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Posiadane dyplomy:

e Dyplom ukoriczenia studidw na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego w Warszawie,
1997 rok. Tytut pracy magisterskiej wykonanej w Zaktadzie Fizjologii i Biochemii Roélin pod
kierunkiem prof. Stanistawa Lewaka ,Osmotyczne prekondycjonowanie nasion stonecznika”.
Uzyskany tytut: magister biologii, specjalnos¢ - biologia ogdina.

e Dyplom doktora nauk medycznych uzyskany w Instytucie Medycyny Doéwiadczalnej i
Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN w Warszawie, 2004 rok. Tytut rozprawy doktorskiej: ,,
Neuroprotekcyjne dziatanie dantrolenu w modelowej asfiksji okotoporodowej w mozgu
noworodkéw szczura”. Uzyskany stopiern naukowy (z wyrdznieniem): doktor nauk
medycznych w zakresie biologii medycznej.

e Dyplom ukoiczenia studidw podyplomowych ,Podyplomowe Studium Zarzadzania
Projektami”. Kolegium Zarzadzania i Finanséw, Szkota Gtéwna Handlowa. Warszawa, 2012r.

e Dyplom ukoriczenia studiow podyplomowych” Zarzadzanie projektem badawczymi i
komercjalizacja wynikéw badari“. Akademia Leona KoZmiriskiego. Warszawa 2013 r.

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/artystycznych:

e 1997 - 2006 — asystent w Pracowni Farmakoneurochemii, Zaktad Neurochemii, Instytut
Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN, w Wa rszawie.

e 2006 - 2014 — adiunkt w Pracowni Farmakoneurochemii, Zaklad Neurochemii, Instytut
Medycyny Do$wiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN, w Warszawie.

e 2015 - obecnie - Specjalista badawczo-techniczny w Pracowni Farmakoneurochemii, Zaktfad
Neurochemii, Instytut Medycyny Do$wiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN, w
Warszawie. Zatrudnienie w niepetnym wymiarze godzin.

e 2013 -2016 — Zastepca Dyrektora ds. Operacyjnych, Miedzynarodowy Instytut Biologii
Molekularnej i Komdrkowej w Warszawie.



4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595 ze
zmianami)

a. tytut osiggniecia naukowego/artystycznego:

Nowe perspektywy wykorzystania neuroprotekcyjnego potencjatu ligandow receptoréw
glutaminianergicznych do leczenia i zapobiegania skutkom niedotlenienia mézgu u
noworodkéw szczura.

b. Wykaz publikacji wchodzacych w skiad osiaggnigcia naukowego/artystycznego:
(autor/autorzy, tytut/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa)

Opisane ponizej osiggnigcie naukowe stanowi jednotematyczny cykl prac oryginalnych
przedstawiajacy mozliwosci ochrony mozgu przed skutkami niedotlenienia okotoporodowego w
modelowej asfiksji okotoporodowej u siedmiodniowych szczuréw. Podstawg do sformutowania
whiosku o nadanie stopnia doktora habilitowanego w dziedzinie medycyny — biologia medyczna: jest
nastepujacy zbiér prac oryginalnych:

5 Makarewicz D, Gadamski R, Ziembowicz A, Kozikowski AP, Wroblewski JT, Lazarewicz JW.
Neuroprotective effects of the agonist of metabotropic glutamate receptors ABHxD-I in two
animal models of cerebral ischaemia. 2006. Resuscitation. 68: 119-26. IF -2,314

Mdj wktad w powstanie tej pracy polegat na przeprowadzeniu doswiadczeri na modelu
niedotlenienia okofoporodowego, wykonaniu obliczert i analizy statystycznej wynikéw,
przygotowaniu czesci rycin i napisaniu czesci publikacji. Méj udziaf procentowy szacuje¢ na 60
%.

.  Makarewicz D, Duszczyk M, Gadamski R, Danysz W, tazarewicz JW. Neuroprotective
potential of group | metabotropic glutamate receptor antagonists in two ischemic models.
2006. Neurochem Int. 48: 485-90. IF - 3,159

M0dj wkiad w powstanie tej pracy polegat na przeprowadzeniu doswiadczerd na modelu
niedotlenienia okotoporodowego, wykonaniu obliczeri i analizy statystycznej wynikow,
przygotowaniu czesci rycin i napisaniu czesci publikacji. M0j udziaf procentowy szacuje na 60
%.

.  Makarewicz D, Stomka M, Danysz W, tazarewicz JW. Effects of mGIuRS positive and negative
allosteric modulators on brain damage evoked by hypoxia-ischemia in neonatal rats. 2015.
Folia Neuropathol. 53: 301-308. IF - 1,568

MGdj wkiad w powstanie tej pracy polegat na przeprowadzeniu doswiadczeri na modelu
niedotlenienia okotoporodowego, wykonaniu obliczeri i analizy statystycznej wynikow,
przygotowaniu czesci rycin i napisaniu czesci publikacji. S wdj udziat procentowy szacuje na 60
%.

IV. Stomka M, Kuszczyk M, tazarewicz JW, Makarewicz D. NMDA receptor antagonists MK-801
and memantine induce tolerance to oxygen and glucose deprivationin primary cultures of rat
cerebellar granule cells. 2014. Acta Neurobiol Exp. 74: 396-404. IF = 1,286

M©&j wkiad w powstanie tej pracy polegat na udziale w opracowaniu koncepcji i projektu
badari, wykonaniu obliczeri i analizy statystycznej wynikéw, przygotowaniu czesci rycin i



manuskryptu. Zdobytam takie fundusze na realizacje tych badar. Mdj udziat procentowy
szacuje na 70 %.

V. Makarewicz D, Sulejczak D, Duszczyk M, Matek M, Stomka M, Lazarewicz J. Delayed
preconditioning with NMDA receptor antagonists in a rat model of perinatal asphyxia. 2014.
Folia Neuropathol. 52: 270-84. IF - 1,568

Mdj wkiad w powstanie tej pracy polegat na sformutowaniu hipotezy badawczej,
przeprowadzeniu doswiadczeri na modelu niedotlenienia okofoporodowego, przygotowaniu
czesci preparatéw mikroskopowych, wykonaniu obliczeri i analizy statystycznej wynikow,
przygotowaniu rycin i napisaniu publikacji. Zdobytam takze fundusze na realizacje tych badar
Mdj udziat procentowy szacuje na 70 %.

Sumaryczny IF w/w prac: IF 9,895 MNiSW: 100 ptk.

Ponadto w opisie niniejszego osiggnigcia wykorzystane zostaly prace realizowane przez autorke
niniejszego opracowania, w celu pokazania ewolucji podejscia do problemu niedotlenienia
okotoporodowego maozgu i zwigzanych z tym potencjalnych mozliwosci terapeutycznych:

1. Gamdzyk M, Makarewicz D, Stomka M, Ziembowicz A, Salinska E. Hypobaric Hypoxia
Postconditioning Reduces Brain Damage and Improves Antioxidative Defense in the Model of
Birth Asphyxia in 7-Day-Old Rats. 2014. Neurochem Res. 39:68-75.

2. Makarewicz D. Asfiksja okotoporodowa w klinice | laboratorium” 2007. Autorski program
edukacyjny dla lekarzy nadawany w kanale TVN MED (obecnie www.lekarskatv.pl)

Oéwiadczenia wspotautoréw okreslajace indywidualny wkiad kaidego z nich w powstanie prac
objetych cyklem habilitacyjnym zawiera Zatgcznik 8.

c. oméwienie celu naukowego/artystycznego powyiszych prac i osiagnigtych
wynikéw wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Problematyka i cele poznawcze.

Nadrzednym celem wszelkich biomedycznych badarn przedklinicznych, wykenywanych w oparciu o
modele zwierzece lub modele in vitro jest lepsze poznanie patogenezy schorzen i opracowanie
nowych strategii terapeutycznych. W przedstawionych ponizej badaniach odleglym celem
praktycznym jest dokonanie postepu w neonatologii praktycznej, w terapii asfiksji okotoporodowej.
Natomiast celem gtéwnym przeprowadzonych badari przedklinicznych bylo sprawdzenie, czy obecny
stan wiedzy pozwala na opracowanie metody bezpiecznej i skutecznej ochrony mozgoéw
siedmiodniowych szczuréw poddanych symulowanemu niedotlenieniu  okotoperodowemu.
Osiagniecie celu gléwnego bylo mozliwe przez realizacjg celéw czgstkowych polegajacych na:

s zbadaniu neuroprotekcyjnego  potencjatu  wybranych ligandéw  receptoréw
metabotropowych dla glutaminianu;

e zbadaniu mozliwosci stymulacji endogennych mechanizméw ochronnych, to jest indukcji
tolerancji na niedotlenienie, poprzez prekondycjonowanie antagonistami receptorow NMDA.



Asfiksja okotoporodowa jako problem kliniczny.
Istota asfiksji okofoporodowej.

Mimo szybkiego postepu neonatologii asfiksja okotoporodowa, zwana takze zamartwica, nadal jest
zjawiskiem do$¢ czesto spotykanym w praktyce klinicznej. Obecnie zamartwice stwierdza sig u 2-4 na
1000 zywo urodzonych, donoszonych noworodkéw (Loidl i wsp. 1998, Younkin, 1992). Ciezka asfiksja
moze doprowadzi¢ do zgonu noworodka, lub by¢ przyczyng uszkodzenia réznych organéw. W ludzkiej
patologii nastepstwem przebytej asfiksji okotoporodowej, mogg by¢ zmiany wielonarzagdowe.
Najgrozniejsze, to trwate uszkodzenie osrodkowego ukfadu nerwowego (OUN). Zamartwicy mogg tez
towarzyszy¢ zmiany ze strony ukfadu oddechowego, krazenia, pokarmowego i moczowego. Zmiany te
dotycza 2-5% noworodkdw donoszonych i 60% weczeéniakéw z mata masa urodzeniowg. W zaleznosci
od wieku cigzowego, 10-60% dzieci niedotlenionych umiera w pierwszym roku zycia. U 25% stwierdza
sie trwate uszkodzenie mézgu (Volpe 1987, Younkin 1992).

Zespot encefalopatii niedokrwienno-niedotlenieniowej pojawia sie u niemowlat z zamartwicg, ktore
otrzymaty od 0 do 3 punktéw w skali Apgar powyzej piate] minuty zycia. Drgawki moga wystgpic w
pierwszej dobie po urodzeniu, a zaburzenia ruchowe pod koniec 1 tygodnia zycia (Michatowicz 1986).
Uszkodzenie osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), objawia sig przewleklymi zaburzeniami
neurologicznymi, ktére stwierdza sie¢ u 25% dzieci przezywajacych epizody zaburzen krazenia
mozgowego i niedotlenienia. Konsekwencja przebytej asfiksji okotoporodowej jest réznie nasilona
encefalopatia niedotlenieniowo-niedokrwienna. W ciezkiej postaci, na skutek znacznych zaburzen w
rozwoju i émierci moézgowej, dochodzi najczgsciej do zgonu dziecka. Postac lekka charakteryzuje sig
niewielkimi zmianami napiecia miesniowego oraz wygdrowanymi odruchami i nie pozostawia
konsekwencji w postaci zaburzeri rozwoju. Najwigkszy problem stanowig dzieci z tzw. $rednig
postacig encefalopatii niedokrwienno-niedotlenieniowej. Posta¢ ta podobnie jak lekka, moze
objawiac sig nasilonymi zmianami napigcia mieéniowego, drgawkami, zmiennymi odruchami, jednak
moga jej towarzyszy¢ zmiany w EEG, obrzek mdzgu, uposledzone przeptywy w naczyniach
maézgowych, nieprawidtowy obraz MRI i tomografii komputerowej. Jezeli objawy te utrzymujg sig
krétko, mozna spodziewac sie nieznacznych zaburzen rozwoju dziecka w przysztosci, natomiast w
sytuacji diugotrwale utrzymujace;j sig encefalopatii dochodzi do znacznego stopnia zaburzen rozwoju
z mézgowym porazeniem dziecigcym, zaburzeniami poznawczymi i/lub padaczka (tosiowski 1990).

Przyczyna stanéw zamartwiczych u noworodkéw nie jest doktadnie poznana. W koricowym okresie
cigzy, w czasie porodu i u niemowlat okolice okotokomorowej i podkorowej istoty biatej potkul
modzgu i mézdiku s terenem szczegolnie podatnym na uszkodzenia. Na pozostate uszkodzenia ma
wplyw szereg czynnikdw, w tym charakter urazu i dojrzato$c¢ dziecka. Zmiany te ponadto cechujg sig
ewolucja w czasie. U noworodkéw urodzonych o czasie dominuja: selektywna martwica neuronéw,
uszkodzenia przystrzatkowe, stan marmurkowaty jader podstawy i wzgdérza oraz martwica
wielotorbielowata (Dambska 1990). W ocenie tych zmian pomocne sa: badanie EEG i badania
obrazowe mézgu takie jak USG, MRI, tomografia komputerowa i badania izotopowe. Zapis EEG
utatwia ocene dynamiki zmian po przebytej zamartwicy, a jezeli wykonywany jest w 1 tygodniu Zycia,
ma ponadto istotne znaczenie rokownicze. (Makarewicz 2007).

W diagnostyce uszkodzeh OUN czesto wykorzystywane jest badanie USG. Jest ono fatwo dostgpne,
nieinwazyjne i powtarzalne. Umotzliwia rozpoznanie wad rozwojowych o$rodkowego uktadu
nerwowego, krwawier okotokomorowych i dokomorowych oraz migzszu mozgu. Pozwala tei na
éledzenie ewolucji tych zmian w czasie. Warunkiem przydatnosci USG w rozpoznawaniu zmian
niedotlenieniowych jest wykonywanie tego badania w sposob powtarzalny, gdy? zmiany po epizodzie
niedotlenienia ujawniajg sie miedzy 2 a 4 tygodniem zycia. Zawaty niedokrwienne wystgpuja
okotokomorowo, czesto w ptatach czotowych i ciemieniowych. Przedstawiajg one obraz ogniskowej
martwicy skrzepowe] ulegajacej stopniowej resorpgji i bliznowaceniu. Zmiany martwicze powstajg



takie czesto na podiozu obrzgkowym w okolicy okofokomorowej, a takze w okolicach
podkomorowych ze wzgledu na zbyt stabe ukrwienie tych okolic (Behrman 1996).

Uszkodzenie istoty biatej powstate na skutek niedotlenienia czgsto prowadzi do wytworzenia sig jam,
ktére sa niewspoimiernie rozlegte w stosunku do niewielkiego odczynu reparacyjnego w ich
otoczeniu. Okotoporodowe niedotlenienie moze by¢ przyczyng rozlegtych uszkodzen korowych
prowadzacych do zespotu ulegyrii, czyli zmian stwardniajaco-zanikowych. Rozlegte ubytki neuronow
w glebi rowkéw prowadzg do zmian bliznowatych z obfitym rozrostem gleju widknistego, powodujac,
7e zakrety kory staja sie waskie i przybierajg na przekroju ksztatt grzybow, z powodu ich bliznowatego
obkurczenia. Innym zespotem zmian niedokrwiennych sg ogniskowe martwice w pniu moézgu,
rozwijajace sig na skutek zatrzymania krazenia (Dgmbska 1990).

Ogolna charakterystyka  standardéw  postepowania Z niedotlenionym
noworodkiem.

Klasyczna strategia postepowania z niedotlenionym noworodkiem czgsto jest niewystarczajaca i
pomimo jej wdrozenia pozostajg Slady przebytej zamartwicy w postaci deficytow neurologicznych i
intelektualnych. Najlepszym rozwigzaniem w prewencji asfiksji okotoporodowej jest zastosowanie
diagnostyki przed-, éréd- i poporodowej. Istnieje szereg metod nadzoru ptodu stosowanych podczas
porodu, m.in. kardiotokografia, okresowe ostuchiwanie akgji serca ptodu, analiza krwi wiosniczkowej,
ocena profilu biofizycznego, pulsoksymetria, okotoporodowa rejestracja aktywnosci ruchowej czy
test stymulacyjny ptodu.

Istotne znaczenie ma takze postepowanie lecznicze w przypadku ryzyka wystapienia okotoporodowej
encefalopatii niedokrwienno-niedotlenieniowej. W takim przypadku rozwaza sie sposéb rozwigzania
ciazy. Poréd drogami natury jest zwigzany z biochemicznymi objawami niedotlenienia mézgu ptodu.
Jezeli niedotlenienie to mialo miejsce juz wczesniej przed rozpoczeciem porodu, margines
bezpieczeristwa moie by¢ niewystarczajacy. Poréd cieciem cesarskim nie daje zaburzen
biochemicznych zwtaszcza w zasobach zwigzkow wysokoenergetycznych. Ponadto cigcie cesarskie
skraca czas od momentu stwierdzenia ryzyka niedotlenienia ptodu do czasu jego urodzenia z
mozliwoécig petnej resuscytacji, ewentualnie reanimacji, ktéra przeprowadza sig jeszcze na sali
porodowej. W kazdym przypadku niedotlenienia i niedokrwienia postepowanie lecznicze polega
przede wszystkim na jak najszybszym przywrdceniu doptywu krwi i dostawy tlenu do waznych
zyciowo narzadow (Makarewicz 2007).

