenu nie 

wpływa na ich aktywność ruchową w otwartym polu. Całkowity dystans 

przebyty przez szczury kontrolne, nie poddane hipoksji- ischemii, którym 

podano dootrzewnowo dantrolen w dawce 10 mg/kg wynosi 669 cm, zaś 

w przypadku zwierząt, które otrzymały tylko iniekcje rozpuszczalnika dan­

trolenu DMSO 699 cm. Podobnie liczba wejść do strefy centralnej w przy­

padku zwierząt kontrolnych, traktowanych zarówno dantrolenem jak 

i DMSO jest podobna. Szczury, które otrzymały dantrolen, wchodziły do 

strefy centralnej średnio 4,2 razy, zaś szczury potraktowane DMSO do 

strefy centralnej weszły 5,3 razy (Rys.4) 

Badania przeprowadzone na szczurach operowanych, poddanych hipoksji-

-ischemii wykazały, że podanie dantrolenu spowodowało znaczne obniże­

nie ich aktywności ruchowej, nawet poniżej poziomu obserwowanego 

w grupie kontrolnej, nie operowanej, a traktowanej tylko dantrolenem. 

Zwierzęta te przebyły średnio dystans 563 cm. U zwierząt tych podanie 

dantrolenu spowodowało także zmniejszenie liczby wejść do strefy central­

nej do poziomu nawet poniżej kontroli (3,92 wejść) (Rys. 5). 

4.1.3. Wpływ dantrolenu na temperaturę ciała osesków 
szczurzych poddanych hipoksji-ischemii 

Temperatura ciała a przede wszystkim mózgu, ma ogromny wpływ na skut­

ki niedokrwienia mózgu. Wiele leków wykazuje działanie neuroprotekcyjne 

poprzez indukcję hipotermii poischemicznej. Dla wykluczenia możliwości, 

że neuroprotekcyjne działanie dantrolenu wynika z wpływu tego leku na 

temperaturę ciała osesków szczurzych, przeprowadzono kontrolę tempe­

ratury ciała zwierząt w opisanych wyżej eksperymentach. Pomiary tempe­

ratury ciała w rectum wykazały, że u szczurów poddanych hipoksji-ische-

mii i otrzymujących dantrolen zaobserwowano umiarkowaną hipotermię 

w porównaniu z temperaturą ciała zwierząt kontrolnych (hipoksja - ische­

mia nie leczona). Podanie dantrolenu spowodowało spadek temperatury 
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w rectum o ok. 1°C. (Rys. 6). Wydaje się jednak, że nie można wiązać neu-

roprotekcji z hipotermią, ponieważ rozpuszczalnik, DMSO powodowa! tak­

że obniżenie temperatury, ale bez oznak neuroprotekcji. W przypadku do-

komorowych iniekcji dantrolenu u badanych zwierząt hipotermii nie stwier­

dzono. 

4.1.4. Wpływ dantrolenu na mobilizację wapnia wewnątrzkomórkowego 
w hipokampie osesków szczurzych in vivo 

Dantrolen jest tradycyjnie uważany za substancję hamującą mobilizację 

wapnia wewnątrzkomórkowego zachodzącą za pośrednictwem receptorów 

rianodynowych. W tej pracy, dla testowania hipotezy o takim właśnie me­

chanizmie neuroprotekcyjnego działania dantrolenu, opracowałam model 

zjawiska wywołanego przez pobudzenie receptorów NMDA indukowanego 

przez wapń wyrzutu wapnia w hipokampie osesków szczurzych in vivo. 

Jest on oparty na mikrodializie hipokampa połączonej z badaniem stężenia 

jonów wapnia w dializacie i wypływu 45Ca po wyznakowaniu izotopem en­

dogennej puli wapnia. Pomiar wywołanego przez NMDA obniżenia całko­

witego stężenia jonów wapnia w dializacie był wskaźnikiem napływu wap­

nia do neuronów, natomiast wyrzut 45Ca do dializatu odzwierciedlał mobi­

lizację wapnia wewnątrzkomórkowego. Badałam wpływ dantrolenu na to 

ostatnie zjawisko. 

4.1.4.1. Zmiany zewnątrzkom orkowe go stężenia wapnia w hipokampie 
osesków szczurzych in vivo wywołane przez NMDA 

Do oceny zmian w stężeniu jonów wapnia w przestrzeni zewnątrzkomór-

kowej hipokampa posłużono się metodą mikrodializy połączoną z bada­

niem stężenia wapnia w dializacie przy użyciu mikroelektrody jonoselek­

tywnej wrażliwej na wapń. Podanie 5 mM NMDA przez 20 min. do bez-

wapniowego medium dializacyjnego, spowodowało gwałtowne obniżenie 

stężenia wapnia w dializacie otrzymanym z zakrętu zębatego siedmiodnio­

wego szczura. Maksymalne obniżenie stężenia jonów wapnia w dializacie 

po podaniu NMDA wynosiło ok. 70%. Po zaprzestaniu dodawania NMDA 

do medium dializacyjnego, po ok. 30-60 min. stężenie wapnia zewnątrz-

komórkowego osiągnęło poziom wyjściowy (Rys. 7). 

4.1.4.2. Wyrzut nagromadzonego wapnia radioaktywnego wywołany 
przez NMDA w zakręcie zębatym siedmiodniowego szczura: 
mechanizm i wpływ dantrolenu 

W eksperymentach, w których za pomocą izotopu 45Ca wyznakowano en­

dogenną pulę wapnia w hipokampie poprzez sondę dializacyjną, a następ­

nie badano wypływ wapnia radioaktywnego do dializatu, mimo opisanego 
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powyżej obniżenia stężenia jonów Ca 2+ zaobserwowano wzrost poziomu 

wapnia radioaktywnego w dializacie wywołany podaniem 5 mM NMDA. 

W dializacie uzyskanym z zakrętu zębatego siedmiodniowego szczura po­

ziom wapnia radioaktywnego wzrósł 50-krotnie w stosunku do poziomu 

wyjściowego. Natomiast w przypadku mikrodializy zakrętu zębatego doro­

słego szczura poziom radioaktywnego wapnia oznaczanego w dializacie 

był 1 6-krotnie wyższy w stosunku do poziomu obserwowanego w kontro­

li, przed podaniem NMDA (Rys.8). 

Dla sprawdzenia, czy zaobserwowany wyrzut wapnia radioaktywnego 

można wiązać ze zjawiskiem wywołanego przez wapń wyrzutu wapnia 

(ang. CICR) za pośrednictwem wewnątrzkomórkowych kanałów wapnio­

wych wrażliwych na rianodynę, do opisanego powyżej układu doświadczal­

nego dodano inhibitory CICR: 250 pM rianodynę lub 100 pM dantrolen. 

Po dodaniu NMDA do medium dializacyjnego zawierającego rianodynę 

w podanym wyżej stężeniu obserwowano w początkowej fazie 1 5% 

wzrost wyrzutu wapnia radioaktywnego w dializacie, w porównaniu do 

efektu obserwowanego w kontroli (Rys. 10). Następnie obserwowano nie­

znaczne obniżenie późnej fazy wyrzutu 45Ca. Natomiast wyrzut wapnia ra­

dioaktywnego wywołany przez 5 mM NMDA zahamowany był w ok. 50% 

przez 100 pM dantrolen (Rys. 9). 

Tak więc badania mikrodializy zakrętu zębatego wykazały, że w neuronach 

hipokampa noworodków szczurów poddanych pobudzeniu przez selektyw­

nego agonistę receptorów NMDA ma miejsce mobilizacja jonów wapnia 

z wewnątrzkomórkowych zasobów, silniej wyrażona niż u szczurów doro­

słych. Ten efekt wykazał ograniczoną wrażliwość na rianodynę, stwierdzo­

no natomiast silne hamujące działanie dantrolenu. 

4.1.5. Ekspresja receptorów rianodynowych w mózgu 
siedmiodniowych osesków szczurzych 

Badanie autoradiograficzne miejsc wiążących [3H]rianodynę wykazało, że 

w porównaniu z mózgami dorosłych szczurów ekspresja receptorów riano­

dynowych w mózgach siedmiodniowych szczurów jest na bardzo niskim 

poziomie (Rys. 11). Na podstawie analizy gęstości występowania miejsc 

wiążących rianodynę na trzech poziomach reprezentujących struktury 

o różnym filogenetycznie wieku w mózgu siedmiodniowego szczura, naj­

większą gęstość receptorów rianodynowych zaobserwowano w korze czo­

łowej i prążkowiu (poziom 1), a najmniejszą w śródmózgowiu (Rys.12). 
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4.1.5.1. Próba powiązania neuroprotekcji wywołanej przez dantrolen w róż­
nych okolicach mózgu z rozkładem miejsc wiążących rianodynę 

Aby zbadać występowanie korelacji między neuroprotekcją wywołaną 

przez dantrolen a gęstością receptorów rianodynowych w różnych okoli­

cach mózgu, wykorzystano metodę pomiarów powierzchni zachowanej 

tkanki półkul mózgowych u szczurów poddanych hipoksji-ischemii, leczo­

nych i nieleczonych dantrolenem. Na histogramie (Rys. 12) przedstawiono 

zachowaną powierzchnię lewej półkuli na wszystkich analizowanych pozio­

mach u zwierząt poddanych hipoksji-ischemii, leczonych i nieleczonych 

dantrolenem. Uzyskane wyniki wskazują, że tylko na 1 poziomie po­

wierzchnia zachowanej tkanki nerwowej u zwierząt leczonych dantrolenem 

jest większa niż u zwierząt kontrolnych. To świadczy, że tylko w najmłod­

szych filogenetycznie strukturach, gdzie ekspresja receptorów rianodyno­

wych jest największa, można zaobserwować oznaki neuroprotekcji wywo­

łane przez dantrolen. Różnice jakościowe pomiędzy obu badanymi para­

metrami uniemożliwiły ilościowe zbadnie zależności pomiędzy nimi. Nie są 

one znamienne statystycznie, ale pokazują pewną tendencję. W przypadku 

poziomów 2 i 3 różnic między mózgami zwierząt leczonych i nieleczonych 

dantrolenem praktycznie nie zaobserwowano. 

4.2. Mechanizmy neuroprotekcyjnego działania dantrolenu: 
badania in vitro 

4.2.1. Badanie wpływu dantrolenu na uwalnianie wapnia 
przez receptory rianodynowe we frakcji mikrosomalnej 
mózgu osesków szczurzych 

W badaniu mającym na celu ujawnienie wyrzutu wapnia z izolowanej frak­

cji mikrosomalnej mózgu 7-dniowych szczurów zastosowano izotop 45Ca, 

którym znakowano wapń pobierany przez mikrosomy a następnie induko­

wano wyrzut wapnia do medium inkubacyjnego, stosując znane z literatu­

ry czynniki aktywujące receptory rianodynowe. Następnie zbadano wpływ 

dantrolenu na indukowany w ten sposób wyrzut 45Ca z mikrosomów. 

4.2.2. Wyrzut wapnia z mikrosomów mózgu 
osesków szczurzych 

Doświadczenia przeprowadzone na frakcji mikrosomalnej izolowanej z mó­

zgów siedmiodniowych szczurów wykazały, że w zastosowanych warun­

kach mikrosomy pobierają wapń. Są jednak znaczne różnice pomiędzy po­

szczególnymi preparatami mikrosomów w pobieraniu wapnia. Po osiągnię­
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ciu stanu równowagi, dodawano do środowiska inkubacyjnego kofeinę, 

specyficznego pozytywnego modulatora receptorów rianodynowych. Po­

danie kofeiny w wysokim stężeniu milimolarnym nie indukowało wyrzutu 

wapnia z mikrosomów 7-dniowych szczurów (wyniki nie przedstawione 

w pracy). Zastosowano alternatywne, opisane w literaturze, czynniki sty­

mulujące wyrzut wapnia za pośrednictwem receptorów rianodynowych, po­

legające na użyciu kombinacji 0,02% etanolu i 0,1 mM H202, lub na utle­

nianiu grup SH przez DTNB. Badania kontrolne wykazały, że obecność 

0,02% etanolu nie miało wpływu na pobieranie 45Ca przez mikrosomy mó­

zgu osesków szczurzych a także, że dodanie wyłącznie etanolu w poda­

nym wyżej stężeniu lub tylko 0,1 mM H202, nie indukowało wyrzutu wap­

nia nagromadzonego w mikrosomach (dane nie umieszczone w pracy). 

Zaobserwowano natomiast, że podanie do roztworu inkubacyjnego zawie­

rającego roztwór etanolu 0,1 mM H202 powodowało uwalnianie do me­

dium wapnia radioaktywnego nagromadzonego przez mikrosomy (Rys. 

1 3). Efekt ten okazał się jednak niewrażliwy na podanie 100 pM roztwo­

ru czerwieni rutenowej, niespecyficznego, ale silnego antagonisty recepto­

rów rianodynowych (Por. rys. 13 i 14). 

Także dodanie do standardowego medium inkubacyjnego 1 mM DTNB 

prowadziło do uwolnienia 45Ca poprzednio nagromadzonego w mikroso­

mach (Rys. 1 5). Jednak podobnie jak w przypadku wyrzutu wapnia wywo­

łanego przez wodę utlenioną w obecności etanolu, ten efekt nie był hamo­

wany przez 100 pM czerwień rutenową (wyniki nie przedstawione w tej 

pracy). 

4.2.3. Wpływ dantrolenu na uwalnianie wapnia przez mikrosomy izolowa­
ne z mózgów siedmiodniowych szczurów 

Dodanie do mieszaniny inkubacyjnej 30 pM dantrolenu, lub występujące­

go w odpowiednim stężeniu rozpuszczalnika dla dantrolenu - DMSO, nie 

miało znaczącego wpływu na wyrzut 45Ca z mikrosomów mózgu 7-dnio­

wych szczurów, wywołany przez dodanie 0,1 mM H202 w obecności 

0,02% etanolu (Rys. 1 6). Podobnienie obserwowano hamującego wpływu 

dantrolenu na wywołany przez 1 mM DTNB wyrzut wapnia z mikrosomów 

mózgu osesków szczura (Rys. 17). Natomiast w obecności DMSO, roz­

puszczalnika dantrolenu, wyrzut 45Ca indukowany przez DTNB był całkowi­

cie zahamowany. Obecność w roztworze z 30 pM dantrolenu wraz 

z DMSO przywracała w pełni efekt DTNB. 

