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Osiagni¢cie naukowe stanowi cykl spojnych tematycznie publikacji ,,Regulacja neuro- i
gliogenezy w modelach okoloporodowego, hipoksyjno-ischemicznego uszkodzenia
mozgu”

sktadajgcy sie z 5 prac naukowych o sumarycznym IF=21,891; MNiSW=170.

1. Ziemka-Nalecz M, Stanaszek L, Zalewska T. Oxygen-glucose deprivation promotes
gliogenesis and microglia activation in organotypic hippocampal slice culture:
involvement of metalloproteinases. Acta Neurobiol Exp (Wars). 2013;73(1):130-42.
(IF — 2.244, MNISW - 15). M¢6j wktad w realizacj¢ celu tej pracy polegal na
prowadzeniu hodowli skrawkow organotypowych hipokampa, zaprojektowaniu i
wykonaniu wigkszosci do§wiadczen, opracowaniu wynikoéw 1 wspoétudziale w pisaniu
manuskryptu. Moj udziat szacuje na 75%.

2. Ziemka-Nalecz M, Jaworska J, Sypecka J, Polowy R, Filipkowski RK, Zalewska T.
Sodium Butyrate, a Histone Deacetylase Inhibitor, Exhibits
Neuroprotective/Neurogenic Effects in a Rat Model of Neonatal Hypoxia-Ischemia.
Mol Neurobiol. 2017, 54(7): 5300-5318 (IF — 5.076, MNiSW — 40). M6j wklad w
powstanie tej pracy polegal postawieniu hipotezy badawczej i zaprojektowaniu
doswiadczen, przygotowaniu materialu do badan (indukcja uszkodzenia hipoksyjno-
ischemicznego u  zwierzat, izolacja  tkanek), = wykonaniu  oznaczen
immunohistochemicznych i  biochemicznych, opracowaniu statystycznym i
interpretacji wynikow oraz wspoétudziale w przygotowaniu manuskryptu. Moj udziat
szacuj¢ na 60%.

3. Jaworska J, Ziemka-Nalecz M, Sypecka J, Zalewska T. The potential neuroprotective
role of a histone deacetylase inhibitor, sodium butyrate, after neonatal hypoxia-
ischemia. J Neuroinflammation. 2017, 14(1): 34. (IF — 5.193, MNiSW - 40). Mo;j
wklad w powstanie tej pracy polegal na zaprojektowaniu do§wiadczen, przygotowaniu
materialu do badan (indukcja uszkodzenia hipoksyjno-ischemicznego u zwierzat,
izolacja tkanek), wykonaniu czgsci oznaczeh immunohistochemicznych 1 wigkszosci
badan biochemicznych, opracowaniu statystycznym i interpretacji wynikow oraz
wspotudziale w przygotowaniu manuskryptu. Moj udziat szacuje na 60%.

4. Ziemka-Nalecz M, Janowska J, Strojek L, Jaworska J, Zalewska T, Frontczak-
Baniewicz M, Sypecka J. Impact of neonatal hypoxia-ischaemia on oligodendrocyte
survival, maturation and myelinating potential. J Cell Mol Med. 2018 Jan;22(1):207-
222. (IF — 4.302, MNiSW - 35). M¢j wkiad w realizacji tej pracy polegat na

przygotowaniu materialu do badan (indukcja uszkodzenia hipoksyjno-ischemicznego



u zwierzat, izolacja tkanek), wykonaniu wiekszosci oznaczen
immunohistochemicznych oraz wykonaniu zdje¢ z zastosowaniem mikroskopii
konfokalnej, a takze wspotudziale w przygotowaniu manuskryptu. Méj udziat szacuje
na 40%.

5. Jaworska J, Zalewska T, Sypecka J, Ziemka-Nalecz M. Effect of the HDAC Inhibitor,
Sodium Butyrate, on Neurogenesis in a Rat Model of Neonatal Hypoxia-lschemia:
Potential Mechanism of Action. Mol Neurobiol. 2019 Feb 14. doi: 10.1007/s12035-
019-1518-1 (IF — 5.076, MNiSW - 40). M¢j wktad w powstanie tej pracy polegat na
postawieniu hipotezy badawczej 1 zaprojektowaniu doswiadczen, przygotowaniu
materiatu do badan (indukcja uszkodzenia hipoksyjno-ischemicznego u zwierzat,
izolacja tkanek), interpretacji wynikow, wykonaniu rycin oraz przygotowaniu

manuskryptu. Mdj udzial szacuje na 50%.

