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Streszczenie

Autorzy przedstawili role sygnalizacji purynergicznej w indukgji
proceséw zapalnych w o$rodkowym uktadzie nerwowym
(OUN) prowadzacych do powstania stwardnienia rozsiane-
go. Biora w nich udziat nukleotydy uwalniane z aktywowanych
badz uszkodzonych komérek. Pozakomérkowe nukleotydy roz-
poznawane sa w OUN jako ostrzegawcze sygnaly i poprzez
aktywacje receptoréw P2 (jonotropowe P2X i metabotropo-
we P2Y) aktywuja procesy zapalne. Receptory P2 sg obecne
na komérkach OUN (komérki astrogleju i mikrogleju) oraz
na komérkach uktadu immunologicznego, tj. limfocytach T
1 B, migrujacych do OUN. Aktywacja obecnych na tych ko-
mérkach receptoréw P2 aktywuje egzocytoze prozapalnych cy-
tokin i chemokin oraz migracje 1 proliferacj¢ komérek im-
munologicznych, co prowadzi do demielinizacji 1 uszkodzenia
aksonéw. Aktywacja receptoréw P2 jest kontrolowana przez
enzymy — ektonukleotydazy, hydrolizujgce pozakomérkowe nu-
kleotydy, ktére sa obecne na astrocytach, oligodendrocytach,
komérkach mikrogleju oraz komérkach $rédbtonka i limfo-
cytach T. Hydroliza pozakomérkowego ATP i ADP przez
NTPD-azy i ekto-5’-nukleotydaze powoduje powstanie ekto-
adenozyny, ktéra poprzez pobudzenie receptoréw P1 indukuje
procesy hamujgce zapalenie i immunosupresje.

Stowa kluczowe: procesy zapalne, demielinizacja, immuno-
supresja, ektopuryny, ektopirymidyny.

Abstract

Nucleotides released from activated and/or injured cells ac-
tivate P2 receptors. Extracellular nucleotides serve as danger
signals or damage-associated molecular patterns (DAMPs) that
trigger various immune responses. Indeed, P2 receptors are
highly expressed in the astrocytes, microglia and other immune
cells such as T and B lymphocytes that migrate to the central
nervous system. The activation of P2 receptors triggers the
secretion of proinflammatory cytokines and chemokines as well
as immune cell migration and proliferation that contribute to
demyelination and axonal damage. The activation of P2 re-
ceptors is controlled by the ectonucleotidases which hydrolyze
extracellular nucleotides. Ecto-NTPDases and ecto-5’-
nucleotidase are expressed in the astrocytes, oligodendrocytes,
microglia, endothelial cells and activated T cells. The hydrolysis
of extracellular ATP and ADP by enzymes results in the gen-
eration of extracellular adenosine. This nucleoside interacts with
P1 receptors and activates anti-inflammatory and immuno-
suppressive responses in the cells involved in MS.
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Wstep

Dotychczasowa wiedza o etiologii stwardnienia roz-
sianego (SR) pozwala na stwierdzenie, ze jest ono cho-
robg autoimmunologiczna, w ktdrej rozwija sie wielo-
ogniskowy proces zapalny prowadzacy do demielinizacj,
wtérnego przerostu astrogleju 1 uszkodzenia aksonéw,
a etapem koncowym jest glejoza (bliznowacenie) [1].
Sadzi sig, ze uszkodzenie aksonéw prowadzi do ich zwy-
rodnienia typu Wallera, a nastgpnie do zaniku dendry-
tow i ciat komérek nerwowych, co jest przyczyna ogni-
skowego deficytu neurologicznego [2].

Na powstanie SR wplywaja rézne czynniki: $rodo-
wiskowe, genetyczne i immunologiczne. Do czynnikéw
srodowiskowych zalicza si¢ zakazenia wirusowe,
wywolywane zwlaszcza przez wirusy opryszczki typu 6
(human herpesvirus 6 — HHV-6) oraz retrowirusy
zwiazane z SR (multiple sclerosis associated vetrovirus —
MSRYV). Dotychczas nie udato si¢ jednak wyizolowa¢ zad-
nego wirusa jako czynnika etiologicznego SR. Obser-
wowany we krwi 1 ptynie mézgowo-rdzeniowym wzrost
miana przeciwcial skierowanych przeciw réznym wiru-
som jest niepewnym dowodem, poniewaz moze by¢ na-
stepstwem nieswoistej poliklonalnej aktywacji limfocy-
tow przez cytokiny.

Istnieje réwniez uwarunkowana genetycznie pre-
dyspozycja do nieprawidtowej reaktywno$ci immunolo-
gicznej. Allele gendw znajdujacych sie na chromosomie 6,
kodujacych antygeny HLA (fuman lenkocyte antygen),
zwigkszaja prawdopodobienstwo zachorowania na SR.
Okolo 50—-60% chorych na SR ma haplotyp DRBI*1501
bedgcy podtypem genu DR15. Dodatkowych dowodéw
na tlo genetyczne SR dostarczajg nam badania rodzin-
nego wystepowania choroby.

W patofizjologii SR uczestniczg zaréwno komérki re-
zydentne mézgu i rdzenia, jak 1 komérki uktadu im-
munologicznego, takie jak limfocyty T 1 B migrujace do
osrodkowego uktadu nerwowego (OUN). W OUN ko-
morki mikrogleju jako rezydentne komérki immunolo-
giczne s3 zdolne do reagowania na patogeny lub uszko-
dzenie komdérek. Odbywa sie to z udzialem migracji tych
komérek do miejsca zapalenia lub uszkodzenia. Skutkiem
jest dostarczenie przez mikroglej odpowiedzi immuno-
logicznej, takiej jak fagocytoza mikroorganizméw lub po-
zostatosci komérkowych, oraz wydzielanie cytokin, che-
mokin i innych mediatoréw zapalenia do réznych
struktur i obszaréw OUN [3-5]. W procesach zapal-
nych powstajacych w OUN uczestniczg réwniez astro-
cyty. Przetrwaly astroglejoze stwierdzono m.in. w SR
i udarze niedokrwiennym mézgu [3,4]. W procesach za-
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palnych w ukfadzie nerwowym stwierdzono réwniez astro-
glejoze reaktywna. Powyzszy proces powoduje aktywa-
cje proliferacji komdérek, hipertrofie komérkows,
wzmozone tworzenie neutrofiléw 1 mediatoréw zapale-
nia [3,4].