61 
http://rcin.org.pl



Wyniki 

4.2.4. Występowanie podtypu RyR2 receptora rianodynowego 
we frakcji mikrosomalnej mózgu osesków szczurzych 

Badania immunoreaktywności frakcji mikrosomalnej wykazały, że w mózgu 

siedmiodniowych osesków szczurzych, podobnie jak to ma miejsce w mó­

zgu szczurów dorosłych, intensywnie ekspresjonowana jest izoforma RyR2 

(sercowa) receptora rianodynowego (Rys. 18). Nie zaobserwowałam im­

munoreaktywności z przeciwciałami przeciw receptorom rianodynowym ty­

pu 1 (wyniki nie prezentowane w niniejszej pracy). 

4.2.5. Wpływ dantrolenu na neurotoksyczność wywołaną przez glutami­
nian w komórkach ziarnistych móżdżku 

Inkubacja komórek ziarnistych móżdżku z 1 mM glutaminianem i 0,3 mM 

NMDA przez 30 min. spowodowała spadek przeżywalności neuronów 

oznaczanej po 24 godzinach. Dodanie 30 pM dantrolenu do medium in-

kubacyjnego na 30 min. przed dodaniem neurotoksyny i w czasie inkuba­

cji częściowo zapobiegało neurodegeneracji wywołanej przez obie neuro­

toksyny (Rys. 19). 

4.2.6. Wpływ dantrolenu na aktywność receptora NMDA 
w komórkach ziarnistych móżdżku 

4.2.6.1. Pobieranie radioaktywnego wapnia przez komórki ziarniste móżdżku 
w warunkach aktywacji receptorów NMDA 

Ostra neurotoksyczność glutaminianu jest wiązana zarówno z aktywacją re­

ceptorów NMDA i napływem przez nie wapnia zewnątrzkomórkowego, jak 

i dodatkowo z mobilizacją wapnia wewnątrzkomórkowego. Hamowanie 

obu tych mechanizmów może powodować neuroprotekcję. Mobilizacja 

wapnia wewnątrzkomórkowego jest powszechnie uważana za cel hamują­

cego i neuroprotekcyjnego działania dantrolenu. Ponieważ nie znalazłam 

informacji w literaturze na temat wpływu dantrolenu na aktywność recep­

tora NMDA, podjęłam próbę zbadania tego zagadnienia. Dla aktywacji re­

ceptorów NMDA zastosowano selektywnego agonistę tych receptorów, po­

danego w warunkach optymalnych dla otwarcia kanału, to jest w obecno­

ści glicyny i przy braku magnezu w medium. Wskaźnikiem napływu wap­

nia zewnątrzkomórkowego za pośrednictwem receptorów NMDA było po­

bieranie 45Ca przez neurony. 

10 minutowa inkubacja komórek ziarnistych móżdżku w obecności róż­

nych stężeń NMDA indukowała zależną od stężenia tego agonisty stymu­

lację pobierania wapnia radioaktwnego przez neurony na skutek aktywacji 

receptora NMDA (Rys. 20). 

62 
http://rcin.org.pl



Wyniki 

4.2.6.2. Dantrolen hamuje pobieranie wapnia radioaktywnego przez komórki 
ziarniste móżdżku związane z aktywacją receptorów NMDA 

W doświadczeniach mających na celu zbadanie, czy dantrolen w zakresie 

stężeń od 5.0 do 100 pM wywiera wpływ na wywołane przez NMDA po­

bieranie wapnia radioaktywnego, stosowano NMDA w stężeniu 0,5 mM. 

Wyniki przeprowadzonych badań wskazują, że dantrolen hamuje związane 

z aktywacją receptorów NMDA pobieranie wapnia przez neurony. Dantro­

len hamuje pobieranie radioaktywnego wapnia w sposób zależny od zasto­

sowanego stężenia. Hamujący wpływ dantrolenu obserwujemy już przy za­

stosowaniu stężenia 30 pM, lecz statystycznie znamienne obniżenie po­

bierania wapnia radioaktywnego obserwujemy przy zastosowaniu stężeń 

50 i 100 pM (Rys. 21). Te dane wskazują na hamowanie przez dantrolen 

aktywności receptora NMDA w komórkach ziarnistych móżdżku. 
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5. Dyskusja 

5.1. Potencjał neuro protekcyjny dantrolenu w modelu asfiksji 
okołoporodowej u siedmiodniowych szczurów 

Jak to już omówiono we Wstępie, wyniki wielu poprzednio opublikowanych 

badań wykazały, że dantrolen posiada potencjał neuroprotekcyjny, podczas 

gdy inne badania nie potwierdzały takiego efektu. Jedną z nowych obser­

wacji zawartych w tej pracy jest wykazanie po raz pierwszy, że dantrolen 

działa neuroprotekcyjnie w zwierzęcym modelu asfiksji okołoporodowej. 

Wyniki moich badań wykazały, że dantrolen działa ochronnie na mózgi no­

worodków szczurzych poddanych hipoksji-ischemii. Próba wyjaśnienia me­

chanizmów tego efektu dostarczyła danych wskazujących na możliwość 

nowego, poprzednio nie opisywanego mechanizmu neuroprotekcyjnego 

działania dantrolenu. Ze względu na specyficzne cechy i różnorodność za­

stosowanych metod oraz konieczność pośredniego wnioskowania w opar­

ciu o uzyskane wyniki jak również dane literaturowe, dyskusja każdej gru­

py wyników została poprzedzona krytyczną oceną stosowanej metodologii. 

Informacje zawarte w tej pracy, dotyczące ochronnego działania dantrole­

nu na mózg osesków szczurzych poddanych hipoksji-ischemii, jak również 

szereg danych na temat mechanizmów farmakologicznych działania dan­

trolenu, pochodzą z eksperymentów prowadzonych in vivo lub z badań 

mózgu ex vivo. Najwięcej danych na temat komórkowych mechanizmów 

neuroprotekcyjnego działania dantrolenu uzyskano na podstawie badań in 

vitro na izolowanych frakcjach komórkowych, lub z eksperymentów na 

pierwotnych hodowlach neuronów. 

5.1.1. Model asfiksji okołoporodowej 

Model zwierzęcy asfiksji okołoporodowej, który zastosowałam podejmując 

badania neuroprotekcyjnego działania dantrolenu, jest odmianą powszech­

nie stosowanego od 1960 roku modelu Levine'a (Levine 1 960). Został on 

zmodyfikowany i przystosowany do badań na oseskach szczurzych przez 

Rice'a (Rice i wsp. 1981). W tym modelu ekspozycji na warunki hipoksyj-

ne poddawane są siedmiodniowe szczury, po uprzednim podwiązaniu tęt­

nicy szyjnej wspólnej. Na podstawie porównania różnych parametrów opi­

sujących i określających stopień rozwoju mózgu przyjmuje się, że siedmio­

dniowy szczur odpowiada stopniem rozwoju mózgu siedmiomiesięcznemu 

płodowi ludzkiemu. Dodatkowo symuluje to warunki w jakich znajdują się 
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noworodki przedterminowo urodzone, których nie w pełni rozwinięte mó­

zgi są szczególnie narażone na procesy neurodegeneracyjne (Hagberg 

i wsp. 1997, Nyakas i wsp. 1996). 

Wybór tego właśnie modelu spośród kilku stosowanych sposobów induko­

wania hipoksyjnego uszkodzenia mózgu u niedojrzałych szczurów wynika 

z faktu, że ma on wiele zalet przy stosunkowo niewielkiej ilości wad. Za­

bieg podwiązania tętnicy szyjnej wspólnej przy pewnej wprawie przepro­

wadza się dość szybko i precyzyjnie. Ponadto jest on stosunkowo mało in­

wazyjny i daje duże możliwości pozyskiwania materiału do opracowań sta­

tystycznych. Model ten oprócz wymienionych zalet posiada także i pewne 

wady. W modelu asfiksji okołoporodowej uzyskujemy tylko jednostronne 

uszkodzenie mózgowia, przy braku uszkodzenia innych organów, co nie 

jest obserwowane w patologii ludzkiej. Nie ma też możliwości wielokrotne­

go rejestrowania niektórych parametrów np. niemożliwe jest wielokrotne 

pobieranie próbek krwi. Za korzystną cechę stosowanego przeze mnie mo­

delu można uznać to, że pozwala on badać odroczone skutki asfiksji oko­

łoporodowej (Dell' Anna i wsp. 1991), nie powodując u badanych zwie­

rząt żadnych ubocznych zaburzeń zdrowotnych. Stosowanie jako we­

wnętrznej kontroli strony mózgu nie objętej uszkodzeniem daje możliwość 

standaryzacji wyników. Mimo to obserwuje się dość znaczną zmienność 

wyników u poszczególnych zwierząt, co można skorygować przez zwięk­

szenie liczebności grup doświadczalnych. Model asfiksji okołoporodowej 

jest dobrze scharakteryzowany pod względem hemodynamiki, metaboli­

zmu energetycznego i przemiany białek (Gilland i Hagberg 1 996, Hagberg 

1997). Zapis EEG szczura poddanego eksperymentalnej hipoksji-ischemii 

jest zgodny ze wzorem otrzymanym w warunkach klinicznych po przeby­

tej asfiksji okołoporodowej (Hellstrom-Westas i wsp. 1995). To powoduje, 

że model ten jest szeroko stosowany na świecie. 

5.1.2. Stosowanie dantrolenu jako substancji neuroprotekcyjnej w ische-
mii mózgu 

W tej pracy zwierzęta poddane hipoksji-ischemii były leczone dantrolenem 

podawanym bezpośrednio do komory bocznej mózgu, oraz w iniekcjach 

dootrzewnowych. Domózgowe podawanie leku, podyktowane próbą omi­

nięcia bariery krew-mózg słabo przepuszczalnej dla dantrolenu, było także 

stosowane przez innych autorów (Wei i Perry, 1996, Zhang i wsp. 1993). 

Dotychczas w kilku pracach wykonanych z wykorzystaniem różnych mode­

li in vivo, opisano ograniczony wpływ dantrolenu podawanego obwodowo 

na stopień poischemicznych uszkodzeń mózgu (Zhang i wsp. 1993, Shi-

raishi i Kamiyama 1995), lub nawet brak jego działania (Kross i wsp. 
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1 993). Uważa się, że przyczyną tych niepowodzeń mogło być podanie le­

ku w niewystarczającej dawce i jego słabe przechodzenie przez barierę 

krew - mózg. Dodatkowo, sytuację zaciemnia niepewność, czy substancją 

mająca działanie neuroprotekcyjne jest sam dantrolen, czyjego pochodna. 

Dantrolen jest metabolizowany w wątrobie do 5-hydroksydantrolenu, który 

wpływa relaksacyjnie na mięśnie szkieletowe, lecz nie penetruje bariery 

krew-mózg (Ward i wsp. 1 986). Dlatego dawki wystarczające np. w lecze­

niu hipertermii złośliwej, mogą być zbyt niskie, aby ta przypuszczalna sub­

stancja aktywna osiągała wystarczające stężenie w mózgu. Jednak przed­

stawione już we Wstępie i dyskutowane poniżej dane z literatury, pocho­

dzące z eksperymentów na hodowlach neuronów, wskazują na bezpośred­

nie działanie neuroprotekcyjne dantrolenu. Ponieważ badania porównaw­

cze dystrybucji dantrolenu podanego drogą dootrzewnową i domózgową 

wykazały, że stężenie tego leku w mózgu w przypadku iniekcji dootrzew­

nowych jest znacznie niższe niż domózgowych, uważa się, że nie tylko 5-

hydroksydantrolen, ale także i dantrolen, słabo przenika przez barierę 

krew-mózg (Zhang i wsp. 1993). 

Mimo tych danych u ludzi i zwierząt doświadczalnych obserwowano od­

działywanie na OUN dantrolenu podawanego obwodowo. Manifestowało 

się ono zmianami w aktywności enzymów, w metabolizmie neurotransmi-

terów, oraz w obrazie EEG (Patti i wsp. 1 981, Ward i wsp. 1 986). O dzia­

łaniu terapeutycznym dantrolenu podawanego obwodowo na ośrodkowy 

układ nerwowy świadczy także fakt, że dantrolen bywa stosowany z powo­

dzeniem w złośliwym zespole neuroleptycznym (ang. neuroleptic mali- < 

gnant syndrome) (Jain, 1996). Moje badania wykazały, że dantrolen poda­

wany dootrzewnowo w dawce 10 mg/kg 7 dniowym oseskom szczurzym 

poddanym hipoksji - ischemii wykazał działanie neuroprotekcyjne. Podwo­

jenie dawki leku nie wpłynęło na zmniejszenie lezji. Wyniki prowadzonych 

od dawna badań toksykologicznych ujawniły, że dantrolen podawany w wy­

sokich dawkach, powyżej 10 mg/kg może powodować depresję układu 

oddechowego. Dlatego zaleca się podawanie dantrolenu w zakresie 1-10 

mg/kg (Ward i wsp. 1986). Wei i Perry (1996) wykazali, że dootrzewno­

we podanie dantrolenu w dawce 10 mg/kg bezpośrednio po ischemii, zna­

miennie zmniejszało wywołany przez 5-min. ischemię ubytek neuronów 

w rejonie CA1 hipokampa gerbila. W tych samych badaniach neuroprotek­

cyjne działanie dantrolenu zaobserwowano także, gdy podawano lek 

w wyższych dawkach 25 i 50 mg/kg, jednak dawki te dla większości ba­

danych zwierząt okazały się letalne. Nie wiadomo jednak, co było przyczy­

ną śmierci tych zwierząt. Z drugiej strony, Zhang i wsp. (1 993) wskazali, 

że dantrolen podawany dootrzewnowo nie wywiera działania neuroprotek-
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cyjnego w modelu ischemii globalnej u gerbili w dawce do 1 5 mg/kg. Wy­

niki te zostały również potwierdzone oceną wielkości lezji metodą wolume-

tryczną. W związku z istniejącymi kontrowersjami, moje dalsze badania in 

vivo były prowadzone z użyciem leku w dawce 10 mg/kg. 