Juz przed laty wykazano, ze poziom glikemii odgrywa istotna role w odpowiedzi na niedotlenienie.
Brak #rédet glukozy pogarsza stan osrodkowego uktadu nerwowego, podczas gdy jej dowoz
minimalizuje uszkadzajgcy efekt niedotlenienia (Yageri wsp. 1991; Vanucci i wsp. 1994). Glikemie
nalezy utrzymywaé na poziomie fizjologicznym, gdyz nadmierna podaz glukozy powoduje wzrost
poziomu toksycznych mleczanow odpowiedzialnych za kwasice metaboliczng i nasilajgcych
niekorzystne zmiany w komérkach (Palmer i wsp. 1990, Gilland i wsp. 1996).

Podstawowe znaczenie dla ograniczenia skutkdw przebytego niedotlenienia ma zapewnienie
optymalnej wymiany gazowej, normalizacja ciénier parcjalnych gazéow oddechowych we krwi
tetniczej. W 2006 r. Amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekéw zaakceptowata zastosowanie
hipotermii leczniczej w zapobieganiu powiklan niedotlenienia noworodkow donoszonych. Od kilku lat
metoda ta jest takie stosowana w niektérych polskich oddziatach intensywnej opieki
neonatologicznej. Wykazano, ze obnizenie temperatury ciata o 3-4 °C przez 72 godz. moie
zmniejszy¢  uszkodzenie mozgu i poprawi¢ rokowanie dotyczace wystgpowania nastepstw
neurologicznych w tym mozgowego porazenia dzieciecego i padaczki (Nowacka-Gotowiec i Dunin —
Wasowicz — 2012). Jednak, mimo wielu réznych prob zastosowania neuroprotekcji farmakologicznej,



nadal nie opracowano skutecznej i bezpiecznej metody neuroprotekcji farmakologicznej, ktorg
mozna bytoby stosowac u ludzi.

Eksperymentalne aspekty asfiksji okotoporodowej.
Model asfiksji okotoporodowe;.

Model asfiksji okofoporodowej opisany w niniejszym cyklu prac, jest odmiang powszechnie
stosowanego modelu Levine’a (Levine, 1960). Zostat on zmodyfikowany i przystosowany do badan na
oseskach szczurzych przez Rice’a (Rice i wsp. 1981). W modelu tym, siedmiodniowe szczury s3
poddawane ekspozycji na warunki hipoksyjne po uprzednim jednostronnym podwiazaniu i przecieciu
tetnicy szyjnej wspdlnej. Na podstawie réznych parametréw okreslajgcych stopiefl rozwoju mézgu
szczura, przyjmuje sie, ze moézg siedmiodniowego szczura odpowiada stopniem rozwoju mozgowi
prawie terminowego, donoszonego noworodka. Dodatkowo, symuluje to warunki w jakich znajduja
sie noworodki przedterminowo urodzone, ktérych nie w petni rozwinigte mozgi sa szczegdlnie
narazone na procesy neurodegeneracyjne (Hagberg i wsp. 1997, Nyakas i wsp. 1996). Wybor tego
modelu spoéréd kilku sposobow indukowania hipoksyjnego uszkodzenia mdzgu u niedojrzatych
szczuréw wynika z faktu, ze ma on wiele zalet, przy stosunkowo niewielkiej liczbie wad. Zabieg
podwiazania tetnicy szyjnej wspolnej przy pewnej wprawie przeprowadza sie szybko i precyzyjnie.
Ponadto jest on stosunkowo mato inwazyjny i daje duze mozliwosci pozyskiwania materiatu do
opracowan statystycznych. Jednak model ten posiada takize pewne niedoskonatosci. W modelu
asfiksji okotoporodowej uzyskujemy tylko jednostronne uszkodzenie mozgowia, przy braku
uszkodzenia innych organdéw, co nie jest obserwowane w patologii ludzkiej. Nie ma tez mozliwosci
wielokrotnego pobierania prébek krwi od tego samego zwierzecia, z powodu niewielkiej tylko ilosci
krwi ktora mozna pozyska¢ w zasadzie tylko z rany dekapitacyjnej. Korzystng cechg tego modelu jest
jednak fakt, ze pozwala on badac odroczone skutki asfiksji okotoporodowej (Dell’ Anna i wsp. 1991),
nie powodujac u badanych zwierzat ubocznych zaburzen zdrowotnych. Stosowanie jako wewnetrznej
kontroli strony mézgu nie objetej uszkodzeniem daje mozliwoéé standaryzacji wynikéw. Mimo to
obserwuje sie do$¢ znaczng zmienno$¢ wynikow u poszczeg6lnych zwierzat, co mozna korygowac
przez zwigkszenie liczebnosci grup doéwiadczalnych. Model asfiksji okotoporodowej jest dobrze
scharakteryzowany pod wzgledem hemodynamiki, metabolizmu energetycznego i przemiany biatek
(Gilland i Hagberg, 1996, Hagberg 1997). Zapis EEG szczura poddanego eksperymentalnej hipoksji-
ischemii jest zgodny ze wzorem otrzymanym W warunkach klinicznych po przebytej asfiksji
okotoporodowej (Hellstrom-Westas i wsp. 1995). Powyisze cechy powoduja, ze model ten jest
chetnie i doé¢ szeroko stosowany na Swiecie.

Ekscytotoksycznosc i uszkodzenie neurondéw w ischemii mézgu.

Od pierwszej potowy lat osiemdziesiatych ubiegtego wieku wiadomo, ze u podstaw patogenezy
uszkodzenia neurondw wywotanej niedokrwieniem mazgu lezy mechanizm ekscytotoksycznosci. Jest
to nadmierne lub diugotrwate pobudzenie jonotropowych receptoréw dla pobudzajacych
aminokwasow, zwlaszcza receptoréow NMDA (Hertz 2008). Ekscytotoksycznosc moze rozwingc sie w
wyniku dziatania endogennych lub egzogennych agonistow receptoréw dla pobudzajacych
aminokwasow. Kluczowa role w rozwoju ekscytotoksycznosci odgrywajq zaburzenia energetyczne do
ktérych dochodzi w wyniku obnizonej podazy glukozy i tlenu co prowadzi do dysfunkcji i uszkodzenia
mitochondriéw. Uszkodzenie mitochondriéw prowadzi do spadku produkcji ATP w neuronach i
promuje szlaki prowadzace do neurodegeneracji (Urbarska i wsp., 1991; Turski i wsp., 1991).
Niedobory energetyczne wplywajg na zaburzenia potencjatu btonowego, co z kolei wplywa na
aktywacje zaleznych od potencjatu kanatéow sodowych i wapniowych oraz wytwarzania przez nie
potencjatéw czynnosciowych uwrazliwiajac neurony na glutaminian. Nastepuje zwolnienie zaleznego
od potencjatu bloku magnezowego na receptorach NMDA.



Pierwszym etapem ekscytotoksycznosci jest sekwencyjna aktywacja przez glutaminian receptorow
AMPA a nastepnie NMDA. Pobudzenie receptora AMPA jest niezbedne do depolaryzacji btony
komérkowej, co znosi blok magnezowy | powoduje otwarcie przepuszczalnego dla wapnia kanatu
receptora NMDA. Nadmierna aktywacja receptorow NMDA odgrywa kluczow3 role w procesach
ekscytotoksycznosci. W obecnosci jonéw magnezu przy potencjale spoczynkowym bfony
przewodnictwo tego receptora jest bliskie zeru (Nowak i wsp. 1984). Warunkiem petnej aktywacji
receptora NMDA jest nie tylko usunigcie jonu magnezowego blokujacego kanal, ale i zwigzanie
gtéwnego agonisty — glutaminianu oraz koagonisty glicyny lub D-seryny do miejsca glicynowego.
Receptor NMDA bez obecnosci tych zwiazkow nie ulega aktywacji (Danysz i wsp., 1998).
Przedtuzajaca si¢ depolaryzacja powoduje zaburzenie homeostazy jonéw wywotanej wnikaniem
jonéw sodu, ktory indukuje bierny naptyw chlorkéw oraz wody do neuronow. Proces ten prowadzi do
pecznienia komérek, uszkodzen organelli, a nawet lizy (Rothman i wsp., 1985). Obrzmienie
dendrytéw i cial neurondw przy zachowaniu prawidiowej morfologii aksondw i zakohczen
presynaptycznych jest cechq charakterystyczng ich uszkodzenia ekscytotoksycznego. Po
poczatkowym wzroscie wewngtrzkomorkowego stezenia Ca’* wywotanego aktywacja receptorow
NMDA dochodzi do spadku stezenia tych jonéw do wartoéci fizjologicznej, na skutek wychwytu do
naturalnych magazynow komaorkowych. Jednak po kilku godzinach nastgpuje wtorny przyrost
stezenia jondw ktdry nie jest hamowany przez antagonistow receptora NMDA, a moze ulegaé
nasileniu przez zablokowanie btonowej pompy Na‘/Ca’" lub odwrdcenia kierunku jej pracy.

Innym elementem mechanizméw ekscytotoksycznego uszkodzenia neuronéw moze by¢ nadmierne
pobudzenie receptoréw metabotropowych dla glutaminianu (mGluRs) (Martin i wsp., 1992).
Ekscytotoksycznos$¢ niesie za sobq takze ryzyko aktywacji innych mechanizmoéw prowadzacych do
¢mierci neuronow. Szczegotowa charakterystyka proceséw produkcji wolnych rodnikéw, uwalniania
tlenku azotu, aktywacji mikrogleju oraz procesow zapalnych prowadzace do émierci neurondéw
wykraczajq poza ramy niniejszego opracowania.

Strategie terapeutyczne oparte na neuroprotekcji z uwzglednieniem badarn na
noworodkowych modelach zwierzgcych.

Od kilku dziesiecioleci trwaja proby opracowania skutecznej strategii terapeutycznej w udarze mozgu
i pochodnych schorzeniach niedokrwiennych osrodkowego uktadu nerwowego. Trwaja testy strategii
terapeutycznych polegajacych na podawaniu lekéw neuroprotekcyjnych, ktére chronig neurony
hamujac kaskade zjawisk wiodacych do nekrotycznej i apoptotycznej Smierci komorek. Jednak do
dnia dzisiejszego nie opracowano bezpiecznego i skutecznego leku ktory mégtby by¢ stosowany w
klinice w leczeniu udaréw. Podobnie jest w przypadku zwigzkéw o potencjale neuroprotekcyjnym w
chorobach neurozwyrodnieniowych. Liczne substancje, w tym antagoniéci receptoréw NMDA, mimo
zachecajacych efektéw neuroprotekcyjnych w badaniach przedklinicznych, nie sprawdzily si¢ w
testach klinicznych (Cheng i wsp., 2004). Wsréd przyczyn tego stanu rzeczy wymienia sie miedzy
innymi niekompatybilno$¢ modeli zwierzgcych z realiami klinicznymi, oraz niewfasciwe prowadzenie
terapii w testach klinicznych: zbyt poine wdrozenie leczenia i stosowanie zbyt niskich dawek
potencjalnych substancji neuroprotekcyjnych (Cheng i wsp., 2004). Niewatpliwie stusznymi sg
poglady wskazujace na to, ze nasza wiedza na temat patogenezy udaréw jest wcigz zbyt ograniczona,
a rozwdj nowych strategii terapeutycznych wymaga wszechstronnego poznania i zrozumienia
réinorodnodci mechanizméw niedokrwiennego uszkodzenia mézgu prowadzacego do Smierci
neurondw (Doyle i wsp., 2008).

Poszukiwania lekéw neuroprotekcyjnych, hamujacych kaskade procesow prowadzacych do Smierci
neuronéw w niedotlenionym madzgu noworodkéw wciaz trwaja, ale mimo intensywnych badan brak
leku, ktéry moégiby byé z powodzeniem stosowany W klinice neonatologicznej. Ponadto
farmakologiczng terapig zamartwicy noworodkow ukierunkowang na neuroprotekcje komplikuje
szczegblna wrazliwos¢ niedojrzatego mdzgu na neurotoksyczne i proapoptotyczne dziatanie wielu



substancji lub dziatan o udowodnionym potencjale neuroprotekcyjnym, wliczajgac antagonistow
receptoréw NMDA (lkonomidou, 2009, Olney i wsp. 2002). Jednak zdaniem innych badaczy silne
neurotoksyczne dziatanie na rozwijajacy sie moézg antagonistow receptoréw NMDA o duzym
powinowactwie do kanatu nie dotyczy memantyny = antagonisty o niskim powinowactwie (Manning i
wsp. 2008). Ponadto pozostata niedostrzezona przez szersze kregi naukowcow badajgcych
mechanizmy neuroprotekgji pionierska publikacja Tremblay i wsp. 2000, w ktorej pokazano, ze na
hodowlach neuronéw neuroprotekcyjne dziatanie bezkompetycyjnych antagonistéw receptora
NMDA moze polega¢ nie tylko na bezposrednim hamowaniu nadmiernej aktywacji tego receptora,
ale tez na prekondycjonowaniu i indukji tolerancji na rézne stresory o dziataniu proapoptotycznym.
Brak byto jednak potwierdzenia tych obserwacji w badaniach in vivo na modelu zwierzgcym.
Przytoczone obserwacje wydawaty sig wskazywa¢ na celowos¢ badania przedklinicznego tych
nowych mozliwoéci wykorzystania antagonistow receptoréw NMDA, a zwlaszcza leku - memantyny w
terapii asfiksji okotoporodowej.

W ostatnich latach leki oraz zwigzki o potencjale neuroprotekcyjnym w réznych punktach uchwytu
byly testowane w modelach zwierzecych w tym takze noworodkowych (Zalewska i wsp. 2015).
Antagonista receptora AMPA - topiramat wykazywat dziatanie przeciwdrgawkowe oraz dziatat
ochronnie na istote biata a takze poprawiat funkcje motoryczne (Johnston i wsp. 2011). Ponadto
dotychczas przeprowadzone badania na matej grupie ludzkich noworodkéw wskazuja na wysokie
bezpieczerfistwo tego leku, jednak badania te ograniczone byly jedynie do zbadania wiasciwosci
farmakokinetycznych tego leku. Erytropoetyna - endogenna cytokina regulujaca produkcjg
erytrocytow, dziatanie przeciwzapalne, antyoksydacyjne, antyapoptyczne, neurotroficzne i
stymulujagce neurogeneze, posiadata takze dziatanie neuroprotekcyjne w zwierzecym modelu
noworodkowym. Zaobserwowany efekt byl zalezny od dawki leku. W badaniach na zwierzetach
opisano takze korzystny efekt komdrek macierzystych z krwi pepowinowej. Obecnie w USA
przeprowadzane jest badanie poréwnujace zastosowanie komérek macierzystych z krwi
pepowinowej u noworodkéw z encefalopatia niedokrwienno-niedotlenieniowg stosowanych w
potaczeniu z hipotermia lub bez hipotermii (Johnston i wsp. 2011, Bonifaccio 2011). Zwiazek o silnym
dziataniu antyoksydacyjnym — melatonina, réwniez wykazuje dziatanie neuroprotekcyjne. U
noworodkéw szczurzych z uszkodzong istotg biatg stwierdzono, Ze melatonina wspomaga
dojrzewanie oligodendrogleju. Obecnie trwaja badania dotyczace zastosowania melatoniny f3cznie z
hipotermiag (Bonifaccio 2011). Leczenie kortykosteroidami jest szeroko stosowane w zapobieganiu
zakazeniom noworodka, niewydolnosci oddechowej, oraz przewlektych choréb ptuc po urodzeniu.
Ponadto zmniejsza ono mozliwosé krwawienia dokomorowego. Podanie deksametazonu gryzoniom
przed symulowanym niedotlenieniem okotoporodowym zapobiegato ubytkom neurondw i byto
skorelowane z poprawa zdolnosci uczenia sig. Deksametazon moze wiec by¢ uwazany za obiecujacy
lek neuroprotekcyjny w asfiksji okotoporodowej (Chen i wsp. 2012). Kanabinoidy s takze badane
pod katem dziatania neuroprotekcyjnego w modelach niedokrwienia mézgu. Na przyktad, kanabidiol
zmniejszat $mier¢ neurondw u noworodkéw prosiat bez powaznych krotkoterminowych skutkow
ubocznych (Alvarez i wsp. 2008 ). Czynniki troficzne takie jak BDNF czy GDNF wykazaty ochronne
dziatanie wobec neuronéw w niedokrwiennych modelach zwierzecych, takze u noworodkdw. Jednak
z uwagi na staba przenikalnosc przez barierg krew-mézg substancje te musiatyby by¢ podawane
droga domézgowa, co mogloby wptywac na ich bezpieczeristwo. (Almili i wsp.2000; Katsuragi i wsp.
2005) .

Zastosowanie antagonistow receptora NMDA.

Szczegdlnego rozwazenia wymaga stosowanie antagonistow receptoréw NMDA dla zahamowania
ekscytotoksycznosci i uzyskania neuroprotekcji w klinice. Nalezy pamieta¢ o kluczowej roli
neurotransmisji pobudzajacej w mozgu, m. in. w mechanizmach plastycznosci, w tym plastycznosci
rozwojowej (Albensi, 2007). Mimo  wielu obiecujacych wynikéw w réznych modelach zwierzecych,
tylko niewielka grupa tych zwigzkow przeszia pomysinie pierwsza faze badan klinicznych. Zaburzenie



tych funkcji przez antagonistow receptorow jonotropowych dla glutaminianu takich jak MK-801 czy
fencyklidyne prowadzi do powaznych efektow niepozadanych, ktdre spowodowaly, ze te zwigzki
zostaly wycofane z dalszych etapow badaf klinicznych. Powyzej wspomniano o ich dziataniu
proapoptotycznym na rozwijajacy si¢ mozg (Ikonomidou, 2009, Olney i wsp. 2002). W przypadku
antagonistow receptoréow NMDA o niskim powinowactwie do kanafu wapniowego takich jak
memantyna czy amantadyna mimo zaobserwowania tylko odwracalnych zmian nie prowadzacych do
uszkodzenia neuronéw, ich zastosowanie praktyczne ogranicza sig do terapii objawowej demencji m.
in. typu alzheimerowskiego oraz w chorobie Parkinsona (Danysz i Parsons, 2003).