W SR istotng role odgrywaja autoreaktywne limfo-
cyty T 1 B, ktére w zapaleniu migruja do OUN.
W miejscu zapalenia komérki mikrogleju ponownie ak-
tywuja te limfocyty T, ktére wniknelty do OUN. Aktywne
limfocyty T moga niszczy¢ komérki mézgu i rdzenia bez-
posrednio oraz z udziatem wydzielanych cytokin pro-
zapalnych, takich jak interleukiny — I1L.-2, IT.-12, IT.-15,
1L.-18, a takze czynnika martwicy nowotworu o (tumo-
ur necrosis factor & — TNF-a) 1 interferonu y (IFN-y).
Dodatkowo uwalniane chemokiny stymulujg ekspresje
czasteczek adhezyjnych obecnych na komérkach
$rédbtonka. Chemokiny, aczac sie z odpowiednimi
biatkami adhezyjnymi (VLA-4 dla VCAM-1 oraz
LFA-1 dla ICAM-1), utatwiajg przenikanie kolejnych
autoreaktywnych limfocytéw T z krwi do mézgu i rdze-
nia. W procesie migracji limfocytéw do OUN uczest-
niczg metaloproteinazy.

Aktywacja limfocytéw B stymuluje synteze przeciwciat
skierowanych przeciwko antygenom mieliny i oligo-
dendrocytéw. Dowdd na to stanowi obecno$é w plynie
moézgowo-rdzeniowym u 95% pacjentéw z SR prazkéw
oligoklonalnych. Jest to dowdd na wewngtrzkanatows nad-
mierng produkcje immunoglobulin klasy IgG. Nalezy
podkreslié, ze powyzszy proces jest nieswoisty dla SR 1 wy-
stepuje réwniez w innych schorzeniach OUN.

Z przytoczonych faktéw wynika, ze procesy zapalne
wystepujg na wszystkich etapach SR. W ostatnich latach
udowodniono, ze istotnym czynnikiem indukujgcym pro-
cesy zapalne sg ektonukleotydy. Zwigzki te pojawiajg si¢
w przestrzeni pozakomérkowej w wyniku uszkodzenia
komorek, egzocytozy 1 proceséw metabolicznych za-
chodzacych w przestrzeni pozakomérkowej z udziatem
ekto-NTPD-az i ektokinaz nukleotydéw [6]. Jedno-
czesnie adenozynotrifosforan (adenosine-5-triphosphate —
ATP), adenozynodifosforan (adenosine diphosphate —
ADP), urydyno-5’-trifosforan (uridine-5"-triphosphate
— UTP) i urydyno-$’-difosforan (uridine 5-diphosphate
— UDP) sa zwiazkami nalezacymi do grupy czasteczek
ostrzegawczych [7].

Scisly zwigzek SR z procesami zapalnymi oraz
udziat w aktywacji tych proceséw ektonukleotydéw jest
powodem przygotowania niniejszej pracy przegladowe;.
Nukleotydy sa réwniez uwalniane przez komérki OUN
aktywowane podczas proceséw zapalnych [8,9]. Poza-
komérkowe nukleotydy inicjuja réznorodne odpowiedzi
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immunologiczne poprzez aktywacj¢ swoistych recepto-
réw membranowych P2, ktére obejmujg jonowe recep-
tory P2X (P2X_7) 1 zalezne od biatek G receptory P2Y
(P2Y154611-14) [10,11].

Adenozynotrifosforan aktywuje wszystkie receptory
P2X 1 P2Y; receptory P2Y |, P2Y, i P2Y ;3 sg aktywo-
wane przez ADP, P2Y przez UTP, P2Y przed UDB,
a P2Y,, przez UDP-glukoze [8,10]. NTPD-azy hy-
drolizujg nukleotydy tri- i difosforanowe, a ekto-5’-
nukleotydaza hydrolizuje AMP [6]. Zaréwno recepto-
ry P2X 1 P2Y, jak i NTPD-azy i ’-nukleotydaza (CD73)
znajduja sie na wszystkich komérkach OUN, w tym
neuronach, oligodendrocytach, obu typach komérek gle-
jowych i uczestnicza w procesach zapalnych (mikrogle;
iastrocyty). Stwierdzono, ze komérki mikrogleju zawieraja
receptory P2X, 1 P2X; oraz P2Y41P2Y; [3,4]. Lim-
focyty T i B migrujace do OUN zawieraja réwniez licz-
ne receptory P2, takie jak P2X,, P2X;, P2X,, P2Y},
P2Y,, P2Y,, P2Y¢, P2Y, |, P2Y ;1 P2Y 5 [12,13].

Istotna role w procesach zapalnych odgrywa réwniez
druga podklasa receptoréw purynowych (P1), nazywa-
nych receptorami adenozynowymi, ktére w przeciwien-
stwie do receptoréw P2 — nukleotydowych — aktywuja
procesy przeciwzapalne. Obie te grupy receptoréw
powiazane sg przez ektoenzymy (nukleotydazy), ktére de-
gradujac nukleotydy, produkuja adenozyne, bedaca
agonistg receptoréw adenozynowych P1 [6]. Adenozy-
na spetnia swoje funkcje poprzez aktywacje swoistych re-
ceptoréw znajdujacych si¢ na powierzchni komorek,
tzw. receptoréw P1 (Ay, Aza, Aog, Az). W OUN recep-
tory adenozynowe znajdujg si¢ na komérkach nerwowych
oraz komdrkach gleju (astrocytach i mikrogleju);
na komérkach mikrogleju nie ma receptoréw A,g [11].