W moich badaniach dokomorowe iniekcje dantrolenu nie tylko nie miały 

działania neuroprotekcyjnego, ale indukowały stopień uszkodzenia mózgu 

o około 40% w porównaniu z mózgami zwierząt kontrolnych. Dotychczas 

nie znalazłam w literaturze wytłumaczenia dla tego zjawiska. Wręcz prze­

ciwnie, Zhang i wsp. (1993) wykazali neuroprotekcyjny efekt dantrolenu 

podawanego 30 min po ischemii do komory bocznej u dorosłych gerbili 

poddanych 3 min niedokrwieniu. Być może decydujące znaczenie ma 

zwiększona podatność niedojrzałego mózgu na toksyczne działanie dan­

trolenu. Ponadto wydaje się, że w przypadku osesków szczurzych 7 dni po 

krew - mózg. Jak już wspomniano, dantrolen jest związkiem trudno prze­

chodzącym przez dojrzałą barierę krew-mózg (Wei i Perry 1996). Jednak 

neuroprotekcja u siedmiodniowego szczura, obserwowana po dootrzewno­

wym podaniu dantrolenu, może być wynikiem niedojrzałości bariery krew-

-mózg. Ocenia się, że osiąga ona dojrzałość dopiero między 10 a 1 5 

dniem po urodzeniu (Lewczuk i Sobaniec 1996). Nie bez znaczenia jest 

też fakt, że w moich badaniach dantrolen był podawany 30 min po hipok-

sji-ischemii. W tym okresie po ischemii u dorosłych zwierząt dochodzi do 

zwiększenia przepuszczalności bariery krew - mózg (Pluta i wsp. 1988). 

Powszechnie wiadomo, że obniżenie temperatury mózgu hamuje rozwój 

uszkodzeń neuronów wywołanych niedokrwieniem lub uszkodzeniem me­

chanicznym (Olsen i wsp., 2003). Dotyczy to także asfiksji okołoporodo­

wej (Bona i wsp. 1 997, Caputa i wsp. 2001, Taylor i wsp. 2002, Shanka-

ran i Laptook 2003). 

Bona i wsp. (1998), stosując model asfiksji okołoporodowej u siedmio­

dniowych szczurów identyczny jak używany w mojej pracy wykazali, że 

umiarkowana hipotermia w ciągu pierwszych 6 godzin po hipoksji - ische­

mii działała ochronnie na mózg, zmniejszając stopień uszkodzenia neuro­

nów Oprócz klasycznych badań morfologicznych znalazło to także po­

twierdzenie w testach behawioralnych. Dietrich i wsp. (1993) stwierdzili, 

że u zwierząt dorosłych hipotermia wydłuża czas otwarcia tzw. okna tera­

porodzie przy stosowaniu dantrolenu potrzeby omijania bariery 

5.1.3. Hipotermia jako potencjalny mechanizmem 
neuroprotekcyjnego działania dantrolenu 
w modelu asfiksji okołoporodowej 
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peutycznego dla zastosowania różnych strategii leczenia skutków ischemii. 

Jest jednak sporną sprawa czasu utrzymywania się neuroprotekcji w nie­

których modelach niedokrwienia. Jak twierdzą Dietrich i wsp. (1 993), u do­

rosłych szczurów neuroprotekcyjne działanie hipotermii było znaczące 

3 dni po ischemii, zauważalne 7 dni po ischemii, a ostatecznie zanikło gdy 

badanie przeprowadzono 2 miesiące po niedokrwieniu. 

Badanie neuroprotekcyjnego działania dantrolenu wymagało wiec prze­

prowadzenia badań patofizjologicznych, umożliwiających wykluczenie lub 

potwierdzenie obniżenia temperatury ciała na skutek traktowania dantrole-

nem. Wei i Perry (1996) stwierdzili, że dantrolen w dawce 50 mg/kg po­

dawany dootrzewnowo tylko nieznacznie obniżył temperaturę ciała mierzo­

ną w rectum, oraz temperaturę mózgu u badanych zwierząt, wykluczając 

tym samym możliwość działania dantrolenu poprzez wywołanie hipotermii. 

Moje badania wykazały, że tylko dootrzewnowe podanie dantrolenu powo­

dowało umiarkowaną hipotermię (obniżenie temperatury ciała w rectum 

0 ok. 1°C). Nie podważając powszechnie akceptowanego ochronnego 

wpływu hipotermii na neurony mózgu (Marion i wsp. 1997, Bona 1997) 

wydaje się, że nie należy wiązać wywołanej przez dantrolen neuroprotek­

cji z hipotermią. Po pierwsze, rozpuszczalnik - DMSO powodował także 

obniżenie temperatury w rectum, bez oznak neuroprotekcji. Ponadto Bona 

1 wsp. (1997) wykazali, że obniżenie temperatury ciała aż o 5 °C działa 

ochronnie na mózgi noworodków szczurów poddanych hipoksji-ischemii. 

W moich badaniach po podaniu dantrolenu, jak i DMSO spadek tempera­

tury mierzonej w rectum wynosił tylko ok. 1°C. Efekt ten można raczej 

przypisywać słabej zdolności termoregulacyjnej, typowej dla noworodków. 

Wiadomo również, że produkcja ciepła związana jest ze zużyciem tlenu, co 

może mieć szczególne znaczenie w przypadku zaburzeń oddechowych 

(Puhakka i wsp. 1994). 

5.1.4. Behawioralne aspekty wpływu hipoksji - ischemii 
i neuroprotekcyjnego działania dantrolenu 
w modelu asfiksji okołoporodowej 

W przeprowadzonych przeze mnie badaniach, mających na celu określe­

nie, czy neuroprotekcja wywołana przez dantrolen wiąże się także z popra­

wą funkcjonalną, zbadano zachowanie się szczurów w otwartym polu. Wia­

domo, że odroczonym skutkiem przebytych komplikacji okołoporodowych 

mogą być zaburzenia funkcji poznawczych, pamięci i upośledzenie funkcji 

intelektualnych (Bona 1997, Levine 1991, Hagberg i Hagberg 1993). In­

nym opisanym skutkiem przebytej w tym okresie hipoksji - ischemii są za­

burzenia sensoromotoryczne, oraz upośledzenie sprawności ruchowej 
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(Bona i wsp. 1997). Z kolei niektóre dane z literatury sugerują (Schuur-

man i Traber 1989), że poanoksyjne zaburzenia zachowania się u rozwi­

jających się szczurów mogą dotyczyć przede wszystkim zmian w aktywno­

ści ruchowej zwierząt, obserwowanych tylko w okresię młodzieńczym. 

Więc były przesłanki dla podjęcia w tej pracy badań nad wpływem hipok-

sji - ischemii przebytej w okresie okołoporodowym, na zachowanie się 

szczurów, oraz potwierdzenie na poziomie funkcjonalnym neuro protekcyj­

nego działania dantrolenu, wykazanego metodami morfologicznymi. 

Nowym, nieznanym zagadnieniem był długotrwały wpływ jednorazowego 

podania dantrolenu oseskom szczurzym na zachowanie się zwierząt. Roz­

wijające się neurony są bardzo wrażliwe na nawet krótkotrwałe oddziały­

wanie czynników środowiskowych, do których zaliczono antagonistów re­

ceptorów dla glutaminianu i agonistów receptora GABA, np. etanol. Wyka­

zano, że te czynniki wywołują nadmierne pobudzenie fizjologicznych, „roz­

wojowych" apoptoz w rozwijającym się mózgu (Ikonomidou i wsp. 2000), 

co może prowadzić do uszkodzenia neuronów i powstania zaburzeń czyn­

nościowych. Dotychczas wpływ dantrolenu na rozwijający się mózg nie był 

badany. 

Testy behawioralne u zwierząt w rozwoju nie są powszechnie stosowane. 

Zwykle dotyczą chronicznych stanów patologicznych takich jak epilepsja 

(Kubova i wsp. 2001). Bona i wsp. (1997) w swojej pracy zastosowała 

cztery różne testy behawioralne, pozwalające ocenić stopień upośledzenia 

funkcji sensoromotorycznych u szczurów poddanych hipoksji-ischemii. Ba­

dania Bony wykazały, że wszystkie szczury poddane hipoksji-ischemii wy­

kazywały deficyty sensoromotoryczne lub asymetrię wynikającą z jedno­

stronnego ubytku tkanki nerwowej, w co najmniej jednym teście. Zwierzę­

ta kontrolne w ok. 95% nie wykazywały natomiast takich anomalii w trzech 

lub czterech zastosowanych testach. Testy te jednak przeprowadzane by­

ły na dorosłych (siedmiotygodniowych szczurach). W moich badaniach 

podjęta została próba przeprowadzenia podobnych testów, jednak bez po­

wodzenia. Niejednoznaczność interpretacji zachowań się szczurów i oba­

wa przed subiektywną i tendencyjną oceną zniechęciła mnie do kontynu­

acji tych badań. 

Interesujące i łatwe do zobiektywizowania wydało się natomiast badanie 

zachowania się szczurów w otwartym polu. Testy otwartego pola możliwe 

były do przeprowadzenia nawet na młodych - kilkunastodniowych szczu­

rach (Schuurman i Traber, 1989, Nyakas i wsp. 1996). Ponadto, jak poda­

je literatura, ten rodzaj testów behawioralnych był stosowany także u zwie­

rząt poddanych anoksji lub hipoksji okołoporodowej (Nyakas 1 996 i wsp.) 
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Przeprowadzone przeze mnie badania aktywności ruchowej szczurów pod­

danych hipoksji-ischemii w otwartym polu wykazały, że niektóre parametry 

oceny zachowania tych zwierząt są zmienione. Zaobserwowano, że szczu­

ry poddane H/l nie leczonej, wykazywały zwiększoną aktywność lokomo­

toryczną, miarą której był całkowity dystans przebyty przez badane zwie­

rzęta w porównaniu do szczurów poddanych pozorowanej operacji 

(SHAM) lub do zwierząt po hipoksji - ischemii leczonych dantrolenem. Są 

różnice ilościowe w wynikach doświadczeń, w których badałam wpływ 

dantrolenu na aktywność ruchową szczurów nie operowanych i poddanych 

hipoksji ischemii. Jednak należy ostrożnie traktować obserwacje wskazują­

ce, że przebycie hipoksji - ischemii zwiększa liczbę wejść do strefy cen­

tralnej oraz całkowity dystans przebyty przez zwierzę w czasie testu, w po­

równaniu ze zwierzętami nieoperowanymi. Podobną tendencje można za­

uważyć w grupie szczurów poddanych pozorowanej operacji. Te wyniki po­

chodzą z niezależnych eksperymentów, w których nawet drobne różnice 

zewnętrzne (oświetlenie, wilgotność powietrza, temperatura otoczenia), 

a także różnice w habituacji zwierząt do warunków eksperymentalnych 

mogły wpłynąć na poziom lęku i zachowanie ruchowe zwierząt. 

Jak już wspomniano, hipoksja-ischemia może zaburzać funkcje poznawcze, 

pamięć i upośledzać funkcje intelektualne. W świetle dostępnych danych li­

teraturowych można zastanawiać się, czy efekty zaobserwowane w testach 

behawioralnych mogą mieć związek z ciekawym zespołem chorobowym 

spotykanym u dzieci, zwanym ADHD (ang. Atention Deficit Hyperactivity 

Disorder). Ten skrót stosowany także w terminologii polskiej, oznacza ze­

spół nadpobudliwości ruchowej i zaburzeń koncentracji uwagi. ADHD jest 

jednym z najczęściej występujących zaburzeń wieku rozwojowego. Ocenia 

się, że występuje on u 3-20% dzieci. Cechą charakterystyczną zespołu 

jest występowanie trwałych wzorców zachowania, utrzymujących się przy­

najmniej przez 6 miesięcy, a przejawiających się przede wszystkim jako: 

zaburzenia koncentracji uwagi, nadmierna impulsywność oraz nadruchli-

wość. Patogeneza występowania ADHD nie jest do końca znana. Badania 

wskazują na udział około 20 genów biorących udział w patogenezie 

ADHD. Uważa się, że u jego podłoża może być osłabione neuroprzekaź-

nictwo półkulowe zachodzące za pomocą monoamin, dopaminy i noradre­

naliny (Priest et al. 1995). Wykazano (Oades 2002, Swanson i wsp. 

2000), że u dzieci z ADHD zaburzona jest równowaga między wytwarza­

niem dopaminy i noradrenaliny a neuroprzekaźnictwem zachodzącym za 

ich pośrednictwem. 

Zdaniem niektórych badaczy (Shaywitz i wsp. 1976), wśród skutków hi­

poksji okołoporodowej są objawy przypominające ADHD. Z pewnością jed­

nak asfiksja okołoporodowa nie należy do głównych przyczyn długotermi­
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nowych zaburzeń behawioralnych występujących w ADHD. Nie ma bezpo­

średnich dowodów na związek okołoporodowej hipoksji nie tylko z ADHD, 

ale także z innymi dziecięcymi zaburzeniami psychicznymi np. z dziecięcą 

depresją. Z drugiej jednak strony, selektywny deficyt dopaminy w mózgu 

w trakcie rozwoju dzieci, leżący u podstaw zmian behawioralnych obser­

wowanych w ADHD, może być m. in. spowodowany przebytą asfiksją oko­

łoporodową. Nie można więc wykluczyć związku niedotlenienia okołoporo­

dowego z występowaniem objawów ADHD. 