Zastosowanie liganddw receptoréw metabotropowych.

Dotychczas poznano i sklonowano 8 typdw receptoréw metabotropowych (Patucha, 2000).
Zakwalifikowano je do trzech grup mGluR: I, I1i lll, zgodnie z homologia sekwencji aminokwasowej,
profilem farmakologicznym oraz typem szlaku przekazywania sygnatu wewnatrzkomdrkowego (Conn
i wsp., 1997). Receptory te wystepujg w réznych strukturach mézgu. Receptory mGIuR grupy I
(mGIuR1 i mGIuR5) zlokalizowane s gtownie postsynaptycznie a ich aktywacja odbywa sie w sytuacji,
kiedy wystepuje nadmiar glutaminianu w przestrzeni synaptycznej. Receptory metabotropowe grupy
Il (mGIuR2 i 3) oraz Il (MGluR4, 6, 7 i 8) wystepuja gtéwnie presynaptycznie (Danysz, 2001; Patucha,
2000). Ich stymulacja prowadzi do zahamowania cyklazy adenylowej i spadku poziomu cAMP w
komérce (Schoepp i wsp., 1999). Receptory mGIuR grupy | s3 sprzezone za posrednictwem biatka G z
fosfolipaza C, ktérej aktywacja, w wyniku pobudzenie tych receptoréw wywotuje synteze i uwalnianie
wtérnych przekaznikdw: 1,4,5-trisfosforanu inozytolu (IP3) oraz diacyloglicerolu, (DAG) na skutek
rozszczepienia czgsteczki fosfatydylo-inozytolo(4,5)bifosforanu. IP3 uwalniany do cytoplazmy wigie
sie ze swoim receptorem na powierzchni siateczki érédplazmatycznej, wywotujac uwolnienie jonow
wapnia z magazynow wewnatrzkomorkowych, gldwnie 2z siateczki $érédplazmatycznej za
poérednictwem receptoréw rianodynowych w mechanizmie tzw. wywotanego przez wapn wyrzutu
wapnia (ang. Calcium induced calcium released, CICR) (Salinska, tazarewicz 2012).

DAG z kolei w obrebie cytoplazmy powoduje aktywacjg i translokacje do btony kinazy biatkowej C,
ktéra fosforyluje m.in. receptory NMDA, ograniczajac w istotnym stopniu ich desensytyzacjeg.
Ponadto, aktywacja receptoréw mGluR grupy | prowadzi do hamowania przewodnictwa kanatow
potasowych, co prowadzi do zwigkszenia pobudliwoéci neuronéw (Bond i wsp., 1998, 2000).

Wspélna cechy receptoréw metabotropowych jest brak bezpoéredniego zwiazku z kanatami
jonowymi. Ich funkcja w os$rodkowym uktadzie nerwowym polega na regulacji uwalniania
neuroprzekaznikéw, w tym takze kwasu glutaminowego i GABA jak réwniez kontroli pobudliwosci
neuronalnej (Anwyl 2000; Cartmell i Schoepp 1997, Conn i Pinn 1997). Poznanie roli receptorow
mGluR w regulacji aktywnosci uktadu glutaminianergicznego spowodowato, ze ich ligandy bardzo
szybko  wzbudzity duze zainteresowanie jako substancie o potencjalnym  dziataniu
neuroprotekcyjnym. Istotne znaczenie miat tez mechanizm dziatania receptoréw mGluR. Brak
bezposredniego wplywu na kanaty jonowe wskazywat na nizsze prawdopodobieristwo wystgpowania
dziatari niepozadanych. Badania przedkliniczne wykazaly, ze ligandy receptoréw metabotropowych
moga by¢ celem farmakoterapii w leczeniu schorzeri neurologicznych i neurodegeneracyjnych,
udaréw i urazéw mdzgu oraz epilepsji. Pojawily sie liczne doniesienia o mozliwosci wykorzystania
blokeréw receptoréw grupy | mGIuR (Bordi i Ugolini 1999, Nicoletti i wsp. 1999, Pellegrini-Giampietro
i wsp. 1999). Te propozycje opieraty sig na rozumowaniu, ze aktywacja receptoréw grupy | wywotuje
efekty pobudzajgce. Nadmierna stymulacja tych receptoréw wigze sig wiec z neurotoksycznoscia,
natomiast zahamowanie aktywnosci tych receptoréw powinno miec dziatanie neuroprotekeyjne,
Jednak dane literaturowe pokazuja, ze niektdre zwigzki bedace agonistami receptoréw
metabotropowych grupy | takze posiadajg pewien potencjat neuroprotoekcyjny. Adamchik i Baskys
(2000) wykazali, ze kwas 1S,3R1-aminocyklopentano-trans-1,3-dikarboksylowy (1S-3R-ACPD)
zapobiegat smierci komorek w organotypowych hodowlach skrawkéw hipokampa w stezeniu 100



uM, ale nie 50 uM. ACPD w sposéb znamienny statystycznie zapobiegat wzrostom stgzenia jonéw
wapnia w neuronach wywotanym przez glutaminian lJub NMDA (Pizzi i wsp. 1996). Za
neuroprotekcyjnym dziataniem agonistéw | grupy mGIUR przemawiaja takze efekty kwasu
kwiskwalowego, ktéry hamowat neurotoksycznos¢ NMDA w skrawkach kory mézgowej szczura (Pizzi i
wsp. 1996). W modelu czasowego zamkniecia tetnicy $rodkowej mozgu u szczura, selektywny
agonista receptorow mGIuR5 — (R,S)-2-chloro-5-hydroksyfenylglicyna (CHPG) (Bao i wsp. 2001)
podawany dokomorowo 15 min. po zamknigciu tetnicy redukowat obszar udaru niedokrwiennego o
44%. Efekt neuroprotekcyjny zalezat od podanej dawki, wigc pobudzenie receptoréw mGIuRS
wywiera w tym modelu dziatanie neuroprotekcyjne. Sugeruje sig, ze neuroprotekecyjny efekt CHPG
moze by¢ zwiazany z jego dziataniem antyapoptotycznym (Allen i wsp. 2000).Wykazano réwniez, ze
selektywny agonista tej grupy receptoréow DHPG u siedmiodniowych noworodkéw szczurzych,
hamowat wywolane przez NMDA uwalnianie jonéw OH, co moze $wiadczy¢ o tym, ze stymulacja
receptoréw grupy | mGIluR moze ochrania¢ mézg mtodych zwierzat (Cambonie i wsp. 2000). Przeglad
literatury dotyczacej proponowanych strategii terapeutycznych z uzyciem ligandow receptorow
metabotropowych dla glutaminianu w réznych modelach patologii niedokrwienno-niedotlenieniowej
mozgu zwierzat dorostych i noworodkéw wskazat na duzy zamet. W literaturze przedmiotu czgsto
spotyka sig sprzeczne doniesienia lub informacje, o dziataniu neuroprotekcyjnym zaréwno agonistow
jak i antagonistéw tych samych receptoréw. W badaniach prezentowanych w tym Autoreferacie po
scharakteryzowaniu dziatania niespecyficznego agonisty Gl mGluR, dziatajacego takze pobudzajgco
na Gl i GIIl mGIuR, skupitam sie na ocenie potencjatu neuroprotekcyjnego antagonistow Gl mGIuR, z
podziatem na antagonistéw mGIuR1 i mGIuRS w szczurzym modelu encefalopatii niedotlenieniowo -
niedokrwiennej noworodkow.

Badania wtasne.

Uzasadnieniem do podjecia przedstawionych ponizej badar byt fakt, ze podobnie jak w przypadku
udaréw mozgu u oséb dorostych, takze w standardach terapii asfiksji okotoporodowej w klinice
neonatologicznej brak jest skutecznych i bezpiecznych metod neuroprotekgji farmakologicznej.
Opisane ponizej publikacje wskazane jako osiagniecie naukowe pokazuja nowe spojrzenie na
mozliwoéci ochrony moézgu przed skutkami niedotlenienia okotoporodowego w modelu
siedmiodniowych szczurow.

Potencjat terapeutyczny wybranych ligandow receptoréw grupy | mGIuR w szczurzym
modelu asfiksji okotoporodowe;j.

W zalozeniach, badania zwiazane z receptorami metabotropowymi oraz ich ligandami o potencjale
neuroprotekcyjnym byly obiecujace. Oczekiwano, ze odpowiednio dobrane ligandy ogranicza w
znacznym stopniu lub wyeliminujg dziatania niepozadane obserwowane w przypadku antagonistéw
receptora NMDA. Pierwsze trzy prace oryginalne (1, 11, 1) dotycza dalszych poszukiwan potencjatu
neuroprotekcyjnego wybranych ligandow receptorow metabotropowych dla glutaminianu. W
opisanych ponizej badaniach skupiono sig na ligandach receptoréw mGIuR grupy | poniewaz sj one
sprzezone z receptorami NMDA i poéredniczg w mobilizacji wapnia wewngtrzkomaérkowego.
Hamowanie tych receptoréw powinno objawiaé si¢ zaobserwowaniem efektu neuroprotekcyjnego.

Ligandy receptorow metabotropowych grupy | (Gl) byly testowane w réinych modelach
niedokrwienia mézgowia zarowno u zwierzat dorostych jak u noworodkéw. Jednak dane literaturowe
prezentuja rozbiezne dane z wynikow badania efektéw neuroprotekcyjnych zaréwno agonistéw jak i
antagonistéw w réznych ukfadach doéwiadczalnych na réznych gatunkach zwierzat i o réznym
stopniu  dojrzatosci  (dojrzate  vs. noworaodki). W literaturze dominuja doniesienia ©
neuroprotekcyjnym dziataniu antagonistow GI mGIuR. Na przyktad badania przy uzyciu MRI
wykazaty, ze dokomorowe podanie szczurom antagonisty mGluR1 — AIDA hamuje rozwdj lezji w
modelu traumatycznego urazu mézgu a takze odwraca deficyty behawioralne i zaburzenia pamieci



(Lyeth i wsp. 2001). Dokomorowe podanie antagonisty mGIuRS - MPEP w dawce do 250 nmoli w 15
min. po okluzji tetnicy redukowato objetoé¢ udaru niedokrwiennego o 61%. Zaobserwowany efekt
neuroprotekeyjny byt zalezny od dawki. MPEP okazat sie takze skuteczny w szczurzym modelu
czasowego zamknigcia tetnicy mozgowej érodkowej (Bao i wsp. 2001). Rzadziej opisywano
neuroprotekcyjne dziatanie agonistow receptorow metabotropowych grupy |. Cambonie i wsp.
(2000), wykazali ze aktywacja receptora mGIluRS przez DHPG hamowata ekscytotoksycznosc
wywotana przez glutaminian. Efekt ten zaobserwowano tylko w niedojrzatych mézgach. Nie zostat on
jednak zaobserwowany w mézgach po 21 dniu zycia (Cambonie i wsp. 2001). Bao i wsp. (2001)
wykazali, ze zaréwno antagonisci (MPEP) jak i agonisci (CHPG) mGIuR5 maja dziatanie
neuroprotekcyjne w ogniskowym uszkodzeniu mdzgu u szczura.

W opisanych ponizej badaniach wiasnych, ligandy receptorow metabotropowych grupy | podawane
byty dootrzewnowo przed lub po przeprowadzeniu niedotlenienia okotoporodowego. Badania przy
uzyciu réznych ligandéw receptorow metabotropowych grupy | testowane byly w réznych uktadach
doéwiadczalnych. Zbiorcze zestawienie badanych zwigzkow, dawek, drog i czasu ich podania
przedstawia ponizsza tabela.

| Dawkaii droga podania Czas podania

ABHxD-1 30 mg/kg, dootrzewnowo; 7,5 pg, dokomorowo 30 min. po H-I
MTEP 1,25 mg/kg; 2,5 mg/kg; 5,0 mg/kg dootrzewnowo Bezposrednio po H-l w 3

dawkach co 2 godziny

EMQMCM 1,25 mg/kg; 2,5 mg/kg; 5,0 mg/kg dootrzewnowo Bezposrednio pa H-l w 3
dawkach co 2 godziny

ADX47273 5,0 mg/kg; 10, 0 mg/kg; 30 mg/kg dootrzewnowo | 10 min. po H-l

Fenobam 10,0 mg/kg; 20,0 mg/kg dootrzewnowo 10 min po H-l

Dawki testowanych ligandéw ustalono na podstawie przeprowadzonych wczesniej badan pilotowych,
lub na podstawie informacji uzyskanych od oséb ktére braly udziat w syntezie badanych substancji.
Celem przeprowadzonych badann byto okreélenie neuroprotekcyjnego potencjatu wybranych
agonistéw receptoréw metabotropowych dla glutaminianu w szczurzym modelu asfiksji
okotoporodowej. Ponizej opisano wyniki uzyskane w pracach |, Il i lll stanowigcych pewien zamknigty
cykl tematyczny.

.  Makarewicz D, Gadamski R, Ziembowicz A, Kozikowski AP, Wroblewski JT, Lazarewicz JW.
Neuroprotective effects of the agonist of metabotropic glutamate receptors ABHxD-I in
two animal models of cerebral ischaemia. 2006. Resuscitation. 68: 119-26.




Przytoczone powyzej dane literaturowe byty punktem wyjscia do sprawdzenia, czy zsyntetyzowany
przez grupe naukowcow z Georgetown University (USA) nieselektywny agonista receptorow
metabotropowych grupy | majacy takze agonistyczny wptyw na receptory metabotropowe grup Il illl.
— kwas 2-aminobicyklo[2.1.1]hekso-2,5-dikarboksylowy (ABHxD-1), moze miec dzialanie
neuroprotekcyjne w modelu niedotlenienia okotoporodowego  (Kozikowski i wsp. 1998).
Przeprowadzone wstgpnie przez naukowcéw z Georgetown badania in vitro wykazaly, ze zwigzek
dziatat ochronnie na skrawki mézgu myszy po podaniu NMDA a takze po odcieciu podazy glukozy i
tlenu oraz po podaniu B-amyloidu. Te wstgpne wyniki skfonity nas do sprawdzenia, czy
neuroprotekcyjne dziatanie tego agonisty zostanie zaobserwowane W madelu  asfiksji
okofoporodowej. ABHxD-I byt podawany w iniekcji dootrzewnowej w dawce 30 mg/kg lub w iniekcji
domdézgowej w dawce 7,5 pg., 30 min. po przeprowadzeniu hipoksji-ischemii. Uszkodzenie mozgu
oceniano 14 dni po zabiegu przez poréwnanie éwiezej masy poétkul. Bezposrednio po iniekcji
przeprowadzono takze pomiary temperatury rektalnej, aby sprawdzi¢, czy ewentualne dziatanie
ochronne ligandu mozna wigzac z wywotaniem hipotermii, ktora jak powszechnie wiadomo, ma
dziatanie neuroprotekcyjne. Zaobserwowany efekt neuroprotekcyjny wystapit zarowno po podaniu
dootrzewnowym jak i po podaniu domdézgowym, przy czym silniejszy efekt zaobserwowano po
podaniu dootrzewnowym. Wyniki tych badar wskazujg, ze efekt neuroprotekcyjny ABHxD-I mozna
wigza¢ z dziataniem bezposrednim ligandu na neurony, a nie z wplywem na temperature ciafa
badanych zwierzat. Uzyskane wyniki pokazujq ponadto, ze ABHxD-I moze tatwo penetrowac barierg
krew-mézg 7-dniowych szczuréw, a dzigki bardziej réwnomiernej dystrybucji do wszystkich rejonow
mézgu po podaniu dootrzewnowym, efekt ten moze mie¢ potencjalnie wigksze znaczenie
terapeutyczne niz w przypadku iniekcji domoézgowych. Poza tym podanie leku droga iniekcji
dootrzewnowej jest bezpieczniejsze, co moze miec istotne znaczenie praktyczne. ABHxD-I podany
obwodowo nie miat zadnego wplywu na uszkodzenie neurondw piramidalnych w CA1 hipokampa
dorostych myszoskoczkéw w modelu  3-min. globalnej ischemii mézgu, natomiast podany
dokomorowo miat dziatanie neuroprotekcyjne, co ukazuje stabe przenikanie ABHxD-I przez dojrzata
bariere krew - mozg. Pomiary temperatury mézgowia pokazaly jednak, ze dziatanie neuroprotekcyjne
ABHxD-l podanego myszoskoczkom domézgowo mozna czeéciowo wigzac z obnizeniem temperatury
ciata i mdzgu tych zwierzat.