Do dzi$ nie ma wezesnych 1 wiarygodnych markeréw
biologicznych rozpoznania i przebiegu SR. Intencja
autorGw jest zatem oméwienie udziatu sygnalizacii pu-
rynergicznej w etiologii SR. Wiedza o udziale nukle-
otydéw i adenozyny w procesach zapalnych i demielini-
zacji moze mie¢ potencjalne zastosowanie w diagnostyce
SR, zwlaszcza w sytuacji, gdy obraz rezonansu magne-
tycznego (RM) jest niejednoznaczny i wymaga rdzni-
cowania z ogniskami naczyniopochodnymi. Szczegdlny
problem diagnostyczny istnieje u pacjentéw z odosob-
nionym zespotem klinicznym, u ktérych w 30-70% przy-
padkéw w p6zniejszym czasie rozwija si¢ klinicznie pew-
ne SR. Innym zastosowaniem znajomos$ci sygnalizacji
purynergicznej moze by¢ przewidywanie przebiegu
choroby, zwlaszcza konwersji postaci nawracajaco-zwal-
niajacej w posta¢ wtérnie postepujacg. Innym poten-
cjalnym zastosowaniem znajomo$ci sygnalizacji pury-
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nergicznej moze by¢ wybér odpowiedniego leczenia im-
munomodulacyjnego dla chorych na SR.

Puryny czgsteczkami informujqcymi
o zmianach metabolizmu
prowadzqcymi do $§mierci komérek
— sygnatly niebezpieczenistwa,
ostrzegawcze (danger signals)

Aktywacja uktadu immunologicznego odbywa sie
z udzialem czasteczek stanowigcych sygnaly ostrze-
gawcze (danger signals) [7,14,15]. Pierwotny sygnat ostrze-
gawczy powoduje synteze aktywnych komérek odpor-
no$ciowych i1 wskazuje na obecno$é patogendw,
uszkodzenia komérek lub mutacji, ktére moga dopro-
wadzi¢ do ich $mierci. Sygnat ten zapoczatkowuje dy-
chotomiczna odpowiedz immunologiczna, ktéra przejawia
si¢ z jednej strony niszczeniem patogendw przez cyto-
kiny, reaktywne formy tlenowe i azotowe oraz cytoto-
ksyczno$¢ komérkows, a z drugiej — rozprzestrzenieniem
proceséw zapalnych dzieki uwalnianiu cytokin proza-
palnych i chemokin. Niekontrolowana ekspansja proce-
séw zapalnych moze powodowaé uszkodzenie tkanek
i utrate ich funkeji. Sasiednie tkanki, aby uchronié sie
przed uszkodzeniem, staja si¢ Zrédlem wtérnego sygnatu
aktywujacego wtérng reakcje przeciwzapalng. Ten wtér-
ny sygnal ostrzegawczy wskazuje na zagrozenie ze stro-
ny nadreaktywnych komdrek immunologicznych i po-
woduje zmniejszenie aktywnosci prozapalnej. Sadzi sie,
ze efekt koficowy stanowi wzgledna réwnowaga miedzy
pierwotnym sygnalem prozapalnym i wtérnym sygnatem
antyzapalnym.

Prozapalne funkcje
pozakomérkowych nukleotydéw

Od niedawna wiadomo, ze ATP znajdujacy si¢
poza komdérka, aktywujac receptory P2, stymuluje pro-
liferacje komoérek mikrogleju i limfocytéw oraz wydzie-
lanie cytokin i procesy zapalne [3,4,8,16,17]. Powyzsze
funkcje puryn zidentyfikowano dzigki badaniom pro-
wadzonym w ostatnich 10 latach [18-21]. W ciggu ostat-
nich kilku lat wszystkie receptory P2 uczestniczgce w pro-
cesach zapalnych zostaly sklonowane. Ich obecno$é
stwierdzono na powierzchni komoérek uczestniczacych
w procesach zapalnych [3,4]. W procesie zapalnym
stezenie ATP w przestrzeni pozakomérkowej znaczgco
si¢ zwicksza 1 aktywuje receptor P2X. Zaktywowany re-
ceptor uczestniczy w dojrzewaniu i wydzielaniu kluczowej
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cytokiny prozapalnej — IL-1J [3,4,22]. Obecnie wia-
domo, ze réwniez ADP i adenozyno-5’-monofosforan
(adenosine monophosphate — AMP) uwalniajg 1L-1P3
z komérek mikrogleju przez aktywacje receptoréw
P2X [5,23]. Udziat AMP jako czasteczki sygnatowej
w tym procesie jest kontrowersyjny i wymaga dalszych
badan. ATP i ADDP, aktywujac receptor P2Y;,, pobudzaja
mikroglej do chemotaksji, podczas gdy UDP, aktywujac
receptor P2Y, utatwia fagocytoze pozostatosci uszko-
dzonych komérek. Okazuje si¢ réwniez, ze ATP jest nie-
odzowny dla wydzielania przez komérki odpornosciowe
Th1 cytokin i IFN-y. Ten ostatni zwigzek aktywuje wy-
dzielanie przez limfocyty 1 makrofagi kolejnych czgste-
czek uczestniczacych w procesach zapalnych [24].