Behawioralne skutki okołoporodowej asfiksji lub hipoksji można podzielić 

na 2 grupy: nadruchliwość oraz deficyty pamięci i uczenia się. Obydwie 

grupy zaburzeń związanych z zachowaniem występują w ADHD. Anoksja 

okołoporodowa jest przyczyną przejściowej nadruchliwości, którą można 

obserwować u szczurów i myszy (Speiser i wsp. 1983, Dell'Anna i wsp. 

1991, Nyakas i wsp. 1991, Yoshioka i wsp. 1992). Hipoksja hipobarycz-

na indukowana po porodzie może być również przyczyną przejściowej, 

lecz znacznej nadruchliwości u młodych szczurów (Gramatte i Schmidt 

1986, Hermans i Longo 1994). Badano także wpływ hipoksji przebytej 

w okresie okołoporodowym na zachowanie się szczurów dojrzałych. Są 

doniesienia, że stosujący te modele nie obserwowali w badaniach w otwar­

tym polu żadnych zmian w zachowaniu dorosłych szczurów, które przeby­

ły hipoksję okołoporodową (McCullough i Blackman 1976). Inni badacze 

w podobnych eksperymentach obserwowali nadmierną ruchliwość (Gross 

i Lun 1985, Lun i wsp 1990). Natomiast Nyakas i wsp. (1991) zaobser­

wowali, że u 1 dniowych szczurów poddanych anoksji wystąpiła hipoak-

tywność, a po niej hiperaktywność, obserwowana w wieku dojrzałym. 

Tak więc, dane literaturowe na temat zachowania zwierząt poddanych hi­

poksji lub ischemii w okresie okołoporodowym są sprzeczne i nie można 

jednoznacznie stwierdzić jak komplikacje okołoporodowe wpływają na ak­

tywność ruchową zwierząt. Ponadto interpretując uzyskane przeze mnie 

wyniki, należy uwzględnić możliwość, że wobec zwiększenia pod wpły­

wem H/l liczby wejść do strefy centralnej przy niezmienionym w porówna­

niu z grupą SHAM całkowitym dystansie przebytym przez szczury w cza­

sie testu, zamiast o hiperaktywności, powinno się mówić o obniżonym pro­

gu lęku, co skłania szczury do eksploracji miejsc zwykle unikanych. 

Uzyskane w testach behawioralnych dane wskazują, że dantrolen sprowa­

dzał wyniki charakteryzujące aktywność ruchową szczurów po hipoksji -

ischemii do poziomu niższego niż u zwierząt kontrolnych. Obniżenie pohi-

poksyjnej aktywności ruchowej, to wynil< częściowo korespondujący z za­

obserwowaną w tej pracy neuroprotekcją wywołaną przez dantrolen. Jed-
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nak fakt obniżenia tej aktywności do poziomu niższego niż u zwierząt kon­

trolnych mógłby wskazywać na wpływ nawet jednorazowego podania dan-

trolenu oseskom szczurzym na ich zachowanie obserwowane w okresie 

młodzieńczym. Dane Wei i Perry'ego (1996) wskazują, że gerbile podda­

ne 5 min. ischemii i leczone dantrolenem były mniej aktywne ruchowo niż 

zwierzęta z grupy kontrolnej. Zwierzęta te miały objawy zbliżone do letar­

gu, które utrzymywały się przez dwa dni. Zaobserwowane przez nich zmia­

ny w zachowaniu były zależne od zastosowanej dawki leku. Najcięższe za­

burzenia aktywności ruchowej wykazywały zwierzęta, które otrzymały dan-

trolen w dawce 50 mg/kg. W przypadku zastosowania leku w dawce 10 

mg/kg aktywność ruchowa gerbili była jednak podobna do obserwowanej 

w grupie kontrolnej, poddanej tylko niedokrwieniu. Wyniki te sugerują, że 

dantrolen może przez krótki czas zaburzać funkcje ruchowe dorosłych 

zwierząt. 

W dostępnej literaturze nie znalazłam danych o tym, czy zastosowanie 

dantrolenu u szczurów niedojrzałych stwarza również ryzyko wystąpienia 

podobnych nieprawidłowości, i czy mogą one mieć charakter utrwalony. 

Wystąpienie zaburzeń behawioralnych u niedojrzałych zwierząt, niezdol­

nych do samodzielnego życia, zawsze wiąże się z ryzykiem odrzucenia 

a nawet wyeliminowania inaczej zachowujących się młodych przez matkę. 

Podobne zjawisko zaobserwowali Gilland i Hagberg (1997) u szczurów 

poddanych hipoksji-ischemii i leczonych MK-801. Szczury te rozwinęły hi-

potermię, co było przez autorów interpretowane jako częściowy efekt 

zmienionego zachowania, ponieważ nie były tolerowane, a więc i ogrzewa­

ne przez matkę. Zastosowana przez mnie dawka dantrolenu - 10 mg/kg 

nie wywoływała letargu, ani zaburzeń ruchowych u osesków szczurzych 

badanych w krótkich czasach po iniekcji. W moich badaniach nie zaobser­

wowałam także odrzucenia przez matkę zwierząt traktowanych dantrole­

nem. 

W świetle omówionych powyżej danych sprawdzono, czy jednorazowe po­

danie dantrolenu naiwnym siedmiodniowym oseskom szczurzym pociąga 

za sobą ryzyko zmian w zachowaniu. Zachowanie tych zwierząt w otwar--^^ 

tym polu, gdy osiągnęły 21 dni porównywano do behawioru szczurów, któ­

re otrzymały iniekcje rozpuszczalnika dantrolenu - DMSO. Wyniki badania 

zachowania szczurów w otwartym polu wskazują, że podanie dantrolenu 

w dawce 10 mg/kg nie powoduje zaburzeń behawioralnych u zwierząt nie 

poddanych hipoksji - ischemii i nie ma wpływu na zachowanie się zwie­

rząt w teście otwartego pola. Zaobserwowane niewielkie różnice w ilości 

wejść do strefy centralnej nie są istotne statystycznie. A więc efekt obniże­

75 
http://rcin.org.pl



Dyskusja 

nia przez dantrolen aktywności ruchowej u szczurów, które przebyły hipok-

sję - ischemię, do poziomu poniżej kontroli, można przyczynowo wiązać 

z hipoksją - ischemią i być może jest on odbiciem działania neuroprotek-

cyjnego dantrolenu. 

5.2. Mechanizmy neuroprotekcyjnego działania dantrolenu 
w modelowej asfiksji okołoporodowej u osesków 
szczurzych 

5.2.1. Receptory rianodynowe jako potencjalny punkt uchwytu dantrole­
nu w neuronach mózgu 

Dantrolen jest stabilizatorem wewnątrzkomórkowej homeostazy wapnia 

w mięśniach szkieletowych, działającym hamująco na aktywność recepto­

rów rianodynowych, przez co obniżającym intensywność indukowanego 

przez wapń wyrzutu wapnia z zasobów magazynowanych w siateczce en-

doplazmatycznej (Zhang i wsp. 1993, Ellis i Carpenter 1972). Wyniki licz­

nych badań przeprowadzonych na przełomie lat osiemdziesiątych i dzie­

więćdziesiątych ubiegłego wieku, z wykorzystaniem pierwotnych hodowli 

neuronów, uznano za potwierdzające, że ten mechanizm działania dantro­

lenu dotyczy także komórek nerwowych (Rosa i wsp. 1996, Frandsen 

i Schusboe 1 991, 1 992). Jednak, jak to przedstawiono we Wstępie do tej 

rozprawy, pojawiły się wątpliwości, czy ten ogólnie zarysowany mecha­

nizm rzeczywiście dotyczy neuronów mózgu. Stwierdzono, że dantrolen 

wydaje się nie mieć powinowactwa do podtypu „sercowego" receptora ria-

nodynowego RyR2, najobficiej występującego w komórkach nerwowych 

mózgu (Zhao, 2001). W związku z tym, po potwierdzeniu neuroprotekcyj­

nego działania dantrolenu w mózgu osesków szczurzych poddanych mo­

delowej asfiksji okołoporodowej, przedmiotem dalszych badań tej rozpra­

wy było testowanie hipotezy roboczej, że mechanizm tego efektu ma zwią­

zek z hamowaniem przez dantrolen receptorów rianodynowych w mózgu 

7-dniowych szczurów. Te badania zostały przeprowadzone zarówno in vi­

vo, jak i in vitro. 

5.2.1.1. Gęstość receptorów rianodynowych 
w mózgu siedmiodniowych szczurów 

Zastosowana w mojej rozprawie autoradiograficzna analiza miejsc wiążą­

cych znakowane ligandy do skrawków mózgu, przeprowadzona w warun­

kach wykluczających niespecyficzne wiązanie, jest stosowaną szeroko me­

todą badania gęstości różnych receptorów, w tym receptorów rianodyno-
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wych (Jabłońska i wsp. 1998, Salińska i wsp. 2000, Makarewicz i wsp. 

2000). W naszej pracy (Makarewicz i wsp. 2000) niespecyficzne wiąza­

nie [3H]rianodyny do skrawków mózgu szczurów dorosłych i 7-dniowych 

było niezauważalnie niskie, w związku z czym obrazy autoradiograficzne 

wiązania znakowanej rianodyny do skrawków mózgu można uznać za 

wskaźnik lokalizacji i gęstości receptorów rianodynowych w mózgu bada­

nych zwierząt. 

Uzyskane wyniki wiązania [3H]rianodyny w mózgu siedmiodniowych 

szczurów wskazują, że ekspresja receptorów rianodynowych jest tam bar­

dzo niska w porównaniu z ekspresją receptorów rianodynowych w mózgu 

szczurów dorosłych (Makarewicz i wsp. 2000). W mózgach dorosłych 

szczurów szczególnie wysoką gęstość receptorów rianodynowych wykaza­

no w zakręcie zębatym. Podobne rozmieszczenie receptorów rianodyno­

wych u gryzoni laboratoryjnych wykazano w innych pracach (Lai i wsp. 

1992, 1992, Sharp i wsp. 1993). Nasze wyniki wskazują na analogiczne 

rozmieszczenie receptorów rianodynowych w mózgu siedmiodniowego 

szczura, jednak w mózgach osesków gęstość receptorów rianodynowych 

była na znacznie niższym poziomie. 

5.2.1.2. Związek pomiędzy lokalizacją receptorów rianodynowych a neuro-
protekcyjnym działaniem dantrolenu w różnych okolicach mózgu 
siedmiodniowych szczurów 

Poza badaniem mającym na celu ogólne porównanie gęstości miejsc wią­

żących rianodynę w mózgach dorosłych i siedmiodniowych szczurów, 

określono gęstość receptorów rianodynowych w mózgu osesków szczu­

rzych na trzech poziomach, reprezentujących struktury o różnym filogene­

tycznie wieku rozwojowym. Wyniki tych badań pozwalają stwierdzić, że 

struktury filogenetycznie najmłodsze, reprezentowane tu przez korę czoło­

wą i prążkowie, w tym okresie rozwoju mózgu szczura wykazują stosun­

kowo najwyższą gęstość receptorów rianodynowych. Można też zaobser­

wować, że niższa gęstość receptorów rianodynowych występuje w najstar­

szych filogenetycznie strukturach tj. w śródmózgowiu. Taka polaryzacja 

może świadczyć o tym, że podobnie jak w rozwoju filogenetycznym, struk­

tury które w trakcie ewolucji pojawiły się najwcześniej są najsłabiej rozwi­

nięte, także pod względem zawartości w neuronach receptorów rianody­

nowych. Struktury nowe, które pojawiły się u najwyżej zorganizowanych or­

ganizmów, są lepiej rozwinięte i zawierają więcej receptorów rianodyno­

wych. To spostrzeżenie jest potwierdzeniem powszechnie przyjętego, 

ogłoszonego przez Haeckela prawa biogenetycznego (Danowski, 1991). 
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Celem tego badania było sprawdzenie, czy istnieje kolokalizacja recepto­

rów rianodynowych i miejsc w mózgu, gdzie dantrolen wykazuje najsilniej­

sze działanie neuroprotekcyjne. Trzeba jednak uwzględnić fakt, że w sto­

sowanym w niniejszej pracy modelu asfiksji okołoporodowej uszkodzenie 

tkanki nerwowej rozwija się w okolicy ukrwionej przez tętnicę szyjną we­

wnętrzną. Obraz uszkodzenia jest więc bardzo szeroki i zmienny w zależ­

ności od wrażliwości osobniczej zwierząt używanych do eksperymentów 

(Towfighi i wsp. 1991). Ze względu na szeroki i niejednorodny obraz 

zmian morfologicznych obserwowanych w mózgu badanych szczurów, 

oznaczenia ilościowe poszczególnych parametrów i uzyskanie znamienno-

ści statystycznych wymagały przebadania czasami kilkudziesięciu zwie­

rząt. Jednak wykazane w tej pracy różnice jakościowe pomiędzy rozkładem 

receptorów rianodynowych w mózgu (różnorodność ekspresji w różnych 

neuronach nawet w tej samej okolicy) a uszkodzeniem mózgu, mającym 

rozlany charakter i obejmującym duże obszary mózgu, uniemożliwiły prze­

prowadzenie ilościowej analizy 

Ujmując wyniki jakościowo, zaobserwowano tendencję do wj^kszej sku­

teczności terapii dantrolenem w rejonie kory czołowej i prążkowia, gdzie 

była wyższa gęstość receptorów rianodynowych. Nie można jednak stwier­

dzić jednoznacznie, że wykazano tu związek pomiędzy gęstością recepto­

rów rianodynowych a neuroprotekcją wywołaną przez dantrolen. Być mo­

że za wystąpienie tej koincydecji odpowiada inny, niezidentyfikowany do­

tychczas czynnik. W literaturze nie znalazłam na ten temat żadnych da­

nych. 