Doktadne okreélenie mechanizmu molekularnego neuroprotekcyjnego dziatania ABHxD-I jest trudne
ze wzgledu na brak selektywnosci w dziataniu tego liganda mGIluR. Poza aktywacja Gl mGluR, ABHxD-I
moze bowiem stymulowac receptory metabotropowe grup Il i N, co moze dawac efekt
neuroprotekcyjny. Np. LY379268, silny, selektywny agonista Il grupy mGIuR podany w dawce 10
mg/kg dziatat neuroprotekcyjnie u myszoskoczka w modelu globalnej ischemii. Zwiazek ten podany w
30 min. po zamknigciu tetnicy szyjnej zapobiegat utracie neurondw w sektorze CA1 hipokampa (Bond
i wsp. 1999). Podobne efekty wywolywat LY354740 selektywny agonista mGluR grupy Il w dawce 50
mg/kg (Bond i wsp. 1998). Miat on dziatanie neuroprotekcyjne u myszoskoczkéw w modelu
obustronnego zamkniecia tetnicy szyjnej przez 3 min. (ale nie przez 4 lub 5 min.) (lversen i wsp.
1994; Keyvani iwsp. 2001).

Jakkolwiek samo istnienie zaobserwowanego w tej pracy efektu ochronnego ABHxXD-I jest
niewatpliwe, to jednak w $wietle sprzecznych doniesien dotyczacych neuroprotekcyjnego dziatania
réznych liganddw Gl mGluR nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze zaobserwowany efekt
neuroprotekcyjny jest bezposrednio zwigzany ze stymulacja receptorow Gl mGIuR. Jest on zwigzany
raczej ze stymulacjg receptoréw metabotropowych grupy Il i by¢ moze lIl. W przedstawionej ponizej
pracy |l antagonista mGIuRl EMQOMCM w modelu asfiksji okofoporodowej miat dziatanie
neuroprotekcyjne. Trudno wigc zaktadac, ze zaréwno agoniéci jak i antagonisci tego samego
receptora beda wywieraty podobne dziatanie. Od czasu opublikowania pracy Makarewicz i wsp.
2006, w literaturze nie pojawity sie doniesienia na temat innego mozliwego dziatania ABHxD.



Pomimo zaobserwowanego dziatania neuroprotekcyjnego ABHxXD-I, przedstawione fakty
wskazujq, Ze ten zwiqzek nie jest dobrym kandydatem do dalszych badarn we wskazaniu
zwigzanym z leczeniem skutkéw zamartwicy u noworodkéw. Wynika to z niejasnego mechanizmu
dziatania oraz z udowodnionego, dziatania neurotoksycznego innych agonistéw receptorow
metabotropowych grupy I. Nieselektywni agonisci mGIluR roznych grup mogq wywolal blizej
nieokreslone w skutkach dziatanie na rozwijajqcy si¢ mozg. To dyskwalifikuje te grupe zwiqzkéw
jako kandydatéw na produkt leczniczy stosowany we wskazaniu leczenia i zapobiegania skutkom

zamartwicy.

.  Makarewicz D, Duszczyk M, Gadamski R, Danysz W, tazarewicz JW. Neuroprotective
potential of group | metabotropic glutamate receptor antagonists in two ischemic models.
2006. Neurochem Int. 48: 485-90.

Jak wspomniano wyzej, antagonisci receptoréw metabotropowych grupy | moglyby by¢ rozwazane
jako potencjalne leki (Bruno i wsp. 2001), jednak sprzeczne i niejednoznaczne doniesienia wymagaty
dalszych badari w tym zakresie. Kolejnym krokiem byto wiec testowanie wiasciwosci
neuroprotekcyjnych niekompetycyjnych antagonistéw receptoréw metabotropowych grupy 1. Byly
nimi:

EMQMCM- metanosulfonian (3—etylo—2—metylocholina—6-yIo)—(4-metoksy-cykloheksylo]-metanonu -
antagonista mGluR1, ktory zostat zsyntetyzowany w laboratoriach Merz Pharmaceuticals w
Niemczech,

oraz

MTEP — [(2 metylo-1,3 tiazol-4-yl) etynyl] piridyna — antagonista mGIuR5.

Podobnie jak w przypadku ABHxD-l, potencjat neuroprotekcyjny byt badany zaréwno w modelu
asfiksji okotoporodowej, jak i w modelu globalnej ischemii mézgu u dorostych myszoskoczkéw. Oba
zwigzki byly podawane drogg dootrzewnowg w trzykrotnych iniekcjach co 2 godziny tuz po
zakoficzeniu hipoksji-ischemii lub ischemii globalnej. Od zakoriczenia ischemii monitorowana byta
takie temperatura rektalna.

Wyniki badar przeprowadzonych na szczurzym modelu asfiksji okotoporodowej wykazaty, ze efekt
neuroprotekcyjny zaobserwowano w przypadku podania antagonisty receptorow mGIuRl -
EMOMCM. Ponadto w modelu asfiksji okotoporodowej wptyw EMQMCM na temperaturg rektalng
badanych zwierzat byl niejednoznaczny. Natomiast badania z uzyciem modelu globalnej ischemii u
myszoskoczka ujawnity dziatanie neuroprotekcyjne EMQMCM podanego w najwyiszej dawce (5,0
mg/kg), czemu towarzyszyto obnizenie temperatury mdézgu, co moze swiadczy¢ o udziale hipotermii
w dziataniu neuroprotekcyjnym tego zwigzku. Inng réznica w dziataniu obu badanych antagonistow
GI mGIuR w zastosowanych zwierzecych modelach niedotlenienia/niedokrwienia mdzgu, bylo
neuroprotekcyjne dziatanie antagonisty mGIuRS — MTEP w modelu odwracalnej ischemii
przodomdzgowia indukowanej obustronnym zaciénieciem  tetnic  szyjnych u  dorostych
myszoskoczkéw, podczas gdy po podaniu oseskom szczurzym antagonisty mGIuRS — MTEP nie
zaobserwowano dziatania neuroprotekcyjnego. W obu wypadkach nie obserwowano istotnego
wplywu MTEP na temperature.

Zaréwno wyniki omawianej tu publikacji Makarewicz i wsp. (2006), jak i w pdzniejszych badaniach
$miatowskiej i wsp. (2012) wykazano, ze EMQMCM miat dziatanie neuroprotekcyjne w modelach in
vivo na dorostych szczurach i myszoskoczkach. Ponadto Smiatowska i wsp. (2012) wykazali
neurpoprotekcyjne dziatanie tego antagonisty mGIuRl w modelu in vitro po wywotaniu
ekscytotoksycznosci przy uzyciu kwasu kainowego. Inkubacja hodowli neuronéw izolowanych z kory i
hipokampa myszy z kwasem kainowym wywotata silny efekt neurotoksyczny ktéry byt mierzony
poziomem uwalniania z komorek dehydrogenazy mleczanowej oraz poziomem apoptoz mierzonym



aktywnoscia kaspazy-3 w tych hodowlach. Nasilenie neurotoksycznosci byto zalezne od zastosowanej
dawki kwasu kainowego. W badaniach mikrodializy mozgu szczura kwas kainowy podawano do
hipokampa a neurotoksycznos¢ oceniano jako liczbe komorek przezywajacych to zdarzenie w
warstwie piramidowej kory mézgowej. Badania wykazaty, ze neuroprotekcja po podaniu EMQMCM
moze by¢ wywofana poprzez nasilenie transmisji GABA-ergicznej i zahamowanie transmisji
glutaminianergicznej (Smiatowska i wsp. 2012). O ile rola receptoréw metabotropowych w
ekscytotoksycznosci zostata dosc dobrze wyjasniona (Nicoleti i wsp. 1999, Pellegrini-Giampietro i
wsp. 1999, Bruno i wsp. 2001) o tyle ich rola w neuroprotekcji nadal pozostaje niejasna. Bruno i wsp.
(2001) podkreslaja, ze receptory metabotropowe grupy | nie uczestnicza a raczej moduluja
neurotransmisje pobudzajacg i w ten sposob mozna wyjasnia¢ hamowanie przez ich antagonistow
uszkodzenia wywotanego pobudzeniem receptora NMDA. Zwigzki bedgce ligandami mGIuR1 nie s3
pozbawione skutkéw ubocznych, jednak to ich dziatanie nie dyskwalifikuje ich jako potencjalnych
lekéw, tak jak to miato miejsce w przypadku MK-801. Jakkolwiek EMOMCM mégtby by¢ rozwazany
jako prekursor leku w leczeniu skutkow asfiksji okotoporodowej, to jednak ze wzgledu na dziatania
wywolujace zaburzenia rozwojowe mozgu noworodkéw poprzez nasilenie apoptoz rozwojowych,
jego potencjat neuroprotekcyjny w klinice neonatologicznej jest nie do wykorzystania (Pohl i wsp.
1999, Ikonomidou i wsp. 2000). Jednak jak wykazaty badania Smiatowskiej i wsp. (2012), efekt
neuroprotekcyjny wystepowat nawet przy 3-6 godzinnym opdznieniu w podaniu tego zwigzku po
podaniu kwasu kainowego, co moze mieC istotne znacznie Kliniczne, lecz tylko w przypadku
pacjentéw dorostych.

W omawianej publikacji analizowane byly przyczyny braku efektow neuroprotekcyjnych antagonisty
mGIuR5 u noworodkéw szczura poddanych hipoksji/ischemii. Nalezy podkreslic, ze stosowani przez
nas antagonisci mGluR grupy | dobrze penetruja bariere krew mdzg. Ponadto Pietraszek i wsp. (2005)
wykazali ze EMQMCM oraz MTEP wykazujq dziatanie przeciwlekowe. Ich wptyw na zachowanie
badanych zwierzat nie jest jednak tak wyrazny jak w przypadku zastosowania MK-801. w
rozwazaniach brane byly pod uwage odmiennosci globalnego, odwracalnego niedokrwienia mozgu
dorostego myszoskoczka w poréwnaniu z modelem hipoksji-ischemii u oseskow szczura, ktory nie jest
czystym typem jednego rodzaju niedokrwienia mézgu. Mozna stwierdzi¢, ze uszkodzenie bedace
wynikiem ekspozycji noworodkow szczura na hipoksje-ischemig jest typem posrednim miedzy
ischemig globalng a ogniskowa (Makarewicz i wsp. 2006). Tymczasem efekt neuroprotekcyjny MTEP
byt takze obserwowany w modelu zamkniecia tetnicy srodkowej mozgu u dorostych szczuréw
(Szydtowska i wsp. 2007). Neuroprotekcyjne dziatanie MTEP obserwowano takie in vitro w
hodowlach organotypowych skrawkéw hipokampa (Szydtowska i wsp. 2007) i hodowlach
pierwotnych neurondw korowych (Domin i wsp. 2006) po wywotaniu ekscytotoksycznosci kwasem
kainowym. W tych badaniach o neuroprotekcji wnioskowano na podstawie dziatania
antyapoptotycznego oraz obnizenia uwalniania z komérek dehydrogenazy mleczanowej. Bao i wsp.
(2001) wykazali, ze zaréwno antagonisci jak i agonisci mGluRS majq dziatanie neuroprotekcyjne w
ogniskowym uszkodzeniu mdzgu, czego nie odzwierciedlity nasze dane uzyskane w modelu asfiksji
okotoporodowej. Poniewaz MTEP miat dziatanie neuroprotekcyjne u zwierzat dorostych, a nie u
noworodkéw szczura, za najbardziej prawdopodobne wytlumaczenie uznano réznice rozwojowe.
Jednak w éwietle istniejacych badar rozwojowych swiadczacych o tym, ze w madzgu noworodkow
szczura dominujg receptory mGIuR5 trudno bylo jednoznacznie wyjasni¢ uzyskane wyniki.
Zaktadalismy, ze by¢ moze efekt ten jest zwigzany z réznicami w ekspresji w réznych rejonach mézgu
tych podtypow receptoréw (van del Pol i wsp. 1994, Casabona i wsp. 1997). Z drugiej jednak strony
Cambonie i wsp. (2000, 2001) wykazali, ze efekt neuroprotekcyjny antagonistéw receptorow mGIluR
grupy | wystepuje tylko w mozgach niedojrzatych, natomiast w mozgach osobnikdw dorostych efektu
tego nie zaobserwowano. W kontekscie tych sprzecznych danych trudno o bylo o jednoznaczng
interpretacje naszych wynikow dotyczacych braku skutecznej neuroprotekcji przez MTEP w
szczurzym modelu asfiksji okotoporodowej. Uznano, ze te wyniki wymagaja potwierdzenia w dalszych
badaniach.



Podsumowujgc, na podstawie tych wstepnych badari moZna stwierdzic, ze antagonista mGIuRS,
MTEP nie ma potencjaiu neuroprotekcyjnego w modelu szczurzym asfiksji okotoporodowe;.
Natomiast wykazujgcy sie efektem neuroprotekcyjnym w tym modelu antagonista mGIluR1 -
EMQMCM moze nie spetniac wymogoéw bezpieczenstwa we wskazaniu jakim jest zapobieganie
skutkom zamartwicy w modelu zwierzgcym. W zwigqzku z powyiszym zrezygnowano z dalszych
badari tego zwiqzku.

m. Makarewicz D, Stomka M, Danysz W, tazarewicz JW. Effects of mGIuR5 positive and
negative allosteric modulators on brain damage evoked by hypoxia-ischemia in neonatal
rats. 2015. Folia Neuropathol. 53: 301-308.

W ramach kontynuacji wspétpracy z Merz Pharmaceuticals, kolejnym krokiem w poszukiwaniu
skutecznych substancji neuroprotekcyjnych w rozwijajgcym sig mozgu byto sprawdzenie dziatania
innych modulatoréw receptoréw mGlu5, nalezacych do grupy I. Fenobam czyli N-(3-chlorofenylo)-N’-
(4,5 dihydro-l—metylo-4-okso-1H—imidazo!-z-ylo)mocznik jest  selektywnym,  negatywnym
allosterycznym modulatorem/antagonista mGIuRS o udokumentowanym dziataniu przeciwlekowym i
przeciwbdlowym (Porter i wsp. 2005, Jacob i wsp. 2009). ADX47273 czyli [S-(4-fluorofenylo)-{3-[3-(4-
fluorofenylo}—[1,2,4]oksadiazoI—S-ylo]—piperydyna-l—y!o}—metanonjest pozytywnym modulatorem
mGIuRS5, mogacym potegowac zalezne od NMDA funkcje u dorostych gryzoni. Wykazuje on dziatanie
antypsychotyczne i prokognitywne (Liu i wsp. 2008, Engers i wsp. 2009, Schlumberger i wsp. 2009,
2010, Rosenbreoc i wsp. 2010). Dawki zastosowanych narzedzi farmakologicznych - fenobamu i
ADX47273) zostaty dobrane na podstawie danych literaturowych (Jacob i in., 2009, Liu et al., 2008).
Zwigzki te byly testowane pod katem ich wplywu na uszkodzenie mdzgu w modelu asfiksji
okotoporodowej. Testowana byta hipoteza robocza, oparta na poprzednich wynikach (publikacja II,
Makarewicz i wsp. 2006), ze u 7-dniowych oseskow szczura receptory mGlIu5 nie biorg udziatu w
mechanizmie uszkodzenia mézgu wywotanego przez hipoksjg-ischemie.

Uzyskane wyniki wykazaly, ze zaden z testowanych zwigzkéw w szczurzym modelu asfiksji
okofoporodowej nie miat istotnego dziatania neuroprotekcyjnego, wyrazajgcego sie zmniejszeniem
ubytku masy pétkuli ischemicznej mézgu, choc fenobam w dawce 10 mg/kg wykazat niezamienng
statystycznie tendencje w kierunku dziatania neuroprotekcyjnego, a ADX47273 wykazywat
niezaleznie of dawki tendencje do zwiekszenia ubytku masy mozgu. Zaobserwowano jednak 24
godziny po hipoksji-ischemii znamienne statystycznie obnizenie liczby komdrek apoptotycznych w
korze mozgowej zwierzat ktérym podano fenobam w poréwnaniu do kontroli. Nowq interesujac
obserwacja jest wykazanie, ze fenobam dawce 20 mg/kg nasilat uszkodzenie mézgu w poréwnaniu z
grupg kontrolng. Obydwa testowane zwiazki nie wplywaly ani na temperature rektalng ani na masg
pétkuli kontralateralnej. Ta druga obserwacja wskazuje na brak neurotoksycznego dziatania tych
substancji.

Nieoczekiwany neurotoksyczny efekt uzyskany po podaniu fenobamu w dawce 20 mg/kg pozostaje
dla nas niejasny; by¢ moze wynika on z niespecyficznych oddzialywann metabolitéw fenobamu 2z
receptorami mGluR5. Natomiast pozostate wyniki s3 niezgodne z przewidywanym wzorem zmian
niedokrwiennych mézgu wynikajgcym z tradycyjnego pogladu, ze pozytywne sprzezenie mGIuR5 z
receptorem NMDA moze uczestniczy¢ w zjawisku uszkodzenia mézgu. Na podstawie danych
dotyczacych niedokrwiennego uszkodzenia mozgu i funkcjonalnego sprzezenia mGIuRS i receptorow
NMDA, moina sie spodziewal, ze negatywna modulacja MGIURS powinna zapewni¢ efekt
neuroprotekcyjny, natomiast zwigkszenie aktywnosci mGIURS powinno nasili¢ uszkodzenie w
zwierzecych modelach niedokrwienia mdzgu. Jednak uzyskane negatywne wyniki sg zgodne z
wynikami uzyskanymi w pracy Il (Makarewicz i wsp. 2006), gdzie antagonista mGIuRS — MTEP takze
nie wykazywat neuroprotekcyjnego dziatania w tym modelu, podczas gdy Szydfowska i wsp. (2007)
wykazali, z2 w modelu niedokrwienia mozgu u dorostych szczuréw zwigzek ten dawat efekt
neuroprotekcyjny. Te wyniki sg natomiast zgodne z testowang hipoteza o znikomej roli receptorow
mGlu5 w uszkodzeniu mézgu oseskéw szczura poddanych modelowej asfiksji okotoparodowej.