Sadzi si¢, ze najwazniejszg role w procesach zapalnych
odgrywa receptor P2X;, dawniej znany jako receptor
P2XZ — receptor $mierci komérek” [5]. Jest on nie-
zwyklym receptorem w rodzinie P2, gdyz — w odréznie-
niu od innych receptoréw — wymaga do aktywacji zaréwno
mikromolowych, jak i milimolowych stezen ATP [25].
W warunkach fizjologicznych wewnatrzkomérkowe
stezenie ATP jest bardzo duze (5—10 mM), natomiast
w przestrzeni pozakomdrkowej male (nM) [3-5].
W OUN P2X; wystepuje na komérkach mikrogleju, ko-
morkach Schwanna i astrocytach. Poza OUN receptor
P2X jest obecny na limfocytach, erytrocytach, mono-
cytach i1 tkankowych makrofagach [12,25,26]. U cho-
rych na SR stwierdzono znaczny wzrost immunoreak-
tywnosci nie tylko w komérkach mikrogleju mézgu, lecz
takze rdzenia kregowego [27]. Stymulacja tego recep-
tora aktywuje wydzielanie neuroprzekaznikéw pobu-
dzajacych z astrocytéw [25,28]. Aktywacja receptora
P2X; monocytéw/makrofagdw, komérek srédbtonka po-
woduje wzrost wewngtrzkomoérkowego stezenia potasu,
co z kolei prowadzi do aktywacji kaspazy 1, oraz powo-
duje uwalnianie do przestrzeni pozakomdrkowej cytokin
prozapalnych, w tym dojrzatej formy I1.-13 1 TNF-a.,
co skutkuje wewngtrzkomérkowg mobilizacja jonéw
Ca?™ [12,25,29,30]. Wzrastajace stezenie IL.-1B po-
woduje aktywacje syntetazy tlenku azotu, cyklooksyge-
nazy 21 TNF-o [25,31]. Aktywacja receptora P2X; wa-
runkuje takze uruchomienie szeregu mechanizméw,
w ktére zaangazowane sg takie enzymy, jak fosfolipaza D
(PLD), fosfolipaza A2 (PLLA2), czynnik jadrowy kB
(nuclear factor K — NF-xB), oraz kinazy biatkowe akty-
wowane przez miogen (miogen-activated protein kinases —
MAPKSs) [25,26].

Wytworzone 1 wydzielone poprzez aktywacje P2X;
cytokiny powodujg dalszy rozwdj stanéw zapalnych.
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cytokina prozapalna IL.-1B uczestniczy w aktywacji syn-
tezy I1.-2 oraz indukuje ekspresje jej receptora. Ponadto
pobudza wytwarzanie przez limfocyty, makrofagi i ko-
morki §rédblonka IFN-y i IL-6 oraz zwicksza adhezje
limfocytéw T do komdérek srédbtonka. Skutkiem jest
zwigkszona ekspresja takich czasteczek, jak selektyna E,
ICAM-11VCAM-1. Biatka adhezyjne znajdujace si¢
na powierzchni komérek srodbtonka, np. VCAM-1, od-
grywajg wazng role w przenikaniu do OUN autoreak-
tywnych limfocytéw T, gdyz wiaze si¢ z nimi znajdujaca
sie na powierzchni limfocytéw oi4P 1 integryna (VLA-4).
Natalizumab stosowany u chorych na SR uniemozliwia
potaczenie 4P 1 integryny z biatkiem VCAM-1, a tym
samym blokuje przenikanie do OUN autoreaktyw-
nych limfocytéw T [32—-34]. W aktywacji proceséw za-
palnych uczestniczg réwniez inne receptory purynowe,
. P2Y,, P2Y¢ P2Y,;, P2Y,, [3,4,12,13,35-39].
Receptor P2Y; — o duzej swoistosci wzgledem ATP —
bierze udziat w regulacji odporno$ci wrodzonej 1 naby-
tej oraz w modyfikacji dziatania komérek dendrytycznych
[35-37]. Aktywacja tego receptora powoduje zwigkszenie
wydzielania I1.-23 oraz hamuje produkeje przez komdérki
dendrytyczne 1L.-12 1 IL.-27. Zatem hamowanie wy-
dzielania 11.-12 i IL.-27 przez ATP lub PGE, w wa-
runkach fizjologicznych moze prowadzi¢ do powstania
negatywnych mechanizméw polegajgcych na ograniczeniu
aktywacji limfocytéw T [35]. Tak wiec hamujacy wplyw
ATP na powyzsze procesy mdgtby byé korzystny
w niektérych stanach patologicznych, réwniez w SR
zwigzanym z aktywacjg limfocytéw T 1 przenikaniem ich
do OUN.

Interleukina 23 jest wytwarzana przez komdérki den-
drytyczne i aktywuje proliferacje i cytotoksyczno§é lim-
focytéw T. Jest niezbedna do powstawania limfocytéw T
pamieci i procesu autoimmunizacji, dzigki temu limfocyty T
pamieci sa w stanie wydziela¢ 11.-17. Dlatego 11.-23 od-
grywa wazng role w chorobach autoimmunologicznych,
np. w autoimmunologicznym zapaleniu mézgu. Mimo
iz zdolno$¢ komérek dendrytycznych do wydzielania cy-
tokin 7z vitro jest dobrze udokumentowana, do dzisiaj nie
ma dostatecznych dowodéw na istnienie takiego proce-
su 7z vivo. Interesujacym spostrzezeniem jest doniesie-
nie Marteau i wsp., ktérzy wykazali, ze réwniez ADP,
aktywujac receptor P2Y 1, hamuje wydzielanie z komérek
dendrytycznych IL-12p70 1 IL-12p40 oraz TNF-o [37].
Zatem ATP wplywa na czynno$¢ komoérek dendrytycz-
nych nie tylko bezposrednio przez wzrost cAMP i ak-
tywacje receptora P2Y 4, lecz takze posrednio, bedac
zroédlem pozakomérkowego ADDP, ktéry aktywuje re-
ceptory zalezne od biatka G| [38].
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Przeciwzapalne funkcje
pozakomérkowej adenozyny

Gléwnym zrédlem adenozyny w przestrzeni poza-
komérkowej jest hydroliza ektonukleotydéw adeninowych
przez ektonukleotydazy. W OUN adenozyna wplywa na
wiele proceséw fizjologicznych, takich jak neuroprotekcja
oraz hamowanie proceséw zapalnych [39]. Adenozyna
zmniejsza proliferacje limfocytéw T oraz wydzielanie
cytokin przez te komérki i komdérki mikrogleju [40,41].
Ochrona i naprawa tkanek przez adenozyne odbywa sie
poprzez aktywacje czterech mechanizméw: wzrost
wskaznika podazy/popytu tlenu, dziatanie przeciwzapalne,
stymulacje angiogenezy oraz utrzymywanie stanu goto-
wosci immunologicznej [ 11]. Aktywacja receptordw ade-
nozynowych obecnych na komérkach immunologicznych
hamuje syntez¢ TNF-o0 i metaloproteazy macierzy
zewnatrzkomdrkowej oraz zwigksza ekspresje cytokin
neuroprotekcyjnych i przeciwzapalnych, takich jak
I1-6111-10 [42].