5.2.1.3. Wpływ dantrolenu na mobilizację wapnia wewnątrzkomórkowego 
w neuronach mózgu siedmiodniowych szczurów in vivo 

Dla zbadania, czy dantrolen ma wpływ na mobilizację wapnia wewnątrzko­

mórkowego w neuronach mózgu 7-dniowych osesków szczurzych, zasto­

sowałam w tej rozprawie model mikrodializy hipokampa połączony z po­

miarem wywołanego przez podanie NMDA uwalniania do dializatu wapnia 

radioaktywnego, którym została oznakowana endogenna pula wapnia (Ła-

zarewicz i wsp. 1995a, 1998). W poprzednich badaniach, prowadzonych 

z wykorzystaniem szczurów dorosłych i mikrodializy rejonu hipokampa wy­

kazano, że podanie NMDA do medium dializacyjnego prowadzi do złożo­

nych odpowiedzi wapniowych. Z jednej strony NMDA indukuje obniżenie 

stężenia jonów wapnia w dializacie, co jest odbiciem obniżenia zewnątrz-

komórkowego stężenia wapnia w hipokampie. Z drugiej strony dochodzi 

do wyrzutu do dializatu 45Ca (tazarewicz i wsp. 1 995a). Intensywność wy­

rzutu 45Ca w różnych rejonach okolicy hipokampa (największa w zakręcie 
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zębatym i sektorze CA4, słabsza w sektorze CA1 hipokampa właściwego, 

a brak wyrzutu a nawet obniżenie wypływu 45Ca w subiculum), pokrywa 

się z lokalizacją miejsc wiążących [3H]rianodynę w hipokampie dorosłego 

szczura (tazarewicz i Rybkowski 1 996, Salińska i wsp. 2000, Makarewicz 

i wsp. 2000). Na podstawie tej zbieżności, a co najważniejsze właściwości 

farmakologicznych badanego efektu (zależnej od stężenia dwufazowej mo­

dulacji przez rianodynę) zidentyfikowano go jako indukowany przez wapń 

wyrzut wapnia z zasobów wewnątrzkomórkowych za pośrednictwem recep­

torów rianodynowych (tazarewicz i wsp. 1998). Ta metoda została także 

poprzednio zastosowana z powodzeniem w badaniu mobilizacji wapnia 

w prążkowiu osesków szczurzych (tazarewicz i wsp. 1995b). Metoda mi-

krodializy wydała się więc w pełni przydatna dla testowania wpływu dantro-

lenu na mobilizację wapnia wewnątrzkomórkowego w mózgu 7-dniowych 

szczurów, tym bardziej iż w poprzednich eksperymentach prowadzonych na 

dorosłych szczurach wykazano hamujący wpływ dantrolenu na indukowany 

przez NMDA wyrzut 45Ca w hipokampie (tazarewicz i wsp. 1 998). 

Przedstawione w tej rozprawie wyniki przeprowadzonych przeze mnie ba­

dań wpływu podania NMDA do medium dializacyjnego na poziom radioak­

tywności 45Ca i zmiany stężenia wapnia w dializacie zakrętu zębatego 

i sektora CA4 hipokampa siedmiodniowych szczurów (Makarewicz i wsp. 

2000) są w wielu punktach zbieżne z cytowanymi wyżej wynikami badań 

dorosłych szczurów (tazarewicz i wsp. 1998). Wykazano, że podanie do 

medium mikrodializacyjnego 5 mM NMDA indukuje w zakręcie zębatym 

u niedojrzałych szczurów spadek stężenia jonów Ca2+ w dializacie, obser­

wowany także u szczurów dorosłych (tazarewicz i wsp. 1995). W przy­

padku pomiaru stężenia jonów wapnia, do eksperymentów mikrodializacyj-

nych użyto medium bezwapniowego, dlatego zgodnie z zasadą badań mi-

krodializacyjnych (Benveniste i wsp. 1984) zmiany w stężeniu wapnia 

w dializacie odzwierciedlają zmiany w stężeniach wapnia zewnątrzkomór-

kowego w badanym rejonie. Oznacza to, że podanie NMDA do zakrętu zę­

batego u dorosłych jak również i siedmiodniowych szczurów, wywołuje 

gwałtowny, długotrwały spadek stężenia wapnia zewnątrzkomórkowego, 

świadczący o masowym napływie wapnia do neuronów za pośrednictwem 

receptorów NMDA. Podobny efekt zaobserwowano także in vivo w prążko­

wiu noworodków szczurzych (tazarewcz i wsp. 1 995) oraz in vitro na izo­

lowanych skrawkach hipokampa (Arens i wsp. 1 992). W zakręcie zębatym 

zarówno siedmiodniowego oseska jak i dorosłego szczura indukowanemu 

przez NMDA napływowi wapnia do neuronów towarzyszył masowy wyrzut 

wapnia z magazynów wewnątrzkomórkowych (tazarewicz i wsp. 1998, 

Makarewicz i wsp. 2000). Uzyskane przeze mnie wyniki pokazują jednak, 
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że zarówno spadek zewnątrzkomórkowego stężenia wapnia jak i wyrzut 
45Ca są w mózgu siedmiodniowego szczura silniej wyrażane niż w mózgu 

szczura dorosłego. Znacznie silniejsze odpowiedzi na NMDA obserwowa­

ne u osesków szczurzych w porównaniu ze szczurami dorosłymi można 

wiązać z różnicami rozwojowymi w przekaźnictwie sygnału za pośrednic­

twem receptorów NMDA. Chaudieu i wsp. (1991) zaobserwował w mó­

zgach niedojrzałych szczurów przejściowe zwiększenie gęstości recepto­

rów NMDA. Nasilenie tego zjawiska obserwowano jednak w nieco później­

szym wieku, między 14-21 dniem życia, nie zaś u siedmiodniowych 

szczurów. Ponadto wielu autorów (Mc Donald i Johnston, 1 990, Watanabe 

i wsp. 1992, Monyer i wsp. 1994, Sheng i wsp. 1994,) wykazało, że za 

to zjawisko obserwowane u siedmiodniowych szczurów mogą być odpo­

wiedzialne nieco inne właściwości receptorów NMDA niż w przypadku 

szczurów dorosłych. Silniejsza odpowiedź na NMDA obserwowana w mó­

zgach siedmiodniowych szczurów może być efektem występowania różnic 

w regulacji receptora NMDA, w szczególności zaś słabszego bloku magne­

zowego (Tsumoto i wsp. 1 987, Ben-Ari i wsp. 1 988) 

Tak scharakteryzowany model wywołanego przez pobudzenie receptorów 

NMDA indukowanego przez wapń wyrzutu wapnia wewnątrzkomórkowe­

go w hipokampie 7-dniowych osesków szczurzych został poddany bada­

niu narzędziami farmakologicznymi, rianodyną i dantrolenem. Rianodyna 

w wysokich mikromolarnych stężeniach wiążąc się specyficznie do recep­

tora rianodynowego zlokalizowanego w błonach siateczki śródplazmatycz-

nej blokuje w nim kanał wapniowy (McPherson i wsp. 1991). Dantrolen 

także blokuje indukowany przez wapń wyrzut wapnia w komórkach mięśni 

szkieletowych, hamując w ten sposób mobilizację wapnia wewnątrzkomór­

kowego (Ohta i Ogha 1 990). Opisywany był także efekt hamowania przez 

dantrolen wywołanej przez kwas glutaminowy lub NMDA mobilizacji wap­

nia w pierwotnych hodowlach neuronów (Frandsen i Schousboe 1993). 

tazarewicz i wsp. (1998) wykazali, że dodanie 250 pM rianodyny lub 

100 (JM dantrolenu silnie hamowało wywołany przez podanie NMDA wy­

rzut 45Ca w zakręcie zębatym dorosłych szczurów. Moje badania wykazały 

jednak, że w zakręcie zębatym osesków szczurzych podanie do medium 

dializacyjnego rianodyny w stężeniu 250 (JM słabo hamowało wyrzut wap­

nia radioaktywnego do dializatu. Natomiast, podobnie jak w przypadku 

szczurów dorosłych, efekt ten był silnie hamowany przez 100 pM dantro­

len. Tak więc, choć wyniki moich badań wyraźnie wskazują na hamowanie 

przez dantrolen wywołanego przez NMDA wyrzutu wapnia radioaktywne­

go w rejonie hipokampa osesków szczurzych, badania tej pracy nie wyja­

śniły, czy obserwowany efekt jest odbiciem hamowania mobilizacji wapnia 
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zachodzącej za pośrednictwem receptorów rianodynowych. Brak istotnego 

wpływu hamującego rianodyny na wywołany przez NM DA wyrzut 45Ca 

w hipokampie osesków szczurzych, w odróżnieniu od szczurów dorosłych, 

można próbować tłumaczyć różnicami w protokole eksperymentów. Ze 

względu na wysoką śmiertelność i dużą wrażliwość noworodków szczu­

rzych na przedłużające się uśpienie halotanem, w moich doświadczeniach 

NMDA było podawane do medium mikrodializacyjnego tylko jednorazowo, 

natomiast w protokole doświadczeń stosowanym przez tazarewicza i wsp. 

(1998) NMDA podawano dwukrotnie. Ivanenko i wsp. (1993) wykazali, 

że w modelu in vitro w komórkach Purkinjego rianodyna hamuje wyrzut 

wapnia wywołany przez kofeinę tylko wówczas, gdy kofeina jest podawa­

na w dwóch kolejnych pulsach, natomiast jednokrotne podanie kofeiny re­

akcji takiej nie powoduje. Z drugiej jednak strony opisane powyżej wyniki 

badań autoradiograficznych wskazują na niską ekspresję receptorów riano­

dynowych w mózgu noworodków szczurzych, co skłania do ostrożnego 

przyjmowania możliwości znaczącego udziału tych receptorów w mobiliza­

cji wapnia w hipokampie 7 dniowych szczurów. 

5.2.1.4. Wpływ dantrolenu na mobilizację wapnia w mikrosomach izolowa­
nych z mózgu siedmiodniowych osesków szczurzych 

Wobec wątpliwości, związanych z interpretacją wyników badania wpływu 

dantrolenu na mobilizację wapnia wewnątrzkomórkowego w hipokampie 

osesków szczurzych in vivo, dla rozstrzygnięcia czy dantrolen hamuje wy­

rzut wapnia z zasobów w cysternach siateczki endoplazmatycznej neuro­

nów, ze szczególnym uwzględnieniem roli receptorów rianodynowych 

w tym procesie, podjęłam stosowne eksperymenty z wykorzystaniem frak­

cji subkomórkowych: mikrosomów i nieoczyszczonych błon, izolowanych 

z mózgu 7-dniowych szczurów. 

5.2.1.4.1. Identyfikacja podtypu receptorów rianodynowych ekspresjono-
wanych w mikrosomach mózgu siedmiodniowych szczurów 

Badania wpływu dantrolenu na uwalnianie wapnia z mikrosomów mózgu 

osesków szczurzych zostały poprzedzone identyfikacją podtypów recepto­

rów rianodynowych ulegających ekspresji w tej frakcji błonowej. Przepro­

wadzone w tej pracy badania immunoreaktywności białek frakcji mikroso-

malnej mózgów siedmiodniowych szczurów pokazały, że podobnie jak 

u szczurów dorosłych dominującą izoformą receptorów rianodynowych jest 

izoforma sercowa (RyR2), której podatność na hamowanie przez dantro­

len jest sporna (Murayama i Ogawa 1996). Jak wykazali Kuwajima i wsp. 

(1992), Lai i wsp. (1 992), Martin i wsp. (1998), ta izoforma receptorów 

rianodynowych najintensywniej ulega ekspresji w mózgach ssaków. Izofor-
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mę sercową receptorów rianodynowych zlokalizowano w hipokampie, den-

drytach, ciałach neuronów a także w zakończeniach nerwowych neuronów 

przodomózgowia. Zgodnie z obserwacjami tych autorów, w mikrosomach 

izolowanych z mózgu nie zaobserwowałam immunoreaktywności z prze­

ciwciałami przeciw receptorom rianodynowym typu 1, charakterystycznymi 

dla mięśni szkieletowych, których wrażliwość na dantrolen jest bezsporna 

(Murayama i Ogawa 1 996). Z braku w dostępnej ofercie handlowej prze­

ciwciał przeciw podtypowi 3 (mózgowemu) receptorów rianodynowych, 

nie byłam w stanie określić udziału tej izoformy w ogólnej puli receptorów 

rianodynowych w mózgu osesków szczurzych. Badania takie, w odniesie­

niu do różnych okolic mózgu dorosłego królika przeprowadzili Murayama 

i Ogawa (1996), którzy zastosowali zsyntetyzowane na zlecenie przeciw­

ciało przeciw RyR3 królika. Wykazali oni, że rejony wzbogacone w „mózgo­

wą" izoformę receptorów rianodynowych to przede wszystkim hipokamp, 

diencephalon, corpus striatum - obszary odgrywające szczególne znacze­

nie w patologiach OUN związanych z niedotlenieniem. Według opinii bada­

czy izoforma „mózgowa" stanowi nie więcej niż 2% całkowitej ilości biał­

ka różnych izoform receptora rianodynowego ulegającego ekspresji w mó­

zgu królika. Są podstawy aby przyjąć, że podobnie niski jest poziom biał­

ka izoformy RyR3 w mózgu siedmiodniowych osesków szczurzych (patrz 

poniżej). 

5.2.1.4.2. Wpływ dantrolenu na wyrzut wapnia w mikrosomach mózgu 

Dla zbadania wpływu dantrolenu na mobilizację wapnia za pośrednictwem 

receptorów rianodynowych we frakcji mikrosomów izolowanych z mózgu 

siedmiodniowych osesków szczurzych zastosowałam metodę opisaną 

przez Shah i wsp. (1987), polegającą na badaniu uwalniania 45Ca z mikro­

somów, które poprzednio nagromadziły znakowany wapń (Shah i wsp. 