Od dawna prowadzone badania fozwojowe wykazaly, ze w mdzgach niedojrzatych, dominujg
receptory mGluR5, podczas gdy mGluR1 pojawiajq sig w pierwszym tygodniu po urodzeniu w bardzo
ograniczonej ilosci (Catania i wsp. 1994, Lopez-Bendito 2002). Jednak nowsze wyniki badan
funkcjonalnych wykazaty, Ze receptory mGIuR1 posérednicza bardziej niz mGIuRS w transdukcji
sygnatu wapniowego w mdzgu w czasie pierwszych dni po urodzeniu (Taketo i Matsuda 2010). Tak
wiec, nasze wyniki uzyskane z uzyciem modelu Hl u 7-dniowych szczuréw pokazaly w sposob
posredni, ze funkcjonalnosc mGIuRS zalezy od stopnia rozwoju mézgu i w przypadku 7-dniowych
szczuréw moze by¢ niewystarczajaca.

Wyniki prezentowanej pracy pokazaly, ie efekt neuroprotekcyjny negatywnego allosterycznego
modulatora fenobamu (10 mg/kg) nie jest znamienny przy ocenie ubytku masy moézgu, choé
wystepuje przy ocenie apoptoz.i Nie obserwowano takie istotnego wplfywu pozytywnego
allosterycznego modulatora mG.'u!?S na hipoksyjne uszkodzenie mézgu u noworodkow szczura. Te
wyniki pokazujq wiec, ze recepto:gy mGlu5 nie sq dobrym celem dla strategii terapeutycznych u

oseskéw szczurzych.

Podsumowanie czesci ,potencjat terapeutyczny wybranych ligandéw receptorow
grupy | mGluR w szczurzym modelu asfiksji okotoporodowej”.

1. Uzyskane wyniki nie wskaztjjq na potencjat neuroprotekcyjny agonistéw Gl mGIuR w
szczurzym modelu asfiksji okofoporodowej.

2. Antagoniéci mGIuRS nie wykazujg istotnego dziatania neuroprotekcyjnego w tym modelu, a
jeden z nich fenobam w wysokiej dawce poteguje uszkodzenie mozgu.

3. Wykazano dziatanie neuroprotekcyjne antagonisty mGluR1, EMQMCM. Poznanie
mechanizmu tego efektu wjymaga dalszych badan, nie wydaje sie jednak by ta substancja
zalazta zastosowanie w terapii asfiksji okotoporodowej.

Wyniki przedstawionych badan wskazuja, ze nadzieje poktadane w wykorzystaniu ligandow
receptoréw metabotropowych jako lekéw neuraprotekcyjnych okazaty si¢ przedwczesne. Istnieje
zbyt wiele niewiadomych i sprzecznych danych, ktérych ilos¢ wzrasta wraz z pojawianiem sig
wynikéw badari coraz to nowych ligandow aby mdc na tym etapie zarekomendowac te grupg
zwigzkéw jako potencjalne leki do wykorzystania w klinice, zwtaszcza w klinice neonatologicznej.

Tolerancja na hipoksjg-ischemig indukowana przez antagonistéw receptorow NMDA
w modelach doswiadczalnych in vitro i in vivo.

Opisane powyzej badania skierowane byly wylacznie jedynie na poszukiwanie skutecznych lekéw
neuroprotekcyjnych, ktére moglyby byc zastosowane w klinice neonatologicznej w krétkim czasie po
rozwigzaniu cigzy.

Kolejne przeprowadzone przez nas badania dotyczyly alternatywnej strategii zapobiegania
uszkodzeniom mézgu wywotanym przez niedotlenienie okotoporodowe. Wspodtczesna medycyna
bazujaca na skomplikowanych technikach neuroobrazowa nia jest w stanie ocenic ryzyko wystgpienia
epizodéw niedokrwiennych zaréwno u osob dorostych jak i noworodkéw/ptodéw. Pamietaé jednak
nalezy, ze patologie tozyska czy naczyn pgpowinowych do ktdérych dochodzi juz w czasie cigzy takze
sa istotng przyczyng asfiksji okoloporodowej. Opracowanie bezpiecznych metod, takze
farmakologicznych, indukujacych tolerancje ischemiczng stwarzatby nowe mozliwosci zapobiegania
lub w przypadku gdy do udaru jednak dojdzie tagodniejszego jego przebiegu. Takze w odniesieniu do
kliniki neonatologicznej mozliwos$¢ zastosowania bezpiecznych metod nie zaburzajgcych naturalnych
proceséw rozwojowych mézgu pfodu, mogtaby przyczyni¢ sie do istotnego postgpu w zapabieganiu
skutkom asfiksji okotoporodowej i do duzych oszczednosci  publicznych  $rodkow ktore
wykorzystywane sg na dtugotrwata, czesto trwajaca niemal przez cate zycie rehabilitacjg, terapig i
specjalistyczna opieke nad dzie¢mi po przebyte] asfiksji okotoporodowe;j.



W Polsce umieralnosé okotoporodowa, gidwnie z powodu zamartwicy, jest wysoka i wynosi ok. 8
promili. (Szczygielski, 2006) . Niewatpliwie problem niedotlenienia okotoporodowego jest znaczacy i
wymaga rozwigzania. Zarysowujq sig mozliwoéci stosowania komdrek macierzystych w terapii
zastepczej dla odtworzenia ubytkow neurondéw, sa to jednak odlegte perspektywy. Trwa
wprowadzanie do praktyki, jako terapii eksperymentalnej, umiarkowanej hipotermii w leczeniu
patologii niedokrwiennej mozgu: po zatrzymaniu akcji serca i w zamartwicy (Zalewska i wsp. 2015,
Nowacka-Gotwiec, Dunin-Wasowicz 2012). Jednq z potencjalnych alternatywnych strategii
postepowania w udarze i innych formach patologii niedokrwienno-niedotlenieniowej mézgu jest
indukcja tolerancji na epizod niedokrwienny. Prekondycjonowanie ischemiczne polega na
wykorzystaniu plastycznosci adaptacyjnej mozgu dla indukcji tolerancji neuronow na rézne sytuacje
patologiczne prowadzace do neurodegeneracji, poprzez uprzednie poddanie organizmu dziataniu
nieuszkadzajacych (subletalnych dla neuronéw) stresoréw fizycznych  jak niedokrwienie,
niedotlenienie, hipertermia lub czynnikow farmakologicznych (Obrenovitch, 2008).

Dane literaturowe wskazuja na istnienie réznych typow tolerancji w zaleznosci od czasu w ktdrym
wystapi ona po prekondycjonowaniu. Tolerancja moze rozwija¢ sig natychmiastowo oraz 2z
opdznieniem. Tolerancja natychmiastowa jest zjawiskiem krotkotrwatym, trwajacym od kilku minut
do kilku godzin. Wystepuje ona np. w mieéniu sercowym. Innym zjawiskiem jest tolerancja
rozwijajaca sie z opdznieniem trwajacym od 12 godzin do trzech dni. Proces ten jest diugotrwaty i
wymaga biosyntezy nowych biatek. Ten rodzaj tolerancji jest hamowany przez cykloheksymid,
inhibitor syntezy biatka. W mdzgu wykazano poczatkowo wytgcznie istnienie tolerancji opdznionej
(Kitagawa i wsp. 1990, Kirino 2002). Objawy jej mozna byto zaobserwowac co najmniej 24 godzin po
prekondycjonowaniu a ochronne dziatanie utrzymywato sie przez 7 dni, lecz zanikato w ciggu dwoch
tygodni (Kitagawa i wsp. 1990). Z czasem wykazano ze takie w modzgu moina indukowac forme
natychmiastowej lecz krotkotrwatej tolerancji, (Kirino 2002). Badania na szczurzych modelach
wykazaty, ze okno czasowe dla takiej tolerancji miesci sig¢ pomiedzy kilkoma minutami a 6 godzinami
(Nakase i wsp. 2000), cho¢ u myszy obserwowano ochrone CA1 nawet po 24 godzinach od ischemii
(Stagliano i wsp. 1999). Jak wspomniano powyzej, neuroprotekcja w wypadku tolerancji
natychmiastowej jest nietrwata. W modelu niedokrwienia przodomdzgowia u myszoskoczka
prekondycjonowanie przeprowadzone 30 min. przed niedokrwieniem uszkadzajgcym zmniejszalo
ubytek neuronéw w CA1 hipokampa, co byto zauwazalne po 3 dniach, ale w 7 dniu po epizodzie
ischemicznym nie obserwowano juz efektu neuroprotekcyjnego (Perez-Pinzon i wsp. 1997). Uwaza
sie, ze podobnie jak w migéniu sercowym, mechanizm natychmiastowej tolerancji jest zwigzany z
modyfikacjami postranslacyjnymi istniejacych biatek, a gtéwna rolg moga tu odgrywac adenozyna i jej
receptor Al oraz zalezne od ATP kanaty potasowe (Dirnagl i wsp. 2003). Opdzniona indukcja tolerancji
jest natomiast zwigzana z synteza nowych biatek. Podanie inhibitora - cykloheksymidu znosi indukcje
tolerancji w tym modelu (Barone i wsp. 1998, Bordet i wsp. 2000). Dlatego tez, aby uzyskac
neuroprotekcyjny efekt tolerancji, zabieg prekondycjonowania nalezy przeprowadzic przynajmniej 1
dzieri przed ischemia testowa (Barone i wsp. 1998). Zjawisko indukgji tolerancji ischemicznej dotyczy
nie tylko neuronéw, lecz obejmuje rowniez inne komdrki m.in. komdrki glejowe, rozne elementy
naczyri krwionosnych np. komdrki érédbtonka, pericyty, czy komorki miesni gtadkich. W
mechanizmach nabywania tolerancji uczestnicza takze organelle komdérkowe takie jak mitochondria,
aparat Golgiego czy siateczka $radplazmatyczna (Wang i wsp. 2015). Tolerancje na ischemig mozna
indukowa¢ takie przy pomocy tzw. postkondycjonowania gdy dziatanie bodZca nieuszkadzajgcego
zastosowane byto po epizodzie niedotlenienia lub niedokrwienia. Wyniki badan przeprowadzonych w
Pracowni Farmakoneurochemii wykazaty skutecznosé postkondycjonowania przy pomocy tagodnej
hiperbarii tlenowej lub hipoksji w modelu asfiksji okotoporodowej (Gamdzyk i wsp. 2013). Jednak w
prezentowanych ponizej badaniach testowano efektywnoé¢ prekondycjonowania farmakologicznego
przy zastosowaniu antagonistow receptorow NMDA.



Przestankg do podjecia opisanych ponizej badan, byty wyniki Trembley i wsp. (2000), ktorzy wykazali,
e krotkotrwata ekspozycja hodowli pierwotnych neuronow korowych na dziatanie MK-801, do 96
godzin przed podaniem réznych czynnikow uszkadzajacych o mechanizmie zwigzanym 2z
ekscytotoksycznoscig i apoptoza, znaczaco obniza uszkodzenie neuronéw. Skutek ochronny
prekondycjonowania przy uzyciu MK-801 lub innych antagonistow receptora NMDA zalezat od
syntezy nowych biatek, a wigc odpowiadat typowym cechom prekondycjonowania. Te wyniki zostaty
poddane wstepnej weryfikacji w naszym laboratorium. Kuszczyk i wsp. (2010) wykazali, ze MK-801
oraz memantyna, substancje o uznanym dziataniu antagonistycznym na receptory NMDA, a takze
przypuszczalny antagonista tego receptora 1-metylo-1,2,3,4-tetrahydroizochinolina (1 MeTIQ),
podane nawet 48 godz. przed ekspozycjq na glutaminian testowanych pierwotnych hodowli
neurondw mozgu wykazywaty dziatanie neuroprotekcyjne. Ten nowatorski kierunek badan nie byt
jednak kontynuowany przez innych autoréw. Niezaleznie od wspomnianych powyzej wynikow
uzyskanych in vitro, badania pilotowe przeprowadzone przeze mnie in vivo W modelu asfiksji
okotoporodowe] takze sugerowaty nowy, mozliwy mechanizm dziatania antagonistow receptora
NMDA poprzez indukcje tolerancji. Brak byto mozliwosci skonsultowania tych wynikow z literatura,
poniewaz dotad nie badano mozliwoéci indukgji tolerancji na ischemig w moézgu in vivo przy uzyciu
antagonistow receptoréw NMDA. Te dane skionity do sformutowania i weryfikacji hipotezy,
sugerujacej nowy mechanizm neuroprotekcyjnego dziatania antagonistéw receptorow NMDA na
mézg, poprzez indukcje toleranciji na ischemie. W mysl tej hipotezy antagonisci receptoréw NMDA,
poza ogolnie akceptowanym dziataniem neuroprotekcyjnym poprzez bezposrednie hamowanie
toksycznoéci pobudzeniowej, oraz znanym wptywem neurotoksycznym i zaburzajacym rozwdj mozgu,
wykazuja takze nie opisang dotad w badaniach in vivo zdolnoé¢ do indukcji tolerancji na ischemie to
jest do prekondycjonowania (hartowania) madzgu.

Opisane ponizej badania wtasne (prace IV i V), oraz interpretacja uzyskanych wynikéw, skupity sig na
kilku pokrewnych zagadnieniach. Nalezato uzyska¢ argumenty potwierdzajace udziat indukowanej
tolerancji w neuroprotekcji, réznicowac miedzy tolerancja na ischemig uzyskang przez
prekondycjonawanie antagonistami  receptorow NMDA  a bezpoérednim  dziataniem
neuroprotekcyjnym zalegajacych antagonistow, dokona¢ postgpu w rozumieniu mechanizmow
indukowanej przez antagonistow receptorow NMDA tolerancji na ischemig, a z drugiej strony ocenic
ryzyko toksycznego, proapoptotycznego dziatania antagonistéw receptoréw NMDA na rozwijajacy sie
mozg.

Badania wiasne.

IV. Stomka M, Kuszczyk M, tazarewicz JW, Makarewicz D. NMDA receptor antagonists MK-801
and memantine induce tolerance to oxygen and glucose deprivation in primary cultures of
rat cerebellar granule cells. 2014. Acta Neurobiol Exp. 74: 396-404.

W pierwszym etapie, sprawdzilismy czy prekondycjonowanie MK-801 i memantyng w hodowlach
komérek ziarnistych mézdzku bedzie miato dziatanie neuroprotekcyjne po poddaniu ich deprywacji
tlenowo-glukozowej (OGD). Model deprywacii glukozowo-tlenowej jest ekwiwalentem in vitro
patologii niedokrwiennych. Prekondycjonowanie komérek ziarnistych méizdzku antagonistami
receptora NMDA 0,5 pM MK-801 lub 5 pM memantyng, to jest 30-min ekspozycja hodowli na te
substancje zakoriczona wielokrotnym ptukaniem, zostato przeprowadzone 24 lub 48 godz. przed
testowaniem OGD. Jako kontrole pozytywng zastosowano poddanie komdrek dziataniu
zawierajacymi antagonistow receptora NMDA w trakcie trwajgcego 90 min. OGD.

Zaobserwowano, e przezywalnos¢  komdrek inkubowanych  jak i preinkubowanych
(prekondycjonowanych) z memantyng lub MK-801 na 24 godz. przed OGD byta poréwnywalna.
Natomiast prekondycjonowanie hodowli 48 godz. przed OGD znamiennie stabiej poprawiato
przezywalnos¢ testowanych komorek. Nadal jednak wyniki niniejszego badania pokazaty, ze
preinkubacja komérek ziarnistych mézdzku z antagonistami receptora NMDA zarowno 24 jak i 48



godz. przed OGD dziafa neuroprotekcyjnie w tym modelu. Wyniki wykazaty rowniez, ze w hodowlach
testowanych 24 i 48 godz. po prekondycjonowaniu nastgpuje zmniejszenie wywotanego podaniem
glutaminianu  pobierania %Cca przez neurony, oOraz czgsciowe obnizenie  wzrostu
wewnatrzkomérkowego stezenia jonow wapnia. Wyniki te sugeruja, ze zmniejszenie naplywu wapnia
do neurondw za posrednictwem receptorow glutaminianergicznych i w konsekwencji obnizenie
sygnatu wapniowego, co moze byc¢ elementem mechanizmu indukcji przez antagonistéw receptorow
NMDA tolerancji ischemicznej.