Sitkovsky 1 Otha uwazajg, ze najistotniejszg zmiang po-
wstala w wyniku odpowiedzi immunologicznej jest za-
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burzenie mikrokrgzenia i powstanie lokalnego niedotle-
nienia tkanek. Hipoksja stanowi bodziec do znacznego
zwickszenia stezenia adenozyny w przestrzeni pozako-
mérkowe] w wyniku szybkiej degradacji AT, uwalnianego
w znacznych ilociach z obumierajgcych komdérek, a po-
nadto z zakonczen nerwowych wraz z neuroprzekaznikami
pobudzajacymi. Niedotlenienie powoduje réwniez wzrost
produkcji wewnatrzkomérkowej adenozyny 1 jej wzmozony
transport do przestrzeni pozakomdrkowej przez trans-
portery biatkowe 1 stopniowg aktywacje wszystkich re-
ceptoréw adenozynowych. Ponadto hipoksja powoduje
w OUN wrzrost aktywnosci ektoenzyméw i hamowanie ak-
tywnosci kinazy adenozyny, ktéra w warunkach fizjolo-
gicznych powoduje fosforylacje adenozyny do AMP
[11]. W stanach niedotlenienia i zapalenia stezenie po-
zakomoérkowej adenozyny wzrasta z nanomolarnego do
warto$ci bliskiej 10—-50 M (ryc. 1.) [43].

W OUN receptor adenozynowy A wystepuje obfi-
cie na neuronach, komérkach mikrogleju, a takze ma-
krofagach [44-46]. Aktywacja receptora A| wplywa na
procesy neurozapalne i towarzyszacg im demielinizacje
zaréwno w SM, jak i modelu eksperymentalnego, aler-

efekforowa komdrka zapalna

czynniki
prozapalne

przestrzen
pozakomérkowa

zapalenie

|

uszkodzenie tkanki
otaczajqee] |

uszkodzenie naczyri

Ryc. 1. Rola adenozyny i receptordw adenozynowych w procesach zapalnych (zmodyfikowano na podstawie [41])

Fig. 1. The role of adenosine and P1 receptors in inflammation (according fo [41])

Neurologia i Neurochirurgia Polska 2011; 45, 5

493



Marek Cieslak, Michat Komoszyriski

gicznego zapalenia mézgu i rdzenia kregowego [42].
Aktywacja receptoréw A i Az sprzezonych z biatkami G,
hamuje cyklaze adenylanows i daje efekt odwrotny do
aktywacji receptorow A,. Tak wiec aktywacja receptorow
A 1Aj stymuluje wydzielanie przez komdrki immuno-
logiczne czynnikéw prozapalnych.

Komérki gleju w zaleznosci od stopnia uszkodzenia ko-
moérek OUN sg zdolne do syntezy cytokin prozapalnych
iantyzapalnych. Komérki mikrogleju 1 makrofagi pacjentéw
z SR charakteryzuja si¢ obnizong ekspresja 1 aktywnoscia
receptora A; [47]. Aktywacja receptoréw A stymuluje
uwalnianie z astrocytéw neuronalnego czynnika wzrostu
(nerve growth factor — NGF), podczas gdy aktywacja re-
ceptoréw A,p i Az powoduje egzocytoze 11.-6 i cytokiny
CCL2 [45,46,48]. Receptor Ay zmniejsza aktywno$c syn-
tazy tlenku azotu (NOS) wydzielanej w nastepstwie sty-
mulacji takich czynnikéw prozapalnych, jak lipopolisa-
charyd (LLPS), IFN-y oraz TNF-o 1 IL-1 [11].

Aktywacja receptor6w Aja 1 Ay powoduje w ko-
morkach zwickszenie stezenia cAMP, co ma istotne zna-
czenie dla hamowania wydzielania czynnikéw proza-
palnych przez komérki immunologiczne. Receptory
A 1Ay, charakteryzujg si¢ duzym, a receptory A,p i A
matym powinowactwem do adenozyny. Odmienna
wrazliwo$¢ receptoréw A, 4 1 Ayp na adenozyne sugeruje,

limfocyt T

IFN-y

©

!

— @ 12 O« CET)ATS
e
e
cAMP
O
.
\ /

1FN-y— interferon y, TCR (T cell receptor) — receptor limfocytow T, 1L.-2 — interlenkina 2,
STATS (signal transducers and activator of transcription) — biatko STATS, cAMP (cyclic
denosin ) ) — cykliczny aden oran

Ryc. 2. Rola receptoréw adenozynowych w regulacii czynnosci limfocytow T
uczestniczgeych w odpornosci komdrkowej (zmodyfikowano na podstawie [49])

Fig. 2. The role of P1 receptors in the regulation of T lymphocyte functions in
immune responses (according to [49])
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ze wraz z rosnagcym niedotlenieniem tkanek adenozyna
ulega stopniowej kumulacji w miejscu zapalenia. Akty-
wacja receptoréw A, hamuje wytwarzanie TNF-a., wy-
dzielanie IL-12 i chemokiny CXCL10 oraz powoduje
zwickszenie wydzielania IL-10 i uwalniania chemokiny
CCL17 [11].

W SR hamowanie wydzielania I1.-12 moze by¢ ko-
rzystne, gdyz IL-12 stymuluje jednoczesnie proliferacje,
aktywacje 1 cytotoksyczno$¢ limfocytéw T 1 komdrek NK
(natural killers cells) oraz wytwarzanie przez te komérki
IFN-y i TNE Jednoczes$nie I1.-12 aktywuje wydziela-
nie IL.-10, ktéra z kolei hamuje wytwarzanie IFN-y
i IL-2. Dlatego aktywacja obu receptoréw A, jest silnym
czynnikiem immunosupresyjnym. Powyzsze obserwacje
zostaly potwierdzone w badaniach przeprowadzonych na
zwierzetach [15].