1 987). Nowocześniejsze metody badania przepływów wapnia w mikroso­

mach mózgu, oparte na zastosowaniu wrażliwych na wapń sond fluore­

scencyjnych (Michelangeli 1991; Wong i wsp. 1997) uznałam za nieprzy­

datne. Ta opinia wynika między innymi z negatywnych doświadczeń badań 

prowadzonych w naszej pracowni (A. Filip, relacja ustna). Co ważniejsze, 

jak wykazano (Hernandez-Cruz i wsp. 1995) aktywacja przez kofeinę re­

ceptorów rianodynowych wymaga optymalnego stężenia jonów wapnia, co 

w warunkach eksperymentu in vitro można zapewnić poprzez buforowanie 

za pomocą EGTA stężenia wapnia w medium inkubacyjnym. To z kolei 

uniemożliwia stosowanie sond fluorescencyjnych wrażliwych na zmiany 

stężenia jonów wapnia w medium. W mojej pracy zastosowałam bufor Ca-

-EGTA utrzymujący stężenie wolnych jonów Ca2+ na poziomie 0,3 pM, opi­
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sanym przez Hernandez-Cruz i wsp. (1995) jako mieszczące się w prze­

dziale optymalnym dla aktywacji receptora rianodynowego. 

Przyjęta taktyka badań polegała na indukowaniu wyrzutu wapnia z mikro-

somów poprzez aktywację receptorów rianodynowych i zbadaniu wpływu 

dantrolenu na ten efekt. Kofeina w stężeniach milimolarnych jest po­

wszechnie stosowana jako selektywny aktywator receptora/kanału rianody­

nowego. Mechanizm jej działania polega na obniżeniu progu aktywacji te­

go receptora przez jony wapnia, oraz na zwiększeniu wiązania [3H]riano-

dyny do izoformy mięśniowej, a w mniejszym stopniu sercowej receptora 

rianodynowego (Coronado i wsp. 1 994). Istnieją dane wskazujące na brak 

wpływu kofeiny na izoformę mózgową receptorów rianodynowych (RyR3) 

(Murayama i Ogawa 1996). W mojej pracy, mimo wykazania ekspresji 

podjednostki RyR2 we frakcji mikrosomów izolowanych z mózgów sied­

miodniowych szczurów, nie zaobserwowano wyrzutu wapnia z mikroso­

mów poddanych działaniu 1 0 mM kofeiny (dane nie prezentowane). W do­

stępnej literaturze brak jednak wyników podobnych badań prowadzonych 

na frakcjach izolowanych z mózgów siedmiodniowych szczurów Należy 

zauważyć, że jak wykazały badania autoradiograficzne, ekspresja recepto­

rów rianodynowych w mózgach siedmiodniowych szczurów jest bardzo ni­

ska w porównaniu z ekspresją tych receptorów w mózgach zwierząt doro­

słych. Nie można wykluczyć, że w tym preparacie dochodzi do aktywacji 

receptorów rianodynowych przez kofeinę, ale niewielka ilość wapnia uwol­

niona w tych warunkach mogła ulec natychmiastowemu wychwytowi 

zwrotnemu. Ponadto w mojej pracy nie ma bezpośrednich danych, jaka jest 

ekspresja w tej frakcji izoformy RyR3 (mózgowej) receptorów rianodyno­

wych nie wrażliwych na kofeinę. Podjęto wiec próbę zastosowania innych, 

opisanych w literaturze, metod aktywacji receptorów rianodynowych. 

Jedną z takich metod jest jednoczesne zastosowanie niskich stężeń dwu 

niespecyficznie działających substancji: 0,1 mM H202 oraz 4,4 mM 

(0,02%) etanolu. Oba i wsp. (2000), w badaniach przeprowadzonych na 

izolowanych i oczyszczonych receptorach rianodynowych (RyR 1), wbudo­

wanych do podwójnej warstwy lipidowej zaobserwowali, że choć żadna 

z tych substancji w tak niskich stężeniach sama nie aktywuje receptorów 

rianodynowych, ich łączne podanie indukuje przepływ wapnia przez te re­

ceptory. W doświadczeniach tych autorów wyrzut wapnia przez receptory 

rianodynowe zidentyfikowano na podstawie wrażliwości na działanie anta­

gonisty receptorów rianodynowych, czerwieni rutenowej (ang. ruthenium 

red). Oba i wsp. (2000) wykazali, że w ich układzie doświadczalnym czer­

wień rutenowa całkowicie hamowała przepływ wapnia indukowany przy 
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pomocy 0,1 mM H202 wraz z 4,4 mM etanolem. Mechanizm synergistycz-

nej aktywacji receptorów rianodynowych przez etanol i nadtlenek wodoru 

nie jest jasny. Można przypuszczać, że u jego podłoża może leżeć zmiana 

konformacji białka receptora wywołana utleniającym działaniem wody utle­

nionej, co może być potęgowane przez etanol. Wiadomo, że etanol potę­

guje wywołaną prze kofeinę aktywację receptorów rianodynowych w mię­

śniach szkieletowych (Oba i wsp. 1997). Do stresu oksydacyjnego docho­

dzi w mózgu w czasie reperfuzji po ischemii, stąd też zastosowanie w mo­

ich eksperymentach do uwalniania wapnia H202 wraz z etanolem wydało 

się uzasadnione. Wyniki moich badań tylko częściowo korespondują z da­

nymi Oba i wsp. (2000). Co prawda w prezentowanych w niniejszej pra­

cy doświadczeniach łączne podanie wody utlenionej i etanolu we wskaza­

nych stężeniach indukowało wypływ wapnia nagromadzonego w mikroso-

mach mózgu 7-dniowych osesków szczurzych, efekt ten nie był hamowa­

ny w obecności 100 pM czerwieni rutenowej. Dantrolen także nie zahamo­

wał wyrzutu wapnia z badanej frakcji mikrosomalnej. Ten ostatni wynik ne­

gatywny, wobec braku dowodu na to, że indukowany przez nas wyrzut 

wapnia zachodził poprzez receptory rianodynowe, nie miał jednak istotne­

go znaczenia dla poznania mechanizmów działania dantrolenu. Należy pa­

miętać, że efekty obserwowane przez Oba i wsp. (2000) dotyczyły 

sztucznego układu doświadczalnego i izolowanej izoformy RyR1 recepto­

rów rianodynowych, podczas gdy moje eksperymenty były prowadzone na 

natywnej frakcji mikrosomów mózgu, zawierającej głównie izoformę RyR2. 

Inną alternatywną metodę aktywacji receptorów rianodynowych stosowali 

Haarmann i wsp. (1 999), którzy wykazali, że ditiotreitol (DTT), silny czyn­

nik redukujący grupy SH, może hamować aktywność receptora rianodyno-

wego izolowanego z mięśni szkieletowych poprzez redukcję grup tiolo-

wych białka RyRs, natomiast aktywuje go dodanie substancji utleniającej 

grupy tiolowe, kwasu 5,5ditio-bis 2-nitrobenzoesowego (DTNB). Modu­

lacja redoks aktywności receptorów rianodynowych izolowanych z mózgu, 

mięśni szkieletowych i serca była opisana także przez innych autorów 

(Eager i Dulhunty 1 998). Uważa się, że modulacja redoks receptora riano-

dynowego za pośrednictwem glutationu ma miejsce w warunkach fizjolo­

gicznych in vivo (Koshita i wsp. 1993). W wyniku ischemii i reperfuzji na­

sila się aktywacja tych receptorów wobec spadku stosunku GSH/GSSG 

(Haarmann i wsp. 1999, Curello i wsp. 1985). 

Zastosowany w mojej pracy 1 mM DTNB indukował wyrzut wapnia z mi­

krosomów izolowanych z mózgu siedmiodniowych szczurów. Ten efekt nie 

był jednak hamowany ani przez 1 00 pM czerwień rutenową, ani też przez 
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30 (jM dantrolen. Choć w licznych publikacjach czerwień rutenowa była 

stosowana jako bloker kanałów rianodynowych (Haarmann i wsp. 1 999, 

Du i wsp. 2001), brak jest danych w literaturze weryfikujących przydat­

ność czerwieni rutenowej jako specyficznego blokera receptorów rianody­

nowych w preparatach pozyskiwanych z mózgów siedmiodniowych szczu­

rów Utrudnia to interpretację uzyskanych przez nas wyników i wnioskowa­

nie w sprawie mechanizmu działania dantrolenu. 

Przedstawione w tej pracy, a dyskutowane powyżej, wyniki badań świad­

czą o niskiej ekspresji receptorów rianodynowych w mózgu siedmiodnio­

wych szczurów. Nie udało się także wykazać hamowania aktywności tych 

receptorów przez dantrolen, i tym samym pozytywnie zweryfikować hipo­

tezę wyjściową zakładającą, że neuroprotekcyjne działanie dantrolenu po­

lega na hamowaniu tych receptorów. Należy jednak pamiętać, że obecność 

RyRs w mózgu osesków szczurzych wykazano przez badanie specyficzne­

go wiązania [3H]rianodyny. Zidentyfikowano przy tym metodami immuno-

chemicznymi obecność RyR2 w badanym materiale. Jednakże nie udało mi 

się wykazać udokumentowanej aktywacji tych receptorów w mikrosomach 

mózgu osesków szczurzych. W związku z tym, brak wpływu dantrolenu na 

indukowane różnymi metodami wyrzuty wapnia z mikrosomów nie może 

służyć za podstawę do ostatecznego wnioskowania, że dantrolen nie ha­

muje aktywności receptorów rianodynowych w mózgu osesków szczu­

rzych. Do przyjęcia tezy o braku wpływu dantrolenu na RyR2 w mózgu 

osesków szczurzych zachęcają natomiast dane z literatury świadczące 

0 braku działania dantrolenu na RyR2. 

Autorzy znanych mi prac testujących wpływ dantrolenu na aktywność re­

ceptorów rianodynowych w neuronach mózgów dojrzałych zwierząt labo­

ratoryjnych stosowali jako ważne kryterium badanie wypierania znakowa­

nej rianodyny z miejsc wiążących o wysokim powinowactwie. Należy przy 

tym wyjaśnić, że dantrolen nie wiąże się z miejscem przyłączającym riano-

dynę do białka receptora rianodynowego, ale z oddzielną domeną, której 

brak w cząsteczce izoformy RyR2 ma tłumaczyć brak wrażliwości tej izo-

formy na dantrolen (Zhao i wsp. 2001). Jak wykazali ci autorzy, przyłącze­

nie się dantrolenu do cząsteczek izoform RyR1 i RyR3 zmniejsza ich powi­

nowactwo do rianodyny. Jest to zgodne z poglądami innych autorów (Yu 

1 wsp. 2000, Palnitkar i wsp. 1997, Parness i Palnitkar 1 995), którzy uwa­

żają, że dantrolen moduluje aktywność receptorów rianodynowych w in­

nym miejscu niż miejsce wiązania rianodyny, na zasadzie inhibicji niekom-

petycyjnej. Smith i Nahorski (1 993) zbadali mózgową frakcje mikrosomal-

ną i udowodnili, że dantrolen nie hamuje wiązania znakowanej rianodyny. 
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Podobne wyniki uzyskali Rosa i wsp. (1997), używając frakcji błonowej 

izolowanej z komórek ziarnistych móżdżku. W świetle tych danych, przy 

wykazaniu że w mikrosomach mózgu osesków szczurzych jest ekspresjo-

nowana podjednostka RyR2 receptora rianodynowego, trudno wyjaśnić wy­

niki uzyskane przez Yu i wsp. (2000), którzy stwierdzili że dantrolen wy­

piera rianodynę związaną z sercową izoformą tych receptorów (RyR2) 

oraz że działa cytoprotekcyjnie na kardiomiocyty poddane ischemii. Pro­

tekcja obserwowana przez tych autorów była zależna od dawki dantrolenu 

i występowała przy zastosowaniu leku w stężeniach mikromolarnych. 

Jak już wspomniano w poprzednim podrozdziale Dyskusji, Murayama 

i Ogawa (1996) wykazali obecność śladowej ilości białka izoformy RyR3 

w mózgu królika, czego z braku odpowiedniego narzędzia immunologicz­

nego nie udało mi się stwierdzić w mózgu osesków szczura. Na podstawie 

wyników otrzymanych przez Zhao i wsp. (2001), którzy stwierdzili, że 

dantrolen interferuje z izoformami RyR1 i RyR3, a nie RyR2, można sądzić, 

że u 7-dniowych szczurów ekspresja RyR3, podobnie jak RyR1, jest na nie­

zauważalnym poziomie i co za tym idzie wiązanie rianodyny przez RyR3 

nie ma znaczącego udziału w obserwowanym przeze mnie wiązaniu riano­

dyny w mózgu. Brak podstaw do wiązania neuroprotekcyjnego działania 

dantrolenu w mózgu noworodków szczurzych z hamowaniem receptorów 

rianody nowych. 

5.2.2. Neuroprotekcja, a wpływ dantrolenu na aktywność receptorów 
NMDA w pierwotnej hodowli neuronów ziarnistych móżdżku 

Należy zwrócić uwagę na fakt, że w naszych eksperymentach dantrolen 

działał ochronnie na neurony w modelach neurotoksyczności wywołanej 

przez glutaminian (model hipoksji - ischemii mózgu 7-dniowych osesków 

szczurzych, ostra ekscytotoksyczność in vitro) w mechanizmie której pod­

stawową rolę odgrywa aktywność receptorów NMDA. Dantrolen hamował 

także wywołany przez NMDA wyrzut 45Ca w hipokampie osesków szczu­

rzych in vivo. Także wielu autorów, w tym m.in Frandsen i Schousboe 

(1991,1992,1993), Simpson i wsp. (1996), Mody i McDonald (1995), 

Hayashi i wsp. (1997) zaobserwowało, że w hodowlach neuronów in vi­

tro dantrolen hamował neurotoksyczność wywołaną przez glutaminian 

i NMDA. Choć przyjętym wytłumaczeniem dla wywołanej przez dantrolen 

neuroprotekcji było hamowanie receptorów rianodynowych, należy pamię­

tać, że istnieje czynnościowe sprzężenie kanałów rianodynowych z recep­

torami NMDA poprzez jony wapnia (Simpson i wsp. 1995, tazarewicz 

i wsp. 1998). Ta zbieżność faktów podsunęła nam alternatywną hipotezę, 

w myśl której mechanizm neuroprotekcyjnego działania dantrolenu mógłby 
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mieć związek z hamowaniem aktywności receptorów NMDA. 