Wyniki tej pracy interpretujemy czesciowo jako efekt indukcji tolerancji wywotanej przez
antagonistow receptora NMDA. Zgodnie z wywodem przedstawionym w czgsci wstepnej (powyzej),
alternatywna interpretacja uzyskanych wynikow moze sugerowaé, ze jest to catkowicie lub w duzej
czeéci dziatanie bezposrednie, jakie na receptor NMDA wywierajg zastosowani antagonisci.
Interpretacje takg dopuszczamy w przypadku MK-801, lecz nie w przypadku memantyny. Mimo, ze
hamowanie aktywnosci receptora NMDA wywotane przez MK-801 uchodzi za nieodwracalne, jednak
po pewnym czasie ten antagonista zostaje wyparty z miejsc wigzacych wewnatrz receptora NMDA i
podlega metabolizmowi (Lin et al., 2002). W przypadku memantyny, ktora jest stabszym inhibitorem
receptora NMDA, czasteczka tego inhibitora tatwo ulega oddysocjowaniu i szybciej sig rozktada
(Mobius et al., 2004). Ze wzgledu na wielokrotne ptukanie komoérek po prekondycjonowaniu,
retencja tych ligandéw, a zwiaszcza memantyny, w stezeniu farmakologicznym jest wysoce
nieprawdopodobna. Z kolei na rzecz roli indukowanej tolerancji w neuroprotekcji mozna przywofac
wyniki Tremblay et al. (2000), ktorzy wykazali uprzednio, ze efekt neuroprotekeyjny obserwowany 48
godz. po prekondycjonowaniu hodowli komérkowych izolowanych z kory mozgowej za pomoca MK-
801 moze by¢ zablokowany przez cykloheksymid, ktéry jest inhibitorem biosyntezy biatka, i tym
samym zjawisko to spetnia kryteria indukowanej tolerancji w wyniku prekondycjonowania (Barone et
al, 1998). W zwigzku z powyzszym uwazamy, e w Swietle przytoczonych argumentow,
prekondycjonowanie komdrek antagonistami NMDA indukuje tolerancje na OGD oraz na
ekscytotoksycznoéé wywotana przez glutaminian.

Pomimo pewnych niejasnosci  dotyczacych indukcji  tolerancji na OGD, wywotanej
prekondycjonowaniem antagonistami receptora NMDA, przedstawione wyniki rzucaja $wiatlo na
kilka aspektéw stosowania tych lekdw w zapobieganiu uszkodzenia mézgu po niedokrwieniu.
Zbieznoé¢ wystepowania neuroprotekcji i hamowania indukowanego przez glutaminian naptywu
wapnia wewnagtrzkomorkowego w komorkach ziarnistych mozdzku 24 i 48 godz. po
prekondycjonowaniu antagonistami receptora NMDA, moze sugerowaé zwigzek przyczynowy migdzy
tymi zjawiskami. Inaczej mowiac, jednym z mechanizméw tolerancji neuronow indukowanej przez
prekondycjonowanie antagonistami receptoréw NMDA wydaje sie ostabienie nadmiernych sygnatéw
wapniowych. Konieczne jest przeprowadzenie dalszych badar w celu scharakteryzowania i opisania
mechanizmu tego zjawiska. Ponadto wyniki tej pracy wskazujg, ze w przypadku antagonistéw
receptoréw NMDA o wysokim powinowactwie do kanatu, jak MK-801, neuroprotekcja w modelach
niedokrwienia mézgu po prekondycjonowaniu antagonistami receptorami NMDA ma charakter
mieszany, wynika z tolerancji indukowanej farmakologicznie a takze po czesci jest efektem dobrze
znanego bezposredniego hamowania receptorow NMDA przez te substancje zalegajace przez 24 lub
48 godz. Kwestia réznicowania tych efektéw powinna by¢ brana pod uwage w dalszych badaniach.

Opisane powyiej wyniki pokazujq, Ze krétkotrwala ekspozycja hodowli pierwotnych neuronéw
ziarnistych moéidiku na antagonistow receptora NMDA 24 lub 48 godz. przed OGD (modelowq
"ischemiq" in vitro) indukuje neuroprotekcje, mierzonq zaréwno zwiekszonq przezywalnosciq
testowanych komodrek ziarnistych mdidiku jak réwniez obnizeniem indukowanego przez
glutaminian sygnatu wapniowego, bgdqcego wskaznikiem ekscytotoksycznosci. Zgodnie z naszq
interpretacjg, te efekty, poza bezposrednim dziataniem hamujgcym receptory NMDA przez
zalegajgcy MK-801, moina przypisac¢ prekondycjonowaniu i indukowanej tolerancji ischemicznej.



Postulujemy w tej publikacji zwiqzek przyczynowo — skutkowy miedzy zahamowaniem naptywu
wapnia do neuronéw a tolerancjg na OGD indukowangq przez antagonistow NMDAR.

V. Makarewicz D, Sulejczak D, Duszczyk M, Matek M, stomka M, Lazarewicz J. Delayed
preconditioning with NMDA receptor antagonists in a rat model of perinatal asphyxia.
2014. Folia Neuropathol. 52: 270-84.

W kolejnym etapie badan weryfikacji in vivo poddano testowana poprzednio wytacznie na modelach
in vitro hipoteze o nowym, prekondycjonujacym dziataniu antagonistow receptora NMDA takich jak
MK-801 i memantyna. Podjeto badania majgce na celu sprawdzenie, czy podanie zwierzetom
antagonistéw receptoréw NMDA indukuje dlugotrwata tolerancjg moézgu na ischemie.

Podstawowym modelem do$wiadczalnym byta hipoksja-ischemia indukowana u 7-dniowych oseskow
szczura, u ktdrych po 14 dniach badano ubytek masy pétkuli ischemicznej mozgu. Uzyskane wyniki
byly poréwnane z ubytkiem liczby neuronéw piramidowych w sektorze CA1 hipokampa u dorostych
myszoskoczkéw poddanych odwracalnej globalnej ischemii przodomodzgowia. Antagonistéw
receptoréw NMDA, memantyng w dawce 5 mg/kg lub MK-801 w dawce 3 mg/kg podawano
dootrzewnowo 24, 48, 72 lub 96 godz. przed epizodem ischemicznym. Ponadto w korze oseskow
szczura oceniano wptyw prekondycjonowania antagonistami receptoréow NMDA na poziom apoptoz
konstytutywnych i indukowanych przez hipoksje — ischemig.

Wyniki przeprowadzonych badan pokazujg ze u myszoskoczkéw ochrone neuronow piramidalnych
hipokampa obserwowano wytgcznie w przypadku podania MK-801, a nie memantyny, i tylko na 24
godz. przed ischemig. Natomiast pojedyncze podanie antagonistow receptora NMDA - memantyny
lub MK-801 u niedojrzatych szczuréw indukuje diugotrwata neuroprotekcjg, wyrazajaca sie
zmniejszeniem wywotanego przez niedotlenienie i niedokrwienie ubytku masy ischemicznej potkuli
mozgu. Bardzo silny efekt neuroprotekcyjny MK-801 utrzymywat sie niezmiennie przez co najmniej
96 godz. po podaniu antagonisty, a w przypadku memantyny rozwijat sig on z opéinieniem i trwat od
48 do co najmniej 96 godzin po podaniu, ulegat jednak obnizeniu z czasem. W tych badaniach jako
kontrole pozytywng zastosowano prekondycjonowanie oseskow szczura hipoksjg normobaryczna.
Wyniki naszych badan pokazaly, ze efekt neuroprotekcyjny zaobserwowano gdy szczury poddanc
hipoksji normobarycznej 48, 72 lub 96 godz. przed wiasciwym eksperymentem, nie
zaobserwowaliémy natomiast neuroprotekcji 24 godz. po prekondycjonowaniu. Podanie ebselenu —
zmiatacza wolnych rodnikéw znosito efekt neuroprotekcyjny wywotany przez memantyng, ale nie
miato wptywu na dziatanie neuroprotekcyjne MK-801. Ponadto, podanie zaréwno memantyny jak i
MK-801 zmniejszylo w réwnym stopniu, w sposob znamienny statystycznie, do potowy, liczbe
apoptoz w mozgu noworodkéw szczura poddanych niedotlenieniu okotoporodowemu, ale zwigkszato
liczbe apoptoz konstytutywnych w mozgach szczurow kontrolnych, przy czym ten niekorzystny efekt
memantyny byt wielokrotnie stabszy niz MK-801.

Indukcja tolerancji na ischemig.

Wyniki naszych badan uzyskanych z uzyciem modelu hipoksji-ischemii oseskow szczura
interpretujemy jako wskazujgce na indukowanie przez antagoniste receptora NMDA tolerancji mozgu
na ischemie. Jest to pierwsza publikacja demonstrujgca takie dziatanie antagonistdw receptoréw
NMDA. Argumenty popierajace to twierdzenie s3 dwojakie. Po pierwsze, podkreslenia wymaga
podobiefistwo w dynamice czasowej i efektywnoéci miedzy neuroprotekcjq indukowang przez
prekondycjonowanie zwierzat memantyng i efektami prekondycjonowania hipoksjg normobaryczng.
W obu wypadkach neuroprotekcje obserwowano dopiero 48 godz. po prekondycjonowaniu, a jej
efektywnos¢ trwata do 96 godz. i zmniejszata sig z czasem. Co prawda inni badacze po poddaniu
zwierzat prekondycjonowaniu ischemicznemu efekt neuroprotekcyjny obserwowali juz 24 godz. po
poddaniu zwierzat prekondycjonowaniu ischemicznemu (Seo i wsp. 2013., Vannucci i wsp 1998),
jednak nalezy podkresli¢, ze jednokrotna ekspozycja oseskdw szczura na stosowang przeéz nas



umiarkowang hipoksje normobaryczng mozna uznac za stabszy stresor. Drugim waznym argumentem
na rzecz rozwijania sie tolerancji na ischemig po podaniu memantyny jest wynik eksperymentu z
uzyciem zmiatacza wolnych rodnikéw, ebselenu. Poniewaz wykazano, ze wolne rodniki posrednicza
w mechanizmie nabywania tolerancji w neuronach (Puisieux i wsp. 2004), hamujace dziatanie
ebselenu, podobnie jak podobieristwo do efektow prekondycjonowania hipoksjg normobarycznag,
obserwowane dziatanie neuroprotekcyjne memantyny wiazemy z indukcja tolerancji na
niedokrwienie.

Réznicowanie miedzy indukcjq tolerancji a neuroprotekcyjnym dziataniem
zalegajgcych antagonistow receptorow NMDA.

Rozwazajac rozne warianty interpretacji uzyskanych wynikéw uwzgledniono mozliwosc
diugotrwatego wigzania sie antagonistow z receptorami NMDA i zalegania ich w madzgu, co
sprowadzatoby sie do ich bezposredniego dziatania neuroprotekcyjnego, nie majgcego zwigzku z
indukowana tolerancja. Wiadomo, ze MK-801 ma silne powinowactwo do miejsca wigzania w kanale
receptora NMDA i diugotrwale go blokuje nawet po jego wyptukaniu z przestrzeni pozakomdrkowej
(Reynolds | wsp. 1998). Okres poftrwania (t 1/2) MK-801 w mozgu szczuréw oceniono na ok. 2 godziny
(Vezzani i wsp. 1989). Schwartz i Westerlain (1993) wykazali, ze farmakokinetyka MK-801 i jego
akumulacja w mézgu siedmiodniowego szczura nie ré2ni sie istotnie od farmakokinetyki tej substancji
w mézgach szczuréw dorostych (Vezzani i wsp. 1998), co moze sugerowac, ze okres eliminacji z
mozgu jest podobny. Jednak badania behawioralne Lysko i wsp. (1992) wykazaty diugotrwate zmiany
behawioralne nawet po pojedynczym wstrzyknigciu MK-801 do mozgu myszoskoczka, sugerujac
przediuzajaca sie obecnos¢ tego inhibitora w moézgu. Natomiast memantyna wykazuje niskie
powinowactwo do receptora NMDA, a blokowanie przez nig kanatu NMDA jest krotkotrwate i zalezy
od depolaryzacji i aktywacji receptora (Parsons i wsp., 1993). Dlatego jednym z argumentow
potwierdzajacych, ze w modzgu oseskow szczura zachodzi indukcja tolerancji, a nie zaleganie
memantyny, jest uzyskanie w naszej pracy odlegtych efektow neuroprotekcyjnych po podaniu
memantyny, a brak takiego efektu po 24 godz, gdy zaleganie tego antagonisty w mozgu bytoby
najbardziej prawdopodobne. Nie ulega jednak watpliwosci, ze czgs¢ efektow neuroprotekcyjnych
MK-801 obserwowanych w tej pracy, moina przypisac zaleganiu MK-801 w mozgu. Dotyczy to z
pewnoscig ochronnego dziatania tego antagonisty obserwowanego wytgcznie po 24 godz. w modelu
globalnej ischemii mézgu myszoskoczka. Natomiast stale utrzymujacy sie bardzo silny efekt
neuroprotekcyjny MK-801 w modelu hipoksji-ischemii mozgu oseskdw szczura moze by¢ wynikiem
natozenia sie na siebie obu dyskutowanych mechanizmow.

Brak oznak indukgji tolerancji u myszoskoczka.

Badania poréwnawcze indukcji przez antagonistow receptoréw NMDA tolerancji na ischemig u
dojrzatych myszoskoczkow i oseskéw szczura wykazaty brak oznak indukowanej tolerancji w mozgu
myszoskoczka. Wyniki te moga sugerowac, ze jedynie mézgi bedace we wczesnej fazie rozwoju moga
byé podatne na indukcje tolerancji przy uzyciu antagonistow receptora NMDA. Ta konkluzja wymaga
jednak dalszych badan.

Apoptozy.

Uzyskane wyniki pokazujg, e w warunkach in vive w rozwijajacym sie mozgu szczura
prekondycjonowanie za pomocg MK-801 indukuje dtugo utrzymujaca sie neuroprotekeje, ktora po
czeéci mozna przypisac tolerancji na niedotlenienie. Jednak, bez wzgledu na mechanizm lezacy u
podstaw tego zjawiska, praktyczne wykorzystanie tej substancji w klinice neonatologiczne] jako
potencjalnego leku jest niemozliwe ze wzgledu na dziatania niepozadane takie jak zwigkszenie liczby
konsytutywnych apoptoz w rozwijajacym sig moézgu. Uzyskane w omawianej tu pracy wyniki
potwierdzity, ze obok obnizenia liczby apoptoz wywotanych przez hipoksje - ischemig,



prekondycjonowanie MK-801 znacznie zwiekszato liczbg konstytutywnych apoptoz w rozwijajacym
sie mézgu. To ostatnie zjawisko zostato wezesniej wykazane przez lkonomidou i wsp. (1999) oraz
Olney i wsp. (2002). Z drugiej strony, dane z badan in vitro i in vivo wskazuja, Ze memantyna sama W
sobie nie indukuje apoptoz konstytutywnych w modelu pierwotnych hodowli rozwijajacych sig
neuronéw (Jantas i wsp. 2009) lub w odpowiednich modelach zwierzgcych (Manning | wsp. 2008).
Przeprowadzone przez nas badania wykazaty nizszg niz MK-801 ale wcigz znamienng skuteczno$c
terapeutyczng memantyny stosowanej w dawce 5 mg/kg w modelu hipoksji - ischemii noworodkéw
szczura, wyrazajaca sig¢ zmniejszeniem ubytku masy potkuli ischemicznej mézgu. Ponadto w tych
badaniach po raz pierwszy wykazano, ze prekondycjonowanie memantyng indukuje takze dziatanie
antyapoptotyczne w moézgach zwierzat poddanych niedotlenieniu okotoporodowemu. Uzyskane
wyniki potwierdzaja obserwacje in vitro Tremblay i wsp. (2000), ktérzy wykazali ze
prekondycjonowanie hodowli neuronéw korowych za pomocg MK-801 zapobiega apoptozie
indukowane;j staurosporyna. Nalezy jednak podkresli¢, ze badania ujawnily takze umiarkowane
dziatanie proapoptotyczne memantyny, to jest pobudzenie apoptoz konstytutywnych, ktdre jednak
byto okoto 3,5 do 5-krotnie nizsze niz w przypadku MK-801 (3 mg/kg).

Perspektywy wykorzystania praktycznego memantyny.

O ile wyniki uzyskane za pomocq prekondycjonowania MK-801 maja tylko znaczenie poznawcze ze
wzgledu na liczne dziatania niepozadane, to wyniki badari dotyczacych wplywu memantyny na
indukcje tolerancji ischemicznej mogg mie¢ potencjalng wartos¢ praktyczng. Memantyna podawana
w dawce terapeutycznej wydaje sie by¢ réwnie skuteczna, jak MK-801 w zapobieganiu apoptoz
indukowanych przez niedotlenienie okotoporodowe, a jest przy tym kilkakrotnie stabszym
induktorem konstytutywnych apoptoz. Wynik ten nie potwierdzajg obserwacji Manning i wsp. (2011)
ktorzy stwierdzili, ze memantyna wydaje si¢ by¢ wzglednie bezpieczna. Nasze badania wykazaty
jednak, ze stosowanie memantyny u nowarodkéw szczuréw moze by¢ obarczone pewnym ryzykiem
dziatann proapoptotycznych, Mimo to trzeba pamietaé, ze memantyna jest szeroko stosowana u
dorostych do leczenia demencji, zwtaszcza typu alzheimerowskiego (Parsons | wsp. 2013) przy czym
wykazanie bezpieczeristwa jej stosowania byto cecha warunkujacg dopuszczenie tego leku do obrotu
(Thomas i Grossberg 2009). Byly rowniez prowadzone badania kliniczne, oceniajgce potencjat
terapeutyczny memantyny u dzieci z rozpoznaniem zaburzen rozwojowych, w tym autyzmu (Chez i
wsp. 2007; Owley i wsp. 2006). Memantyna wykazata dziatanie ochronne w leczeniu leukomalacji
okotokomorowej w szczurzym modelu (Manning | wsp. 2008) a takze potencjat neuroprotekcyjny u
szczuréw poddanych niedotlenieniu okotoporodowemu (Liu i wsp. 2009). Te dane wskazujg na
celowoé¢ dalszych badan nad indukcjg przez memantyng tolerancji na hipoksje/ischemig.

Perspektywy praktycznego wykorzystania prekondycjonowania mézgu.