Zréznicowany wplyw adenozyny na wydzielanie
czynnikéw prozapalnych z udzialem receptoréw Aja, Ayp
badz A; i A; zapobiega nieuzasadnionej stanem fizjo-
logicznym stymulacji lub inhibicji aktywnos$ci komérek
immunologicznych, a tym samym aktywacji lub hamo-
waniu wydzielania cytokin prozapalnych.

W odpowiedzi na czynniki ostrzegawcze (ATP)
zwigksza si¢ proliferacja astrocytéw 1 mikrogleju, jednak
aktywacja receptoréw A | oraz A,, moze zwiekszac lub
zmniejszaé proliferacje astrocytow [44].

Wptyw adenozyny na funkcje
limfocytéw T

Autoreaktywne limfocyty T migrujace do OUN cha-
rakteryzuja sie wysokg aktywnoscig deaminazy adenozyny
(adenosine deaminase activity — ADA) 1 obecno$cig re-
ceptoréw adenozynowych A, Ayp, 1 Az oraz brakiem
receptoréw A [49-51]. Aktywacja limfocytéw T jest wy-
nikiem rozpoznania antygenu z udzialem receptoréw spe-
cyficznego antygenu i czasteczek CD4 lub CD8, co uru-
chamia kaskade sygnalizacji prowadzacej do wydzielania
cytokin, zwiekszenia cytotoksycznosci komérkowe; 1 pro-
liferacji komérek T [49].

Dziatanie immunosupresyjne adenozyny na cyto-
toksyczne limfocyty T (CTL) moze by¢ wynikiem ak-
tywacji receptoréw A, 1 Ayp. Skutki ich dziatania sg
antagonistyczne wzgledem receptora limfocytéw T
wigzgcego antygen (1" cell receptor — TCR). Aktywacja
receptoréw Ay, 1 Ayg powoduje wzrost stezenia
cAMP w komoérkach T, co z kolei hamuje w nich syn-
teze IL.-2. Wzrost wytwarzania IL.-2 w limfocytach T
odbywa si¢ z udzialem TCR i biatka STATS (signal

Neurologia i Neurochirurgia Polska 2011; 45, 5



transducers and activator of transcription) (ryc. 2.) [49].
W pobudzonych limfocytach T ekspresja I11.-2 wzra-
sta ponad 1000-krotnie [52]. Interleukina ta zwiek-
sza zardwno proliferacje, jak i aktywacje i cytoto-
ksycznos§é limfocytéw Tc (cytotoksycznych). Jest
réwniez czynnikiem wzrostu dla limfocytéw T po-
mocniczych i komérek NK oraz indukuje wytwarza-
nie innych cytokin, w tym IFN-y [52]. Dlatego inhi-
bicja syntezy 1L.-2 przez adenozyne hamuje takze
produkcje IFN-y. Rola receptoréw Az w regulacji ak-
tywnosci limfocytéw T nie zostata do konica poznana.
Wiadomo jedynie, ze aktywacja receptoréw Az hamuje
komérki NK [49]. Podsumowujac — aktywacja obec-
nych na autoreaktywnych limfocytach T receptoréw
adenozynowych, ktére uczestniczg w indukcji proce-
séw zapalnych w OUN, moze hamowad rozwéj SR.

Udziat puryn w migracji limfocytéw
przez §rédbtonek naczyn do
osrodkowego uktadu nerwowego

Komorki limfoidalne i zwigzane z nimi duze
stezenie ATP oraz mate stezenie adenozyny w potacze-
niu z zaleznym od leukocytéw hamowaniem endote-
lialnej §’-nukleotydazy utatwiaja migracje adherentnych
leukocytéw do OUN. W warunkach fizjologicznych

komérki limfoidalne:

fenotyp — stan zapalny wytwarzajqcy ATP ‘)
i eliminujgcy adenozyng
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enzymy zwigzane z komdrkami $rédbtonka, takie jak
NTPD-azy i 5’-nukleotydaza, skutecznie degraduja
ATP i ADP do AMP, a nastepnie do adenozyny
[53-56]. I odwrotnie, duza aktywno$¢ na powierzchni
limfocytéw kinaz nukleotydéw, kinazy adenozyny
i deaminazy adenozyny oraz ektonukleotydazy
i prawdopodobnie NTPD-azy 1 sprzyja resyntezie nu-
kleotydéw i zmniejsza stezenie pozakomérkowej ade-
nozyny. Dzieki temu mozliwe jest utrzymanie mikro-
molarnego stezenia ATP w poblizu komérek
limfoidalnych [9].

Podczas ostrego zapalenia i niedotlenienia docho-
dzi do wzrostu aktywnosci takich ektoenzyméw, jak
NTPD-aza 1 i ekto-5’-nukleotydaza $rédblonka,
ktére biorg udziat w degradacji nukleotydéw. Prowa-
dzi to do zwigkszenia wewnatrznaczyniowego stezenia
adenozyny oraz hamowania odpowiedzi zapalnej przez
wplyw na adhezje i migracje limfocytéw przez
bariere srédbtonka. Zwigkszajace si¢ stezenie poza-
komérkowej adenozyny zmniejsza wychwyt zwrotny
adenozyny, gdyz powoduje zmniejszenie ekspres;ji
transporteréw biatkowych tego nukleozydu. Zwiek-
szenie stezenia tego nukleozydu poza komdérka i trans-
krypcji jej receptora prowadzi do intensyfikacji sy-
gnalizacji za posrednictwem receptoréw adenozyny
(ryc. 3.) [9].

lm |
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komérki érédbtonka naczyr
fenotyp antyzapalny eliminujocy
nukleotydy

a ™

Ryc. 3. Regulacyjna rola metabolizmu ektopuryn podczas adhezji leukocytéw do komdrek srédbtonka (zmodyfikowano na podstawie [9]). Podczas zapalenia
migracjg adherentnych komérek limfoidalnych przez $rédbfonek utatwiajg nastepujace procesy: (1) duze stezenie pozakomérkowego ATP produkowanego przez
migrujgce limfocyty hamuie ekto-5"-nukleotydaze na powierzchni komérek srodbtonka, co powoduje zmniejszenie stezenia adenozyny, (2) szybka eliminacja
pozakomérkowej adenozyny przez deaminaze adenozyny, (3) utrzymywanie duzego stezenia prozapalnego ATP