Jak wskazują wyniki moich badań przeprowadzonych na hodowlach komó­

rek ziarnistych móżdżku, zgodnie z danymi innych autorów (Frandsen 

i Schousboe 1991,1992,1993; Simpson i wsp. 1996; Mody i McDonald 

1 995; Hayashi i wsp. 1 997) dantrolen działa ochronnie na komórki ziar­

niste móżdżku zwiększając ich przeżywalność po ekspozycji na glutami­

nian. Frandsen i Schousboe (1991, 1992, 1993) wykazali także, że dan­

trolen hamuje wywołany przez glutaminian i NMDA wzrost wewnątrzko­

mórkowego stężenia wapnia w neuronach. Jednak opisany później fakt, że 

dantrolen tłumi fluorescencję powszechnie stosowanych sond wrażliwych 

na wapń, przede wszystkim Fura-2, nakazuje ostrożność przy interpretacji 

tych danych (Reynolds 1998). Z tego powodu zrezygnowałam z prób ba­

dania wpływu dantrolenu na wewnątrzkomórkowe stężenie wapnia. Nato­

miast, aby zbadać wpływ dantrolenu na napływ wapnia przez kanały wap­

niowe receptorów NMDA, posłużyłam się metodą pomiaru pobierania wap­

nia radioaktywnego przez komórki inkubowane w obecności NMDA (Łaza-

rewicz i wsp., 1990, Ziemińska i wsp. 2003). Otrzymane wyniki wskazu­

ją, że dantrolen w sposób zależny od dawki hamuje pobieranie wapnia ra­

dioaktywnego przez komórki inkubowane z 1 mM NMDA. Wyniki te suge­

rują, że dantrolen może obniżać aktywność receptorów NMDA. Należy jed­

nak zaznaczyć, że niektórzy autorzy (Lu i Mattson 2001) sugerują także, 

że rozpuszczalnik dantrolenu - DMSO także może modulować aktywność 

receptora NMDA. Efekt ten jednak nie był obserwowany przy stężeniach 

DMSO poniżej 1 %, to jest w stężeniach tego rozpuszczalnika stosowanych 

w moich eksperymentach (Makarewicz i wsp. 2003). Także w moich ba­

daniach DMSO w niskich stężeniach nie miał wpływu na aktywność recep­

tora NMDA. Tak więc, wykazany w tej pracy hamujący wpływ dantrolenu na 

wywołane przez NMDA pobieranie wapnia radioaktywnego przez komórki 

ziarniste móżdżku może wskazywać na hamowanie przez dantrolen aktyw­

ności receptorów NMDA. Mechanizm tego hamowania nie jest znany i wy­

maga dalszych badań. Należy także zauważyć, że sugerowany tu hamują­

cy wpływ dantrolenu na aktywność receptora NMDA nie tłumaczy wszyst­

kich farmakologicznych efektów działania dantrolenu na ośrodkowy układ 

nerwowy. Na przykład Bhardwaj i wsp. (1 997) w eksperymentach z wyko­

rzystaniem mikrodializy mózgu in vivo wykazali, że dantrolenu hamuje pro­

dukcję NO indukowaną przez pobudzenie receptorów metabotropowych 

dla glutaminianu, a efektu tego nie hamuje MK-801. 
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5.2.3. Hamowanie przez dantrolen aktywności receptorów NMDA jako 
przypuszczalny mechanizm neuroprotekcji w modelu asfiksji około­
porodowej osesków szczurzych 

Reasumując, uzyskane przeze mnie wyniki potwierdzają zaproponowaną 

w trakcie badań alternatywną hipotezę roboczą, że neuroprotekcyjne dzia­

łanie dantrolenu może być przynajmniej częściowo związane z zahamowa­

niem aktywności receptora NMDA. Wyniki tej pracy nie dostarczyły argu­

mentów potwierdzających hipotezę wyjściową, w myśl której mechani­

zmem neuroprotekcji indukowanej przez dantrolen jest stabilizacja wapnia 

wewnątrzkomórkowego w neuronach poprzez hamowanie receptorów ria-

nodynowych. Z drugiej jednak strony, uzyskane dane nie pozwalają na jed­

noznaczne wykluczenie takiej możliwości. Pozostaje więc wniosek, że 

wśród możliwych mechanizmów neuroprotekcyjnego działania dantrolenu, 

najbardziej prawdopodobnym w przypadku modelu hipoksji ischemii mó­

zgu 7-dniowych szczurów jest nowy, odkryty w tej pracy mechanizm zwią­

zany z hamowaniem przez dantrolen pobieranie wapnia za pośrednictwem 

receptora NMDA. 

Wyniki badań innych autorów wykazały, że MK-801, niekompetycyjny an­

tagonista receptorów NMDA blokujący kanał jonowy przepuszczalny dla 

wapnia, wywiera silne działanie neuroprotekcyjne w stosowanym przeze 

mnie modelu hipoksji - ischemii mózgu 7-dniowych szczurów (Giland 

i Hagberg 1997). Jak twierdzą cytowani autorzy, był to efekt bezpośred­

niego działania MK-801 na neurony, nie związany z hipotermią (Hattori 

i Wasterlain 1991). Wiadomo, że w przeciwieństwie do modelu globalnej 

ischemii mózgu, w grupie modeli ischemii ogniskowej, do której można za­

liczyć lezję mózgu wywołaną stosowanym przeze mnie modelu hipoksji -

ischemii, antagoniści receptorów NMDA mają działanie neuroprotekcyjne 

i zmniejszają obszar uszkodzenia mózgu (Giland i Hagberg, 1997). W po­

dobny sposób może działać dantrolen. 

5.3. Ocena perspektyw zastosowania dantrolenu w leczeniu 
skutków asfiksji okołoporodowej u niemowląt 

W niniejszej pracy wykazano, że dantrolen posiada potencjał neuroprotek-

cyjny w modelu asfiksji okołoporodowej u siedmiodniowych szczurów. 

Stwierdzono, że dantrolen w dawce 10 mg/kg podany dootrzewnowo 30 

min. po hipoksji-ischemii zmniejsza stopień uszkodzenia mózgu. Podjęta tu 

próba wyjaśnienia mechanizmów neuroprotekcji wywołanej przez dantro­

len dostarczyła nowych danych, wskazujących na możliwość hamowania 
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przez dantrolen aktywności receptorów NMDA. Dokładne poznanie mecha­

nizmów tego efektu wymaga dalszych badań. 

Pomimo to, z dużym prawdopodobieństwem można stwierdzić, że dantro­

len nie może być stosowany w leczeniu skutków przebytej asfiksji około­

porodowej u dzieci. Pomijając fakt, że mechanizmy jego działania nie zo­

stały do końca poznane, wyniki tej pracy wskazują wpływ dantrolenu wska­

zujący na hamowanie aktywności receptorów NMDA sugeruje najdalej po­

suniętą ostrożność. Nie wiadomo, jaki wpływ może wywierać ten lek na. 

rozwijający się mózg. Mimo iż badania szczurów w otwartym polu wyka^ 

zały, że nie powoduje on zaburzeń lokomotorycznych, nie wiadomo, czy 

dantrolen nie powodowałby u dzieci zaburzeń, które trudno wykryć w eks­

perymentach na zwierzętach. Jak wykazali niektórzy autorzy (Pohl i wsp. 

1999, Ikonomidou i wsp. 2000), antagoniści receptorów NMDA mogą in­

dukować nasilanie się rozwojowych apoptoz. Także Borowicz i wsp. 

(1 997), oraz Swiader i wsp. (2002), nie rekomendują stosowania dantro­

lenu w leczeniu epilepsji, nie tylko ze względu na jego bardzo słabe dzia­

łanie przeciwdrgawkowe, ale także z powodu niekorzystnych efektów 

ubocznych. Być może w przyszłości zostaną opracowane nowe generacje 

substancji stabilizujących wewnątrzkomórkową homeostazę wapnia lub 

antagonistów receptorów NMDA selektywnych wobec wybranych podjed-

nostek tego receptora, które okażą się bezpiecznymi i skutecznymi lekami 

neuroprotekcyjnymi, chroniącymi mózg przed skutkami asfiksji okołoporo­

dowej noworodków. 
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6. Podsumowanie wyników i wnioski 

Przeprowadzone badania wykazały, że: 

1. Dantrolen obniża uszkodzenie mózgu siedmiodniowych szczurów wy­

wołane przez modelową asfiksję okołoporodową (hipoksję - ischemię). 

2. Dantrolen obniża aktywność ruchową zwierząt, wzmożoną po przebytej 

hipoksji - ischemii, do poziomu niższego niż u zwierząt kontrolnych. 

3. Choć stwierdzono hamujące działanie dantrolenu na wywołaną przez 

pobudzenie receptorów NMDA mobilizację wapnia wewnątrzkomórkowego 

w mózgu siedmiodniowych szczurów, nie uzyskano dowodów na rzecz ro­

li hamowania receptorów rianodynowych w mechanizmie neuroprotekcyj-

nego działania dantrolenu. 

4. Wykazano, że dantrolen hamuje wywołane przez NMDA pobieranie wap­

nia przez neurony, co sugeruje hamowanie przez ten związek aktywności 

kanału receptora NMDA. 

Te dane pozwalają na stwierdzenie, że: 

• Dantrolen działa neuroprotekcyjnie w modelowej asfiksji okołoporodowej 

szczurów. 

• Hamowanie przez dantrolen pobierania wapnia zewnątrzkomórkowego 

za pośrednictwem kanałów receptorów NMDA może być mechanizmem 

neuroprotekcyjnego działania tego leku w hipoksji - ischemii noworodków 

szczura. 
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Streszczenie 

Asfiksja okołoporodowa, stwierdzana obecnie u 2-4 na 1000 żywo uro­

dzonych niemowląt, jest komplikacją porodu, która może trwale uszkodzić 

mózg, prowadząc m. in. do mózgowego porażenia dziecięcego, padaczki, 

zespołów pseudoopuszkowych i pozapiramidowych. Przyjmuje się po­

wszechnie, że mechanizmy ekscytotoksyczności odgrywają ważną rolę 

w patogenezie niedokrwiennego uszkodzenia mózgu. Zgodnie z hipotezą 

ekscytotoksyczności uważa się, że za uszkodzenia neuronów w różnych 

modelach niedokrwienia mózgu zarówno u ssaków dorosłych jak i niedoj­

rzałych odpowiada patologiczny sygnał wapniowy, wywołany przez silne 

i długotrwałe pobudzenie receptorów glutaminianergicznych. Szczególną 

rolę patogenną odgrywa nadmierny napływ jonów wapnia z przestrzeni ze-

wnątrzkomórkowej, zachodzący głównie za pośrednictwem kanałów 

sprzężonych z receptorami NMDA. W niektórych okolicach mózgu nad­

mierne pobudzenie receptorów NMDA może dodatkowo prowadzić do in­

dukowanego przez wapń wyrzutu wapnia za pośrednictwem receptorów 

rianodynowych zlokalizowanych w błonie retikulum endoplazmatycznego, 

co może pogłębiać uszkodzenie neuronów. Nasunęło to przypuszczenie, 

że hamowanie receptorów rianodynowych może być podstawą nowej stra­

tegii terapeutycznej w niedokrwiennej patologii mózgu. 

Dantrolen, bloker kanałów rianodynowych w mięśniach szkieletowych, jest 

lekiem o działaniu przeciwspastycznym, stosowanym w hipertermii złośli­

wej. W badaniach przedklinicznych wykazano neuroprotekcyjne działanie 

dantrolenu w modelowej ekscytotoksyczności in vitro, oraz na różnych mo­

delach niedokrwienia przodomózgowia u dorosłego gerbila i szczura. Me­

chanizm tego działania jest jednak sporny. Neuroprotekcyjny wpływ dan­

trolenu nie był dotąd badany w zwierzęcych modelach asfiksji okołoporo­

dowej. Są natomiast dane sugerujące znaczącą rolę mobilizacji wapnia we­

wnątrzkomórkowego w patogenezie ischemicznego uszkodzenia mózgu 

w rozwoju. 

Celem podjętych badań było: 

• Określenie neuroprotekcyjnego potencjału dantrolenu w modelu asfiksji 

okołoporodowej u siedmiodniowych szczurów. 

• Zbadanie mechanizmów neuroprotekcyjnego działania dantrolenu w hi-

poksji - ischemii mózgu osesków szczura. 

Neuroprotekcyjne działanie dantrolenu określono na podstawie oceny jego 

wpływu na uszkodzenie mózgu siedmiodniowych osesków szczurzych 

poddanych modelowej asfiksji okołoporodowej, oraz na zachowanie się 
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zwierząt po przebytej hipoksji - ischemii. Dla ustalenia mechanizmu neu-

roprotekcyjnego działania dantrolenu testowano hipotezę, zakładającą ha­

mujący wpływ dantrolenu na mobilizację wapnia wewnątrzkomórkowego 

poprzez hamowanie aktywności receptorów rianodynowych. Testowano 

też własną hipotezę alternatywną, tłumaczącą neuroprotekcyjne i stabilizu­

jące wewnątrzkomórkowy wapń działanie dantrolenu w niedokrwionym 

mózgu hamowaniem napływu wapnia zewnątrzkomórkowego za pośred­

nictwem receptorów NM DA. 