Proponowanie prekondycjonowania jako strategii terapeutycznej napotyka na problemy koncepcyjne
wymagajace wyjasnienia. Nie ulega watpliwosci, ze uzycie prekondycjonowania z wykorzystaniem
subletalnej ischemii lub hipoksji ze wzgledow etycznych nie wejdzie do praktyki w klinice udarow i
neonatologii. Jednak takie badania na modelach zwierzecych moga mie¢ istotne znaczenie
poznawcze. Pod wzglgdem semantycznym termin prekondycjonowanie sugeruje walor profilaktyczny
a nie terapeutyczny. O ile w przypadku oséb dorostych zagrozonych udarem profilaktyka ma duze
znaczenie, w przypadku zamartwicy pozornie brak jest motzliwoéci technicznych umozliwiajgcych
leczenie gdy do niedokrwienia mozgu dochodzi w czasie cigzy np. w przypadku niewydolnosci fozyska
czy naczyh pepowinowych. Jednak trzeba uwzglednié¢ fakt, ze wspéiczesna medycyna bazujaca na
nowoczesnych technikach obrazowania jest w stanie wykry¢ patologie fozyska czy naczyi
pepowinowych i oceni¢ ryzyko wystapienia okotoporodowych epizodow niedokrwiennych. Nie
zawsze jest jednak mozliwe zastosowanie najbardziej wskazanego wtedy cesarskiego cigcia. W takich
wypadkach opracowanie bezpiecznych metod farmakologicznej indukcji tolerancji ischemicznej
stwarzatoby nowe mozliwosci profilaktyki i fagodzenia skutkéw zamartwicy. To mogtoby przyczynic



sie do duzych oszczgdnosci publicznych $rodkéw ktdre wykorzystywane sq na ditugotrwaty, czgsto
trwajaca niemal przez cale Zycie rehabilitacje, terapig i specjalistyczng opieke nad osobami po
przebytej asfiksji okotoporodowej. Jednym z najnowszych osiggnie¢ w badaniach nad indukcjg
tolerancji na ischemig byto odkrycie zjawiska postkondycjonowania, w ktorym subletalny stresor lub
czynnik farmakologiczny indukujacy tolerancje i neuroprotekcje stosuje sie juz po ischemii
uszkadzajacej (Zhao, 2009, Pignataro i wsp., 2009). Jesli mechanizm tego zjawiska jest zblizony do
mechanizmu prekondycjonowania, wyniki badari dotyczacych mechanizmow prekondycjonowania
beda mogty w dalszej perspektywie znalezé zastosowanie terapeutyczne.

Chociaz uzyskane wstepnie dane mogg miec ograniczone znaczenie praktyczne, istnieja jednak
przestanki, e indukcja tolerancji na niedokrwienie mozgu przez prekondycjonowanie
farmakologiczne z uzyciem memantyny, antagonisty receptoréw NMDA o niskim powinowactwie do
kanatu, moze by¢ skutecznym sposobem ochrony rozwijajacego sie mozgu przed nastepstwami
niedotlenienia okotoporodowego.

Badania tej publikacji pokazafy, Ze rozpatrujgc mechanizmy dziatania neuroprotekcyjnego
antagonistéow receptorow NMDA konieczne jest réznicowanie miedzy indukcjg tolerancji a
skutkami zalegania antagonistéw w mozgu | ich bezposredniego zapobiegania nadmiernej
aktywacgji receptorow NMDA w czasie epizodu niedokrwiennego. Wykazaly one po raz pierwszy w
eksperymentach in vivo, Ze prekondycjonowanie przy uzyciu memantyny, ktéra jest antagonistq
receptoréw NMDA, indukuje w mdzgu oseskéw szczura opéZnionq i diugotrwalq tolerancje na
ischemie, co wyraza sie zmniejszeniem ubytku masy potkuli ischemicznej i zmniejszeniem liczby
apoptoz. Zblizone efekty w mozgu oseskow szczura wywoluje prekondycjonowanie hipoksyjne.
Indukcja tolerancji przez antagonistow receptorow NMDA wydaje sig dotyczy¢ wyfgcznie
rozwijajqcego sie moézgu szczura. Ponadto badania pokazaly, e memantynd ma dziatanie
proapoptotyczne w rozwijajgcym sie mézgu, co komplikuje perspektywy jej zastosowania
praktycznego w terapii zamartwicy noworodkow.

Podsumowanie czesci ,Tolerancja na hipoksje-ischemie indukowana przez
antagonistow receptorow NMDA w modelach doswiadczalnych in vitro i in vivo”.

1. Uzyskane wyniki wskazuja, ze prekondycjonowanie komdrek ziarnistych moézdzku
antagonistami receptora NMDA indukuje tolerancje na OGD.

2. Zaobserwowanej neuroprotekcji towarzyszy obnizenie wywotanego przez glutaminian
naptywu wapnia do komorek i wzrostu wewnatrzkomérkowego stezenia wapnia, co moze
sugerowa¢ udziat hamowania naplywu wapnia do neurondéw przez kanaty NMDA w
mechanizmie tolerancji.

3. Po raz pierwszy wykazano na szczurzym modelu asfiksji okotoporodowej, ze antagonista
receptoréw NMDA memantyna indukuje opoiniong, diugotrwatq i znoszong przez podanie
zmiatacza wolnych rodnikéw tolerancjg na hipoksje-ischemie. Efekt ten wydaje sig nie mieé
zwigzku z zaleganiem tego antagonisty w mézgu. Indukcji tolerancji na ischemig przez
antagonistow receptora NMDA nie zaobserwowano jednak w mozgu dorostego
myszoskoczka.

4. Wyniki uzyskane przy badaniu efektébw memantyny, mimo ze zachecajace, nakazuja
ostroznoé¢, gdyz memantyna cho¢ hamuje apoptozy wywotane przez hipoksje-ischemig,
stymuluje jednak apoptozy konstytutywne w mozgu oseskow szczurzych.

Efekty praktyczne opisanych powyzej badai, cho¢ odleglejsze ze wzgledu na ich charakter
przedkliniczny, sa takze dostrzegalne. Powszechnie wiadomo, ze MK-801 jest wytacznie substancja
farmakologiczng o charakterze referencyjnym, bez perspektyw zastosowania w medycynie, ze
wzgledu na wiele dziatait niepozadanych. Natomiast obiecujace i stosunkowo bliskie zastosowania
praktycznego mogtyby sig okaza¢ wyniki dotyczace dziatania prekondycjonujacego memantyny. W



wielu krajach, w tym w Polsce, jest ona zarejestrowana jako lek ze wskazaniami terapii objawowej w
demencjach, w tym w chorobie Alzheimera, a takze jako lek w chorobie Parkinsona. 53 jednak wyniki
badari wskazujace na terapeutyczne dziatanie memantyny w zwierzecych modelach niedokrwienia
moézgu, w tym w mozgu oseskdw szczurzych (Stieg i wsp. 1999, Chen i wsp. 2003, Culmsee i wsp.
2004, Chen i wsp. 2008). Wykazanie udziatu indukgji tolerancji na ischemig w mechanizmie dziatania
memantyny wniostoby nowe wazne elementy do zagadnienia neuroprotekcji. Jednak przed
rozwazeniem zastosowania praktycznego memantyny w terapii udaréw a zwtaszcza zamartwicy
noworodkéw konieczne jest potwierdzenie i wyjasnienie przyczyny braku jej dziatania indukujgcego
tolerancje takie w dojrzalym mdzgu myszoskoczka, co pokazano w przedstawionych wyzej
badaniach, oraz wyjasnienie jej toksycznosci w rozwijajagcym sig mozgu. W znacznie odleglejszej
perspektywie, w przypadkach gdy zagroienie asfiksja okotoporodowg jest realne juz w przebiegu
ciazy (przy patologii naczyn pepowinowych czy tozyska) mozna by byto rozwazy¢ celowos¢ indukgji
tolerancji farmakologicznej u pfodu, pod warunkiem wykazania bezpieczeristwa takiego
postepowania.

Podsumowanie zbiorcze publikacji wchodzacych do osiagnigcia
habilitacyjnego i wnioski.

Niniejszy cykl prac dobrze ilustruje fakt, ze droga do wdrozenia nowych strategii terapeutycznych w
leczeniu niedotlenienia okotoporodowego u noworodkéw jest dtuga i kreta. Przedstawione powyze],
zachecajace efekty neuroprotekcyjne wybranych ligandow receptordow dla glutaminianu w szczurzym
modelu asfiksji okotoporodowej nalezy traktowa¢ z duzg ostroznoscia. Wymaga to doktadnego
wyjaénienia mechanizmu neuroprotekcyjnego dziatania w  tym modelu doswiadczalnym
nieselektywnego agonisty Gl, Il i lll mGIuR - ABHxD-I, oraz antagonisty mGIluR1l - EMQMCM.
Konieczne jest tei sprawdzenie dziatania obu tych substancji na rozwoj madzgu kilkudniowych
szczuréw i liczbe w nich komérek apoptotycznych. Takze indukowanie przez memantyng tolerancji
mozgu oseskow szczurzych na hipoksje/ischemig, cho¢ jest nowym, potencjalnie bardzo wainym
efektem mogacym ponownie wzbudzi¢ zainteresowanie stosowaniem antagonistow receptoréw
NMDA w neuroprotekgji, to zagadnienie wymaga dalszych intensywnych badan. Szczeg6lnie istotne
bedzie dokfadne zbadanie wptywu tej substancji na apoptozg i ocena jej potencjalnego dziatania
toksycznego na rozwijajacy sie mozg. Mimo wielu niejasnosci i koniecznosci uzyskania odpowiedzi na
pytania dotyczace mechanizméw dziatania badanych przeze mnie ligandéw, w mojej ocenie
przedstawione wyniki badan dostarczyty nowych faktow, ktére mozna uznaé za rozszerzenie
istniejagcego stanu wiedzy na temat mozliwosci opracowania farmakologicznych strategii
terapeutycznych w noworodkowym modelu niedotlenienia okotoporodowego a w przysztosci takze i
w klinice neonatologicznej:

e zaobserwowano neuroprotekcyjne dziatanie nieselektywnego agonisty Gl mGIuR, ABHxD-I,
dziatajacego takze na Gll i Glll mGluR, oraz antagonisty mGIuR1, EMQMCM w szczurzym
modelu asfiksji okotoporodowej, jednak istnieje mozliwos¢ neurotoksycznego dziatania tych
substancji na rozwijajacy sig¢ mozg, a doktadny mechanizm dziatania neuroprotekcyjnego jest
niejasny. Dane wskazujace na potencjat neuroprotekcyjny antagonistow mGIluR1 w
szczurzym modelu asfiksji okofoporodowej sg obiecujace i zachgcaja do dalszych badari.

e inhibitory mGIuRS - MTEP i fenobam, a takze pozytywny allosteryczny modulator mGIuR5
ADX47273 nie wykazaly zadnego dziatania neuroprotekcyjnego w modelu asfiksji
okotoporodowej. W swietle tych wynikéw, dalsze badania nad modulatorami mGIuR5 pod
katem wykorzystania ich jako substancji neuroprotekcyjnych w zapobieganiu skutkom
niedotlenienia okotoporodowego wydajg sie nieuzasadnione.

e antagonisci receptora NMDA mog3 indukowac tolerancjg na hipoksje-ischemie w modelu
asfiksji okotoporodowe;j.



istniejg przestanki $wiadczace o tym, ze uzasadnione sg dalsze badania przedkliniczne w
kierunku rozszerzenia wskazania stosowania memantyny do leczenia zamartwicy. Odkrycie to
mogtoby stac si¢ punktem wyjscia do dalszych badan nad tym zjawiskiem, poniewaz ten
antagonista receptoréw NMDA o niskim powinowactwie do kanatu, indukuje tolerancje
mézgu noworodkoéw szczura na modelowq asfiksje okotoporodowa, obniza spowodowany
przez hipoksje/ischemie ubytek masy moézgu i obniza liczbe komérek apoptotycznych, przy
wykazanym przez nas, ale stosunkowo stabym dziataniu pobudzajagcym apoptozg
konstytutywnga. By¢ moze to wiasnie memantyna ktéra od lat jest stosowana w klinice, jest
najbardziej obiecujagcym kandydatem do prowadzenia dalszych badari w zapobieganiu
skutkom asfiksji okotoporodowej. Jednak rozwazanie rozszerzenia wskazan do stosowania
memantyny musi by¢ poparte dalszymi badaniami tolerancji i bezpieczeristwa.
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5. Omoéwienie pozostatych osiagnieé naukowo-badawczych (artystycznych):

Szczegdtowe informacje o dorobku naukowym, dydaktycznym, wspétpracy z instytucjami,
organizacjami i towarzystwami naukowymi oraz dziatalnosci popularyzujacej nauke zawarte sg w
Zatgczniku 6.

Praca w IMDiK im. M. Mossakowskiego PAN.

Po ukorczeniu studiéw na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego, rozpoczetam pracg w
Pracowni Farmakoneurochemi Zaktadu Neurochemii IMDiK im. M. Mossakowskiego PAN na
stanowisku asystenta. Od poczatku dziatalnoéci poczatkowo Zespolu a nastgpnie Zaktadu
Neurochemii, gléwnym nurtem badar byly komdrkowe i biochemiczne mechanizmy
niedokrwiennego uszkodzenia mézgu. Kierunek ten z biegiem lat byt wzbogacany i pogtebiany o
badania nowych schorzeri i strategii terapeutycznych opartych na neuroprotekgji.

Wkrétce otrzymatam stypendium od Fundacji Naukowej im. Kronenberga na odbycie miesigcznego
stazu naukowego. Staz ten odbytam w Centrum Perinatalnym Uniwersytetu w Goeteborgu, gdzie
nauczytam sie metody mikrodializy mézgu a takze indukcji niedotlenienia okotoporodowego u
noworodkéw szczura. Techniki te wdrozytam i rozwinetam w Pracowni Farmakoneurochemii
wykorzystujac je takze jako model do$wiadczalny do badan, ktérych zwiericzeniem byto uzyskanie
stopnia doktora nauk medycznych, ktéry uzyskatam w 2004 r. Pracujac jako doktorantka otrzymatam
szereg stypendiéw dla mtodych naukowcdw, dzigki ktérym mogtam zaprezentowac swoje wyniki na
wielu miedzynarodowych konferencjach. Otrzymatam takze grant dla miodych naukowcow a takie
grant promotorski, ktéry umozliwit mi sfinansowanie badar bedacych podstawa mojej rozprawy
doktorskiej.

Tematem przewodnim tych badari byto zbadanie potencjatu neuroprotekcyjnego dantrolenu i udziat
receptoréw rianodynowych w uszkodzeniu mozgu u szczuréw poddanych asfiksji okotoporodowe;j
(Makarewicz i wsp. 2000, Makarewicz i wsp. 2003, Salinska i wsp. 2000). Wykazatam, ze dantrolen
dziata nauroprotekcyjnie w modelu asfiksji okotoporodowej u siedmiodniowych szczurow poprzez
redukowanie zmian w mézgu zwierzat po przebytym epizodzie. Uzyskane przeze mnie wyniki badan
nie dostarczyly jednak dowodéw na neuroprotekcje oparta na hamowaniu receptordéw
rianodynowych. Badanie wykazaly, ze w modelu asfiksji okotoporodowej dantrolen hamuje
aktywnos¢ receptora NMDA co byto nowym nieoczekiwanym wynikiem. Mimo obiecujacych danych
lek ten nie uzyskat rekomendacji do dalszych badar we wskazaniu zwigzanym ze stosowaniem go w
zapobieganiu skutkom uszkodzenia mdzgu po przebytej asfiksji okofoporodowej, poniewaz nie
wiadomo jaki moze by¢ jego niekorzystny wptyw na rozwijajacy si¢ mézg. Mimo, ze nie wykazano
zaburzen lokomotorycznych u szczuréw w tescie otwartego pola nie wiadomo, czy nie powodowatby
zaburzen u dzieci ktore trudno byloby wykryé w eksperymentach na zwierzetach. Jednoczesnie
ryzyko nasilenia konstytutywnych apoptoz rozwojowych jakie wywotujg antagonisci receptora NMDA
dyskwalifikuje ten lek jako kandydata do leczenia neuroprotekcyjnego u noworodkéw. Fundacja "The
Henryk and Krystyna Wisniewski Foundation”, przyznala mi nagrode za dorobek naukowy w
dziedzinie neuropatologii/neurobiologii w roku 2004.

Model asfiksji okotoporodowej byt atrakcyjnym modelem badawczym dla réznych Pracowni IMDiK
PAN, efektem czego byly wspélprace z réinymi grupami badawczymi m.in. z Zaktadem
Neuropatologii Rozwojowej (Maslinska i wsp. 2002) gdzie wykazano, ze wsrdd cytokin prozapalnych
najwieksze znaczenia dla rozwoju procesu zapalnego w mozgu szczura poddanego niedotlenieniu
okotoprodowemu moze odgrywac interleukina 15 (IL-15), ktdra we wczesnej fazie procesu zapalnego
jest produkowana przez leukocyty penetrujagce mdzg a w poinej fazie takie przez reaktywne
astrocyty zlokalizowane wokot torbieli i obszaréw martwiczych.