Fig. 3. The metabolism of extracellular purines regulates the adhesion of leukocytes to endothelial cells (according to [9]). The inflammatory migration of adherent
lymphocytes through endothelium is facilitated by: (1) high level of proinflammatory extracellvlar ATP produced by migrating lymphocytes and its inhibitory effect
on ecto-5"-nucleotidase expressed at the surface of endothelial cells that result in inhibition of anti-inflammatory adenosine production,

(2) rapid elimination of extracellular adenosine by adenosine deaminase, (3) maintenance of external levels of proinflammatory ATP at relatively high levels
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Zmiany w ekspresiji receptoréw
purynergicznych i metabolizmie
nukleotydéw adeninowych
obserwowane u choryc

na stwardnienie rozsiane

Juz w 1980 r. w Polsce wykazano zmiany stezenia wol-
nych nukleotydéw adeninowych w erytrocytach i ak-
tywnosci ATP-azowej cieni krwinek czerwonych chorych
na SR leczonych hormonem adrenokortykotropowym (ad-
renocorticotropic hormone — ACTH) [17]. Do dzisiaj nie
ma jednak bezpo$rednich dowoddéw wskazujgcych na
udziat nukleotydéw 1 adenozyny w etiologii SR.

Jedynymi dowodami sugerujgcymi udzial puryn
w powstawaniu SR sg rezultaty badan na modelu zwie-
rzecym — w eksperymentalnym autoimmunologicznym
zapaleniu mézgu 1 rdzenia (experimental autoimmune en-
cephalomyelitis — EAE). Wyniki badan przeprowadzonych
na oligodendrocytach wyhodowanych 7 vitro z komérek
nerwu wzrokowego wykazaly, ze permanentna aktywa-
cja receptoréw P2X; prowadzita gtéwnie do powstawa-
nia blaszek typowych dla SR, $mierci oligodendrocytéw
1 uszkodzenia akson6w, natomiast uzycie antagonistéw
tego receptora zmniejszato demielinizacje [58—60].

Badania nad transgenicznymi myszami pozbawionymi
ekspresji receptorow P2X 1 ich dzikiego szczepu wy-
kazaly, ze brak tych receptoréw powoduje kompensacyjny
wzrost cytokin produkowanych przez limfocyty T. Skut-
kiem tej zmiany byt brak klinicznych objawéw uszko-
dzenia komoérek astrogleju. Powyzsze obserwacje wska-
zujg na istotng role receptora P2X; w etiologii EAE [61].
Réwniez rezultaty eksperymentéw z transgenicznymi my-
szami pozbawianymi receptora P2X; wskazuja na istotng
role tego receptora w zmniejszeniu apoptotycznej ak-
tywnosci limfocytéw [62]. Istniejg réwniez badania wska-
zujace na wzmozong immunoreaktywno$¢ receptora
P2X obecnego na aktywowanych komérkach mikro-
gleju/makrofagéw rdzenia kregowego chorych na SR, co
sugeruje zwigkszenie ekspresji tego receptora na ich po-
wierzchni [27]. Zmniejsza si¢ natomiast immunoreak-
tywno$¢ receptora P2Y |, na oligodendrocytach w blasz-
kach demielinizacyjnych istoty szarej kory mézgu oraz
podkorowo w istocie bialej u chorych na SR. Oznacza
to, ze w tych komoérkach ekspresja receptora P2Y 1, wy-
raznie si¢ zmniejsza [63]. Stwierdzono réwniez, ze u cho-
rych na SR liczba receptoréw A1AR zlokalizowanych na
monocytach/makrofagach obecnych we krwi 1 w mézgu
ulega wybiérczemu zmniejszaniu [64,65]. W osoczu cho-
rych na SR stezenie TNF-ot bylo znacznie wigksze, pod-
czas gdy stezenie adenozyny istotnie mniejsze w odnie-

496

sieniu do grupy kontrolnej. W tych samych badaniach
wykazano, ze w jednojadrzastych komérkach krwi cho-
rych na SR agonista receptora adenozyny A1-R — p/e-
mylisopropyladenosine (R-PIA), znacznie hamuje wytwa-
rzanie TNF-q, ale nie I1.-6, podczas gdy we krwi grupy
kontrolnej znaczaco hamuje produkcje 1L.-6, a nie
TNF-a [65].

W modelu zwierzecym SR, tzn. w EAE, wykazano,
ze metylotioadenozyna (MTA) aplikowana doustne
w pierwszym rzucie SR w potaczeniu z IFN-f lub octa-
nem glatirameru zwigksza skuteczno$¢ terapii [66].
W plynie mézgowo-rdzeniowym i w surowicy chorych
na SR stwierdzono réwniez wyrazny wzrost st¢zenia me-
tabolitéw ATP [67,68].

Istnieje réwniez szereg innych badan sugerujacych
udziat puryn w rozwoju tego schorzenia. U oséb z SR
obserwowano wyrazne zmiany aktywnosci ektonukleo-
tydaz metabolizujacych puryny. U chorych na SR leczo-
nych zaréwno interferonem IFN-B-1a, jak i IFN-3-1b
stwierdzono wzrost ekspresji ekto-5’-nukleotydazy na
komérkach $rédbtonka i w surowicy. Interferon B po-
woduje réwniez wzrost ekspresji ekto-5’-nukleotydazy
na komérkach bariery krew—mdzg oraz astrocytach. Zmia-
ny te sugerujg zmniejszenie stezenia AMP 1 zwigksze-
nie stezenia pozakomoérkowej adenozyny podczas
powyzszej terapii i w konsekwencji ograniczenie migra-
¢ji reaktywnych limfocytéw przez bariere krew—mdzg
[69,70].