Badania przeprowadzono na modelu asfiksji okołoporodowej, polegającym 

na poddawaniu 7-dniowych szczurów hipoksji - ischemii. Siedmiodniowe 

szczury wykorzystano także w badaniach mobilizacji wapnia wewnątrzko­

mórkowego, zachodzącego w wyniku pobudzenia receptorów NMDA, pro­

wadzonych metodą mikrodializy okolicy hipokampa in vivo. Badano też au-

toradiograficznie ekspresję receptorów rianodynowych w mózgu oso-

esków szczurów. Frakcja mikrosomów izolowana z mózgu 7-dniowych 

szczurów była wykorzystana do identyfikacji typu receptora rianodynowe-

go i badania wpływu dantrolenu na wyrzut wapnia. Móżdżki 7-dniowych 

szczurów służyły do zakładania pierwotnych hodowli neuronów ziarni­

stych, wykorzystanych do badania wpływu dantrolenu na pobieranie wap­

nia (z użyciem 45Ca) i przeżywanie neuronów poddanych pobudzeniu re­

ceptorów NMDA. 

Badania in vivo potwierdziły znaczący ubytek masy mózgu u 7-dniowych 

osesków szczura poddanych hipoksji - ischemii, oraz zwiększoną aktyw­

ność ruchową tych zwierząt w porównaniu ze szczurami kontrolnymi. Wy­

kazano neuroprotekcyjne działanie dantrolenu podawanego w dawce 10 

i 20 mg/kg obwodowo (i.p.) 30 min po hipoksji - ischemii. U zwierząt 

traktowanych dantrolenem stwierdzono znamienne statystycznie obniżenie 

ubytku masy mózgu w porównaniu ze zwierzętami nie leczonymi, przy 

czym stwierdzono brak udziału hipotermii w tym efekcie. Ponadto badania 

funkcji sensoromotorycznych zwierząt w otwartym polu wykazały, że dan-

trolen odwracał po-ischemiczną nadmierną aktywność ruchową zwierząt 

nawet poniżej poziomu kontroli, co tłumaczymy przywróceniem a nawet 

podwyższeniem poziomu lęku. Ten efekt miał związek z przebytą hipoksją 

- ischemią, ponieważ podanie dantrolenu zwierzętom kontrolnym nie mia­

ło wpływu na ich zachowanie w otwartym polu. 

Przechodząc do badań dotyczących mechanizmu neuroprotekcyjnego 

działania dantrolenu stwierdzono, że indukowana przez NMDA mobilizacja 

wapnia wewnątrzkomórkowego w okolicy hipokampa była znacznie silniej 
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wyrażona u noworodków szczura niż u szczurów dorosłych. Ten efekt był 

silnie hamowany przez dantrolen. Jednak badane metodą autoradiograficz-

ną wiązanie [3H]rianodyny w mózgach siedmiodniowych szczurów wyka­

zało w nich bardzo niski poziom ekspresji receptorów rianodynowych 

w porównaniu do mózgów zwierząt dojrzałych, co przemawia przeciw 

udziałowi receptorów rianodynowych w tych efektach. Przeprowadzono 

analizę gęstości występowania miejsc wiążących rianodynę w mózgu sied­

miodniowych szczurów na trzech poziomach reprezentujących struktury 

o różnym filogenetycznie wieku i jej porównanie do siły neuro protekcyjne­

go działania dantrolenu w tych okolicach mózgu. Największą gęstość re­

ceptorów rianodynowych zaobserwowano w korze czołowej i prążkowiu, 

gdzie stwierdzono tendencję do silniejszego działania neuroprotekcyjnego 

dantrolenu. Badania immunoreaktywności białek frakcji mikrosomalnej mó­

zgów siedmiodniowych szczurów pokazały że podobnie jak u szczurów 

dorosłych dominującą izoformą receptorów rianodynowych jest izoforma 

sercowa, której podatność na hamowanie przez dantrolen jest kwestiono­

wana. Dantrolen nie hamował także wyrzutu wapnia z izolowanych mikro-

somów mózgu 7-dniowych szczurów, wywołanego przez 0,1 mM H202 

w obecności 0,02% etanolu, jak również przez 1 mM DTNB. Wyniki tych 

badań nie dostarczyły dowodów popierających hipotezę, że hamowanie re­

ceptorów rianodynowych, i co za tym idzie bezpośrednie obniżenie mobi­

lizacji wapnia wewnątrzkomórkowego, jest prawdopodobnym mechani­

zmem neuroprotekcyjnego działania dantrolenu w mózgu noworodków 

szczurzych. 

Podjęto weryfikację własnej hipotezy, zakładającej, że dantrolen może ha­

mować pobieranie wapnia przez neurony, zachodzące za pośrednictwem 

receptorów NMDA. Jak wykazano, 10 minutowa inkubacja komórek ziarni­

stych móżdżku z różnymi stężeniami NMDA indukowała zależne od stęże­

nia NMDA pobudzenie pobierania wapnia radioaktywnego przez neurony. 

Dantrolen w zakresie stężeń od 30 do 100 pM hamował w sposób zależ­

ny od stężenia pobieranie wapnia przez neurony wywołane przez 0.5 mM 

NMDA, natomiast rozpuszczalnik dantrolenu - DMSO w zakresie stosowa­

nych stężeń nie miał wpływu na ten efekt. Hamowanie wywołanego przez 

NMDA pobierania wapnia korespondowało z neuroprotekcyjnym działa­

niem dantrolenu. Badania te sugerują, że dantrolen może działać neuropro-

tekcyjnie poprzez hamowanie aktywności receptorów NMDA. Mechanizm 

tego efektu będzie przedmiotem dalszych badań. 

Przeprowadzone badania wykazały więc, że dantrolen obniża uszkodzenie 

mózgu siedmiodniowych szczurów wywołane przez modelową asfiksję 

1 1 9  
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Streszczenie 

okołoporodową (hipoksję - ischemię) i obniża aktywność ruchową zwie­

rząt, wzmożoną po przebytym epizodzie ischemicznym, do poziomu niż­

szego niż u zwierząt kontrolnych. Choć stwierdzono hamujące działanie 

dantrolenu na wywołaną przez pobudzenie receptorów NMDA mobilizację 

wapnia wewnątrzkomórkowego w mózgu siedmiodniowych szczurów, nie 

uzyskano dowodów na rzecz roli hamowania receptorów rianodynowych 

w tym efekcie, i generalnie w mechanizmie neuroprotekcyjnego działania 

dantrolenu. Wykazano natomiast, że dantrolen hamuje wywołane przez 

NMDA pobieranie wapnia przez neurony, co sugeruje hamowanie przez 

ten związek aktywności kanału receptora NMDA. 

Te dane pozwalają na wyciągnięcie następujących wniosków: 

• Dantrolen działa neuroprotekcyjnie w modelowej asfiksji okołoporodowej 

szczurów. 

• Hamowanie przez dantrolen pobierania wapnia zewnątrzkomórkowego 

za pośrednictwem kanałów receptorów NMDA może być mechanizmem 

neuroprotekcyjnego działania tego leku w hipoksji - ischemii noworodków 

szczura. 

120 
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kontrola sham DMSO icv Dantrolen icv DMSO ip Dantrolen Dantrolen 
n=28 n=29 n=30 n=29 n=39 10 mg/kg ip 20 mg/kg 

n=42 ip n=33 

Wpływ dantrolenu na wielkość lezji mózgu szczurów 14 dni 
po hipoksji - ischemii, mierzoną ubytkiem masy półkuli ipsilateralnej. 
* Wyniki znamiennie różniące się od kontroli (DMSO ip) 
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rys.2 

DMSO icv Dantrolen icv DMSO ip Dantrolen Dantrolen 
n=30 n=29 n=39 10 mg/kg ip 20 mg/kg 

n=42 ip n=33 

Wpływ dantrolenu na wielkość lezji mózgu szczurów 14 dni 
po hipoksji - ischemii, mierzoną poprzez ocenę makroskopową. 
* Wyniki znamiennie różniące się od kontroli (DMSO ip) 
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rys.3 

DMSO n=6 Dantrolen IP 10 mg/kg n= 10 

Wpływ dantrolenu na wielkość lezji mózgu szczurów 14 dni po hipoksji - ischemii, 
mierzoną ubytkiem objętości zdrowych tkanek w półkuli ipsilateralnej. 
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rys.4 

DMSO 
n= 10 

Dantrolen 
n= 10 

DMSO 
n= 10 

Dantrolen 
n= 10 

Wpływ dantrolenu, podanego w 7 dniu życia, 
na aktywność lokomotoryczną 21-dniowych szczurów 
nieoperowanych w teście otwartego pola 
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DANTROLEN 
n= 12 

DMSO 
n= 13 

SHAM 
n= 14 

DANTROLEN 
n= 12 

DMSO 
n= 13 

SHAM 
n= 14 

Wpływ dantrolenu na aktywność lokomotoryczną szczurów 
14 dni po hipoksji - ischemii w teście otwartego pola. 
* Wyniki znamiennie różniące się od kontroli (DMSO) 
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Wpływ dantrolenu na temperaturę rektalną szczurów 
poddanych hipoksji - ischemii 
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120 min 
x ± SEM(n=4-6) 

Wpływ NMDA na stężenie Ca2+ w dializacie hipokampa szczurów dorosłych (adult) 
i siedmiodniowych (PND 7) wyrażone w % poziomu wyjściowego 
(oryginalny rysunek z publikacji Makarewicz i wsp. 2000) 

5 mM NMOA 
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rys.8 

100 min 
x ± SEM(n=7) 

Wpływ NMDA na wyrzut 45Ca z zakrętu zębatego/CA4 
u dorosłego (adult) i siedmiodniowego (PND7) szczura in vivo wyrażony w % poziomu 
wyjściowego, (oryginalny rysunek z publikacji Makarewicz i wsp. 2000) 
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• — • — Control 

o- — o - Dantrolene 

a - wyniki znacząco różniące się od podstawowego 
wypływu 45Ca przed podaniem NMDA 

b - wyniki z grupy traktowanej dantrolenem 
znacząco różniące się od kontroli 

rys.9 

30 60 00 120 

5 mM NMOA 
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x ± SEM(n=4) 
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Dantrolene 100 /zM or vehicle 

45 Wpływ dantrolenu na wyrzut Ca z zakrętu zębatego/CA4 
u siedmiodniowego szczura in vivo wyrażony w % poziomu wyjściowego, 
(oryginalny rysunek z publikacji Makarewicz i wsp. 2000) http://rcin.org.pl
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a - wyniki znacząco różniące się od podstawowego 
wypływu 45Ca przed podaniem NMDA 

a b - wyniki z grupy traktowanej rianodyną 
b znacząco różniące się od kontroli 

• — • - Control 

• — • - Ryanodine rys. 10 

30 60 00 
5 mM NMDA 

120 
H 

150 min 
x ± SEM(n=4-6) 

Ryanodine 250 or vehicle 

Wpływ rianodyny na wyrzut 45Ca z zakrętu zębatego/CA4 
u siedmiodniowego szczura in vivo wyrażony w % poziomu wyjściowego, 
(oryginalny rysunek z publikacji Makarewicz i wsp. 2000) 

nCi/mg tkanki 

Autoradiogramy miejsc wiążących rianodynę w mózgach siedmiodniowych (A) 
i dorosłych (B) szczurów. 
(Rycina z publikacji Makarewicz i wsp. 2000, zmodyfikowana) 
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Stosunek powierzchni przekroju półkuli prawej, 
kontralateralnej (pp) do powierzchni przekroju 
półkuli lewej, ipsilateralnej (Ip) u szczurów 
leczonych i nieleczonych dantrolenem 
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Rozmieszczenie receptorów rianodynowych w mózgu siedmiodniowych szczurów 
a neuroprotekcyjne działanie dantrolenu 14 dni po hipoksji - ischemii na wybranych 
obszarach mózgu. 
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Wpływ 0,1 mM H2O2 i 0,02% etanolu na wyrzut Ca z mikrosomów 
izolowanych z mózgów siedmiodniowych szczurów. 
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H202 + etanol + 
czerwień rutenowa 100 u M 

rys. 13 
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x ± SEM(n=6) 

rys. 14 
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x ± SEM(n=6) 

45, 
Wpływ czerwieni rutenowej na wyrzut Ca z mikrosomów 
izolowanych z mózgów siedmiodniowych szczurów, wywołany przez H2O2 i etanol 
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Wpływ DTNB na wyrzut Ca z mikrosomów 
izolowanych z mózgów siedmiodniowych szczurów. 

rys. 15 
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x ± SEM(n=6) 
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45 
Wpływ dantrolenu na wywołany przez 0,1 mM H202 i 0,02% etanolu na wyrzut Ca 
z mikrosomów izolowanych z mózgów siedmiodniowych szczurów. 

DTNB+DMSO 

Dantrolen+DTNB 

2 3 5 6 10 II 12 

45. 
Wpływ dantrolenu i DMSO nawywołany przez DTNB wyrzut Ca 
z mikrosomów izolowanych z mózgów siedmiodniowych szczurów. 

rys.I7 

nr próbki 

x ± SEM(n=6) 

565 kDa rys. 18 

1 - mięsień szkieletowy 

2 - mięsień sercowy 

3 - mózg siedmiodniowego szczura 

4 - mózg dorosłego szczura 

Immunoreaktywność białek frakcji mikrosomalnej wyizolowanej z mózgów 
siedmiodniowych i dorosłych szczurów z przeciwciałami RyR2 
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kontrola Glu Glu+Dantrolen NMDA NMDA+Dantrolen 

Wpływ dantrolenu na przeżywalność komórek ziarnistych móżdżku 
po inkubacji z ImM glutaminianem i 0.3 mM NMDA. 
* Wyniki znamiennie różniące się od kontroli. 
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X ± SEM(n=4) 

NMDA (mM) 

Wywołane przez NMDA pobieranie Ca 
przez komórki ziarniste móżdżku. * Wyniki znamiennie różniące się od kontroli. 
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- kontrola E=l - NMDA (0.5 mM) 
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45 
Wpływ dantrolenu i DMSO na wywołane przez NMDA pobieranie Ca 
przez komórki ziarniste móżdżku. 
* Wyniki znamiennie różniące się od kontroli. 
** Wyniki znamiennie różniące sie od odDowiedniei kontroli z DMSO. 

x ± SEM(n=4) 
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