Po doktoracie kontynuowatam badania nad mechanizmami neurodegeneracji i neuroprotekcji w
modelu asfiksji okotoporodowej. Woéwczas rozpoczetam badania nad udzialem receptorow



metabotropowych grupy | (Makarewicz i wsp. 2006a, b). Wyniki tych badarn miatam przyjemno$¢
zaprezentowad podczas migdzynarodowej konferencji , Third Wierzba Conference “Glutamate in CNS
metabolism and neurotransmission: interactions at the inter- and intracellular level” ktéra odbyta sig
w 2005 r. w Wierzbie (oérodek PAN na Mazurach). Zostatam takie zaproszona do wygtoszenia
referatu na konferencji dla lekarzy ,Nowe perspektywy leczenia udarow mozgu” ktdra odbyta si¢ w
Warszawie w 2005 r. Wyniki tych prac weszty w skiad przedstawionego w Zatgczniku 2 osiggnigcia
habilitacyjnego.

W tym czasie aktywnie uczestniczytam takze w projektach naukowych dotyczacych m.in. udziatu
szlaku sygnatowego FAK (ang. focal adhesion kinase) w szczurzym modelu asfiksji okotoporodowej
(Zalewska i wsp. 2005). Biatkowa kinaza FAK (Focal Adhesion Kinase) nalezy do niereceptorowych
kinaz tyrozynowych PTK (protein tyrosine kinase) ktére w komdrce regulujg transdukcje sygnatu
z udziatem integryn. Fosforylacja tego biatka wplywa na regulacje roznych funkcji komérki. Brak
regulaci sygnatowej z udziatem kinazy FAK moze prowadzi¢ do proceséw nowotworzenia oraz
pojawienia si¢ proceséw patologicznych w obrebie komadrek i tkanek. Kinaza biatkowa FAK wystepuje
w cytoplazmie w miejscach adhezji komdrek do podioza w tzw. plytkach przylegania i odgrywa
istotna role w procesach takich jak: adhezja, migracja komérek, proliferacja, roznicowanie sie
komérek czy apoptoza. Modulacja aktywnosci kinazy biatkowej FAK moze wptywac na przekazywanie
sygnatu w obrebie macierzy zewnatrzkomérkowej. Badania w ktorych uczestniczytam badano udziat
kinazy biatkowej FAK w ewolucji uszkodzenia okotoporodowego. W niniejszym badaniu mierzono
ekspresje kinazy biatkowej FAK oraz poziom jej fosforylacji i interakcji z biatkiem Src oraz biatkiem
adaptorowym p130 CAS. Wyniki badan wykazaty, ze poziom fosforylacji tego biatka w mdzgach
poddanych niedotlenieniu okotoporodowemu obnizyt si¢ o ok. 50% migdzy 24 a 48 godz. Po
epizodzie niedotlenieniowym. Réwnoczesnie obnizyto sie oddziatywanie tego biatka z kinaza Src oraz
biatkiem p130 Cas. Ten objaw wczesnej odpowiedzi na niedotlenienie powrocit niemal do poziomu
obserwowanego w maézgach kontrolnych po 7 dniach.

W roku 2006 otrzymatam awans na stanowisko adiunkta w Pracowni Farmakoneurochemii IMDiK
PAN. W latach 2006-2008 bytam zaangazowana w rézne wspdiprace naukowe m.in. w badanie
potencjatu neuroprotekcyjnego CDP-choliny w modelu asfiksji okofoporodowej. Wspétpraca ta
zaowocowata przyznaniem w 2013 r. patentu polskiego nr P-361510 pt. ,Sposob ochrony i leczenia
tkanek mozgu przed skutkami niedotlenienia i niedokrwienia u ssaka”, ktorego jestem wspétautorem
(Fiedorowicz i wsp. 2008). CDP-cholina jest substancjg o potencjale neuroprotekcyjnym znanym od
ponad 20 lat. Dotychczas nie wykazano jej specyficznego dziatania ale wykazano, ze jest to substancja
modulujgca rozne procesy ochronne w mozgu muin. wzmacnia dziatanie systemow
antyoksydacyjnych (np. glutationu), hamuje aktywno$¢ fosfolipazy A2, stabilizuje strukturg bton
komérkowych zmniejszajac degradacje fosfolipidéw, zapobiega neurotoksycznoéci wywotanej przez
glutaminian. W przeprowadzonych badaniach po podaniu CDP-choliny wykazano zmniejszenie
aktywnoéci kaspazy-3 a takze ekspresji biatka HSP-70.

Uczestniczytam takze w badaniach nad udziatem metaloproteaz w uszkodzeniu moézgu u
noworadkdw szczura wywotanym niedotlenieniem (Dragun i wsp. 2008). Metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomérkowej (ang. MMP — matrix metalloproteinases) naleza do gtéwnych enzymow
proteolitycznych trawigcych komponenty macierzy pozakomérkowej oraz liczne malekuty na
powierzchni komdrek, uczestniczac przez to w wielu procesach fizjologicznych, takich jak apoptoza czy
angiogeneza. Metaloproteinazy sg rowniez zaangazowane w patogeneze wielu chorob, takich jak np.
artretyzm czy nowotwory. Opracowanie skutecznych inhibitoréw oraz poznanie mecha- nizméw ich
dzialania moze mieé istotny wplyw na strategie terapeutyczne. W badaniach nad udziatem
metaloproteinaz w niedotlenieniu okotoporodowym zbadano aktywnos¢ wybranych enzyméw MMP-
2 i MMP-9. Wyniki wykazaty, ze aktywnoé¢ obu badanych biatek wzrosta w potkuli ipsilateralnej
wzrosta w poréwnaniu z aktywnoscia tych biatek w mézgach kontrolnych. Najwyzsza aktywnosc tych
biatek zaobserwowano 48 godz. A takze 7-14 dni po niedotlenieniu okotoporodowym. Uzyskane
wyniki moga $wiadczy¢ o tym, ze zaréwno wczesna jak i pdéina odpowiedz komdrkowa na



niedotlenienie moze odgrywac role w $mierci jak i regeneracji neurondw. Po podaniu nikotynamidu
substancji o dziataniu przeciwzapalnym, zaobserwowano zahamowanie aktywnosci MMO-9 w ostrej
fazie uszkodzenia niedokrwiennego i aktywacje MMP-2 w fazie pdZnej. Metynikotynamid moze wigc
modulowaé¢ aktywno$é¢ enzyméw odpowiedzialnych za patologiczny sygnat w macierzy
zewngtrzkomorkowej co moze stac sig¢ celem strategii terapeutycznej wymierzonej w te biatka,

Ponadto uczestniczytam w projektach zwigzanych z badaniem udziatu IGF-1 (ang. insulin — like growth
factor) w niedotlenieniowym uszkodzeniu mézgu u noworodkow szczura (Beresewicz i wsp. 2010).

IGF-1 jest peptydem wystepujacym w rdinych izoformach i uczestniczacym w regulacji procesow
fizjologicznych (IGF-1eA) i w odpowiedzi na rézne typy stymulacji (IGF-1Ec). Sugerowana jest takze
jego rola w neuroprotekcji. W powyzszych badaniach ekspresja izoform IGF byta badana u zwierzat
kontrolnych oraz poddanych niedotlenieniu  okotoporodowemu. U zwierzat kontrolnych
zidentyfikowana zostata ekspresja obydwu badanych izoform IGF-1, podczas gdy w mozgach zwierzat
poddanych niedotlenieniu okotoporodowemu zaobserwowano zwiekszong ekspresje izoformy IGF-
1Ec. Wynik ten sugeruje, ze izoforma ta moze odgrywac istotng role w mechanizmach zwigzanych
zendogenng ochrong mdzgu poddanego niedotlenieniu  w szczurzym modelu  asfiksji
okotoporodowej.

Testowatam takze potencjat neuroprotekcyjny pochodnych witaminy D m.in. kalcitriolu w modelu
asfiksji okotoporodowej (Kajta i wsp. 2009). Wyniki badan wykazaty, ze kalcitriol podawany
przewlekle przez 7 dni w dawce 2 ug/kg a takze w jednorazowej iniekcji 30 min. Po hipoksji-ischemii 2
ug/kg skutecznie obniiyt stopied uszkodzenia mdzgu badanych zwierzat w poréwnaniu z
uszkodzeniem obserwowanym w grupie kontrolnej. Jako referencyjng metode neuroprotekcyjng
zastosowano prekondycjonowanie hipoksyjne, ktdrego dziatanie okazato sig statystycznie stabsze niz
po podaniu kalcitriolu przez 7 dni. Ponadto nie wykazano aby kalcitriol miat negatywny wplyw na
przyrost masy ciata badanych zwierzat w trakcie eksperymentu. Wyniki pomiaréw tego parametru
nie wykazaty znamiennych statystyczne réznic pomiedzy badanymi grupami.

W 2009 w Pracowni Neurochemii realizowane byly badania w ramach projektu finansowanego przez
MNiSW ,Postkondycjonowanie ischemiczne: zastosowanie tagodnej hipoksji i hiperbarii po
uszkadzajgcym niedokrwieniu  mozgu jako nowa strategia terapeutyczna w globalnej ischemii
przodomdzgowia myszoskoczkow i hipoksji/ischemii 7-dniowych oseskéw szczurzych. Celem projektu
byto sprawdzenie mozliwosci stosowania postkondycjonowania ischemicznego jako sposobu indukcji
tolerancji na ischemie. Po latach rozczarowan zwiazanych z trudnosciami nad opracowaniem strategii
terapeutycznej choréb takich jak udar niedokrwienny czy niedotlenienie okotoporodowe, oparte na
neuroprotekeji, mozliwosci zwigzane z indukeja tolerancji na ischemie rozbudzity na nowo nadzieje
naukowcow pracujacych nad Méj udziat w tym projekcie polegat na zaplanowaniu i przeprowadzeniu
eksperymentéw zastosowania postkondycjonowania hipoksjg normobaryczng oraz hipobaryczng u
szczurow poddanych niedotlenieniu okotoporodowemu. Wyniki tych prac zostalty opublikowane w
Neurochemistry Research (Gamdzyk i wsp. 2014). W pracy tej szczury poddane niedotlenieniu
okotoporodowemu poddane zostaty tagodnej hipoksji hipobarycznej pod cisnieniem 0,47 atmosfery.
Jest to cisnienie jakie panuje na wysokosci niskich partiach gor wysokich np. Himalajow (ok. 5000 m.
n.p.m.). Hipoksja hipobaryczna byta aplikowana w trzech codziennych sesjach. Czas trwania jednej
sesji to 1 godz. Kluczowym elementem byty czas rozpoczecia pierwszej sesji hipobarycznej. Zwierzeta
podzielone byly na 3 grupy rdzniace sie czasem rozpoczecia hipoksji hipobarycznej. Punkty czasowe
rozpoczecia postkondycjonowania zostaty ustalone na 1, 3 i 6 godz. po zakoriczeniu hipoksji-ischemii.
Wyniki wykazaly, ze postkondycjonowanie rozpoczete 1 godz. po zakonczeniu hipoksji-ischemii
najskuteczniej chronito mdzg przed uszkodzeniem mierzonym deficytem masy potkul mézgowych 14
dni po przeprowadzonej hipoksji-ischemii. Rozpoczecie postkondycjonowania 3 i 6 godz. po
zakoriczeniu hipoksji-ischemii takze znamiennie zmniejszato stopieri uszkodzenia mézgu. Ponadto
postkondycjonowanie hipoksja hipobaryczna spowodowato obnizenie poziomu wolnych rodnikow
we wszystkich grupach eksperymentalnych, ktdre byto wyisze w pordwnaniu do grupy SHAM.
Aktywnosé dysmutazy ponadtlenkowej bedaca miarg usuwania wolnych rodnikéw tlenowych byta



najwyzsza w grupie poddanej hipoksji hipobarycznej ktdra rozpoczetfa sig 1 godz. po zakonczeniu
hipoksji-ischemii. W pozostatych grupach eksperymentalnych wzrost aktywnosci tego enzymu ni
ebyt istotny statystycznie. Hipoksja hipobaryczna zahamowata takze spadek poziomu glutationu
wywotanego hipoksja-ischemia oraz zwiekszyla aktywnos¢ peroksydazy glutationu we wszystkich
grupach doswiadczalnych. Efekt ten nie miat wptywu na czas rozpoczgcia postkondycjonowania.
Przedstawione w pracy wyniki wykazaly po raz pierwszy, ze u szczuréw poddanych hipoksji-ischemii
postkondycjonowanie hipoksjg hipobaryczng skutecznie zmniejsza uszkodzenie mozgu. Mechanizm
tego procesu wymaga dalszych badan ale wstepne wyniki wskazujg na udziat stresu oksydacyjnego w
tym procesie,.

W 2009 r. otrzymatam grant z MNiSW ktéry byt kontynuacjg prac nad mozliwosciami indukcji
tolerancji na ischemie. Publikacje bedace efektem tych badari (Makarewicz i wsp. 2014., Makarewicz
i wsp. 2015 i Slomka i wsp. 2014) weszty w skiad mojego osiagnigcia habilitacyjnego i zostaty
szczegotowo opisane w autoreferacie (Zatgcznik 2).

W tym czasie odbytam takze szereg szkoleri organizowanych przez KPK zwigzanych z zarzgdzaniem
projektami finansowanymi z programow ramowych. Przygotowywatam takze aplikacje w ramach
priorytetu potencjat badawczy do 7 Programu Ramowego ,,...." A takze 2 apliacji w ramach priorytetu
Zdorwie (Innovation | i Innovation II) Do tyhc projektow zdobytam tez dofinansowanie z MNISW na
przygotowanie projektu (tzw. Granty na granty).

W 2011 r. rozpoczetam studia podyplomowe w Kolegium Zarzadzania i Finanséw Szkoly Gtowne;j
Handlowej w Warszawie ,Podyplomowe Studium Zarzadzania Projektami” a nastgpnie w 2012 studia
podyplomowe w Akademii Leona KoZminskiego w Warszawie ,Zarzadzanie projektem badawczym i
komercjalizacji wynikéw badan naukowych”. Studia te pozwolity mi zdoby¢ waine kompetencje
menedzerskie oraz nauczyly jak wazne w sukcesie projektu jest doktadne jego zaplanowanie.

Dziatalnos$é pozainstytutowa.

Jako osoba ambitna i z duzg predylekcja do wykorzystania wynikow badar naukowych w klinice,
otrzymatam propozycje od TVN MED przygotowania autorskiego programu edukacyjnego dla lekarzy
pt. ,Asfiksja okotoporodowa w klinice i laboratorium”. Projekt polegat na przygotowaniu koncepcji
programu, napisaniu scenariusza oraz wystapienia jako gospodarz programu prowadzacy rozmowy z
naukowcami oraz neonatologiem i przyblizeniu widzom probleméw i osiggnie¢ zwigzanych z
leczeniem asfiksji okotoporodowej. W 2007 r. zostatam zaproszona do grupy kreatywnej TVN MED.
Opracowujacej nowe formaty programow edukacyjnych dla lekarzy. Obecnie programy zrealizowane
dla TVN MED s3 emitowane na platformie internetowej www.lekarskatv.pl

W 2009 r. rozpoczetam wspdiprace z MTZ Clinical Research jako Pisarz medyczny. Moja rola polegata
na przygotowywaniu dokumentacji medycznej do badan klinicznych. Byly to giéwnie protokoly do
badari produktéw generycznych, Karty obserwacji klinicznej, informacje dla pacjenta wraz z
formularzami $wiadomej zgody, broszury badacza oraz raporty z przeprowadzonych badan
klinicznych. W latach 2012 -2013 rozpoczgtam prace w Adamed Sp. z 0.0. na stanowisku Specjalisty
ds. badan klinicznych. Moje zadania polegaty na projektowanie zatozen do badar klinicznych w
realizowanych przez spotke. Byty to gtéwnie badan bioréwnowaznosci i badan tzw. wczesnych faz.
Jako reprezentant sponzora koordynowatam takze projekty realizacji badan biorownowaznosci oraz
oceniatam dokumentacje przygotowywana przez zakontraktowane osradki realizujagce badania na
zlecenie (CRO) takie jak protokoty, formularze informacji dla pacjenta, karty obserwacji klinicznej,
Broszury Badacza, czest kliniczna tzw. ,simplified IMPD*, raporty koricowe, modut 5 e-CTD niezbgdny
do rejestracji produktu leczniczego. Do moich zadan nalezato takze zaplanowanie budzetu do badan
klinicznych produktéw leczniczych rozwijanych przez grupe Adamed.

W latach 2013-2016 pracowatam w Miedzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej i
Komorkowej w Warszawie poczatkowo jako Petnomocnik Dyrektora ds. Administracyjnych, a pozniej
jako Zastepca Dyrektora ds. Operacyjnych. W tym czasie poza realizacjq zadar zwigzanych ze
sprawnym funkcjonowaniem Instytutu byltam cztonkiem komitetdw organizacyjnych 2



miedzynarodowych konferencji naukowych (2014: 2016). Moja rola polegata na zapewnieniu obstugi
technicznej, logistycznej i administracyjnej konferencji a takze na organizowaniu imprez
towarzyszacych konferencji. W tym czasie zainiciowatam i nadzorowatam takze prace nad
zarejestrowaniem logotypu Instytutu jako europejskiego znaku towarowego (Swiadectwo Rejestracji
dla Wspdlnotowego Znaku Towarowego nr 014093728.). Podpisatam takze umoweg ustanawiajaca
MIBMiK jako Sponsora Strategicznego Biocenu (Centrum Bioedukacji) na mocy ktorej MIBMIK
sfinansowat inwestycje zwigzane z przeprowadzka Biocenu do nowej siedziby.

W pracy zawodowe] najbardziej cenig sobie mozliwo$¢ realizacji zadar wymagajacych kreatywnosci i
wykorzystania réznych obszardw wiedzy.
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