Ostatnie badania OUN wykazaly obecno$é
NTPD-az, gléwnie NTPD-azy 1, na blonach zakonczen
nerwowych i na powierzchni komérek mikrogleju
[5,49,53]. Enzym ten byt znany jedynie jako marker ak-
tywacji limfocytéow B [53]. Wykazano réwniez, ze
NTPD-aza 1 jest markerem komérek immunosupre-
syjnych Foxp3* Treg [54]. Podczas zapalenia zwigksza
si¢ rowniez ekspresja tego enzymu na komérkach NK|
monocytach 1 aktywnych limfocytach T [8,55]. NTPD-
azy uczestnicza takze w kontrolowaniu niektérych funk-
¢ji limfocytéw, takich jak rozpoznanie antygendw i ak-
tywacja cytotoksycznych komérek T [56]. Oznacza to,
ze w procesach zapalnych enzymy te, degradujac nu-
kleotydy, mogg regulowac ekspresje cytokin, procesy przy-
legania komdrek, proliferacje komérek i apoptoze. Na lim-
focytach pacjentéw z postacig nawracajgco-zwalniajaca
SR stwierdzono zwickszenie aktywnosci NTPD-az
[40,57]. Powyzsze badania wykazuja, ze wzrost stezenia
ATP w przestrzeni pozakomdrkowej podczas demieli-
nizacji koreluje ze wzrostem aktywnosci i ekspresji
NTPD-az limfocytéw, co moze stanowi¢ jeden z me-
chanizméw kompensacyjnych uczestniczacych w ha-
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mowaniu procesu zapalnego, sprzyjajacych remieliniza-
¢ji tkanki nerwowej [71].

W plytkach krwi pacjentéw z postacig nawracajaco-
-zwalniajaca SR zaobserwowano réwniez zmniejszenie
aktywnos$ci NTPD-azy, pirofosfatazy/fosfodiesterazy
nukleotydéw (E-NPP), 5’-nukleotydazy i deaminazy
adenozyny [40]. Zmiany te nie wplywaly na proces agre-
gacji plytek. Obserwacje te sugeruja istotne zmiany
w stezeniu nukleotyddw i nukleozydéw w tle plytek krwi,
jednak trudno okreslié, czy majg one zwigzek z etiolo-
gia SR.

Podsumowanie

Stwardnienie rozsiane jest przewlekla zapalng cho-
robg OUN o nieznanej etiologii. Proces zapalny w SR
stwierdza si¢ na wszystkich etapach choroby, z wyraznym
defektem jego wygaszania 1 samoograniczenia [60].
W pracy przedstawiono szereg wynikéw badan, ktére
wskazujg na udzial w tym procesie sygnalizacji pury-
nergicznej.

Wozrost pozakomérkowego stezenia ATP w OUN jest
waznym sygnalem ostrzegawczym (danger signal) wska-
zujacym na inicjacje proceséw zapalnych i apoptozy. Po-
nad wszelka watpliwo$¢ w zmianach tych uczestnicza re-
ceptory P2X,. Ich aktywacja skutkuje wydzielaniem
IL-1PB, aktywujacej prokaspaze 1, NOS, cyklooksyge-
naze 2 1 TNF-a [24,30]. Adenozynotrifosforan znaj-
dujacy sie poza komérkg uruchamia réwniez szereg in-
nych proceséw metabolicznych, w ktérych uczestnicza
takie enzymy 1 biatka, jak fosfolipaza D, fosfolipaza A2,
NF-kB i MAPK. W przerwaniu tego sygnatu konieczna
jest degradacja ATP az do adenozyny, ktéra wykazuje sil-
ne dzialanie przeciwzapalne i immunosupresyjne [5].

Do degradacji ATP do adenozyny niezbedne sg ak-
tywne enzymy uczestniczace w przemianie nukleotydéw
(NTPD-azy i 5’nukleotydazy) i jednoczes$nie warunki,
w ktérych zmniejszana jest aktywno$¢ deaminazy ade-
nozyny. Skutkiem tych zmian jest wyrazne zwigckszenie
stezenia pozakomérkowej adenozyny. Badania chorych
na SR wykazaly istnienie naturalnych mechanizméw pro-
wadzacych do wzrostu pozakomdrkowej adenozyny.
Limfocyty chorych z postacig nawracajgco-zwalniajaca
SR charakteryzuja sie duzg aktywnoscig NTPD-az
1 zmniejszong aktywnoscia deaminazy adenozyny, co
sprzyja procesom hamujacym zapalenie. Te obserwowane
w SR zmiany mozna uznac za mechanizm kompensacyjny
w odpowiedzi na nasilenie proceséw zapalnych. Powyzsze
zmiany obserwujemy réwniez u chorych na SR leczonych

IFN-B-1a i IFN-B-1b [58].
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Innym sposobem zmniejszenia prozapalnego dziatania
ATP moze by¢é zastosowanie antagonistow receptora
P2X, co moze zmniejszy¢ odpowiedz zapalng w OUN.
Obecnie prowadzi si¢ wiele badan nad potencjalnymi
antagonistami receptora P2X; [24,31-33,72].

Istnieja dowody, ze w trakcie odpowiedzi immuno-
logicznej czynnikiem uszkadzajgcym tkanke nerwows jest
uposledzenie mikrokrgzenia. Skutkuje to lokalnym nie-
dotlenieniem tkanek. Lokalna hipoksja tkanek przy jed-
noczesnym wzroscie aktywnosci ektoenzymdw 1 hamo-
waniu aktywnosci kinazy adenozyny przyczynia sie do
znacznego zwickszenia stezenia adenozyny w prze-
strzeni pozakomdrkowej. Aktywacja przez adenozyne obu
receptoréw adenozynowych (A4 1 A,g) hamuje proli-
feracje limfocytéw T oraz wydzielanie cytokin przez lim-
focyty T 1 komérki mikrogleju [40,57]. Aktywacja re-
ceptora A, 4, wymagajaca mniejszych stezen adenozyny
anizeli aktywacja receptora A,g, moze wczeSniej zin-
tensyfikowa¢ dziatania immunosupresyjne. Aktywacja re-
ceptoréw A 1 Az skutkuje zmianami odwrotnymi do ak-
tywacji receptoréw A,. Inhibicja tych receptoréw powinna
zatem powodowac zmniejszenie aktywnosci limfocytéw T,
a tym samym wygaszenie proceséw zapalnych.
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