1. Wprowadzenie

Asfiksja okoloporodowa jako problem kliniczny i spoleczny

Okotoporodowe stany niedotlenieniowo-niedokrwienne (asfiksja okotoporodowa) sa
niezwykle istotnym problemem neonatologii. W krajach rozwinietych asfiksja
okotoporodowa dotyczy 2 do 4 na 1000 noworodkéw urodzonych w terminie (Younkin,
1992). W skali catej populacji $wiatowej problem ten jest jeszcze bardziej istotny. Do réznego
rodzaju epizodow niedotlenieniowo-niedokrwiennych podczas porodu dochodzi az u 26 na
1000 zywo urodzonych dzieci (Lawn i wsp. 2005). Przedtuzajace si¢ niedotlenienie skutkuje
rozwojem zespotu encefalopatii niedotlenieniowo-niedokrwiennej (ENN), prowadzacej
przede wszystkim do uszkodzenia niezwykle wrazliwego na niedobory tlenu osrodkowego
uktadu nerwowego (OUN). W najciezszych przypadkach ENN dochodzi do $mierci
mozgowej oraz zgonu noworodka. Szacuje si¢, ze dotyczy to okoto 20-25 % dzieci
dotknigtych asfiksja okoloporodowa. U noworodkéw, ktéore pozostaja przy zyciu,
niedokrwienie/niedotlenienie okotoporodowe moze prowadzi¢ do rozwoju przejsciowych lub
dhugotrwatych zaburzen neurologicznych, takich jak dziecigce porazenie mozgowe, padaczka,
niedowlady kurczowe, zahamowanie rozwoju intelektualnego. Do trwalego uszkodzenia
moézgu dochodzi u 25% dzieci dotknigtych ENN. Lekka posta¢ encefalopatii
niedotlenieniowo-niedokrwiennej zwykle nie pozostawia trwatych zmian i nie prowadzi do
zaburzen rozwojowych dziecka (Losiowski, 1990).

Zwickszone ryzyko rozwoju ENN zwigzane jest z wystgpieniem standw obnizonej

rezerwy tlenowej, ktére moga rozwijac¢ si¢ u matki, ptodu, albo pochodzi¢ z tozyska. Wsrod



przyczyn pochodzgcych od matki wymieni¢ mozna zakazenia wewngtrzowodniowe, choroby
uposledzajace wentylacje 1 dystrybucje tlenu (np. goraczka, astma, niewydolnos$¢ krazenia,
wady serca, niedokrwisto$¢) jak rowniez choroby uktadowe (nadci$nienie badz niedoci§nienie
tetnicze, cukrzyca, toczen rumieniowaty trzewny). Do przyczyn plodowych ENN zalicza si¢
min. niska mas¢ urodzeniows, wady wrodzone, nieprawidlowosci w zapisie KTG. Czynniki
tozyskowe zwigzane sa przede wszystkim z przodujacym tozyskiem lub tez jego
przedwczesnym oddzieleniem. Niedotlenienie okotoporodowe moze wystapi¢ takze w wyniku
ucisniecia naczyn pepowinowych (np. w wyniku owinigcia si¢ pepowiny wokot ptodu),
wypadniecia pepowiny, a takze przedtuzajacego si¢ ucisku glowki ptodu na dno miednicy
podczas porodu (Szejniuk i Szymankiewicz, 2008).

Patomechanizm

W wyniku niedokrwienia/niedotlenienia zostaje ograniczony doptyw tlenu do tkanki
nerwowej. Uruchamia to cata kaskad¢ niekorzystnych odpowiedzi takich jak: zaburzenia
homeostazy jonowej, ekscytotoksyczno$é, stres oksydacyjny, apoptoza, rozwoj stanu
zapalnego. Wszystkie powyzsze procesy patologiczne tworza czasowo-przestrzenng
sekwencj¢ zdarzen i w konsekwencji prowadza do uszkodzenia neurondéw oraz komoérek
glejowych.

Ograniczone zaopatrzenie mozgu w tlen juz w pierwszej minucie prowadzi do
wyczerpania zasobow ATP i glebokiego kryzysu energetycznego komorek. Przy braku
doptywu tlenu do komorek energia wytwarzana jest w niskowydajnym procesie glikolizy
beztlenowej, prowadzacym do zwiekszenia liczby jonéw H' i stezenia mleczanéw, co
skutkuje rozwojem kwasicy metabolicznej. Konsekwencjg zaburzen energetycznych w
komorce jest utrata zdolnosci do utrzymania prawidtowej homeostazy jonowej oraz
neuroprzekaznikowej. Nizsza wydajnos$¢ energetyczna prowadzi do zaktocenia pracy ATPazy
Na'/K", zwicksza zewnatrzkomoérkowe stezenia jonow K* oraz akumulacje jonow Na, Ca?*,
Cl" we wnetrzu komorki 1 w ciagu 3-5 minut doprowadza do catkowitej depolaryzacji btony.
Ponadto podwyzszone stezenie jonow Na' prowadzi do nagromadzenia wody w komérce co
skutkuje cytotoksycznym obrzekiem neuronow. W wyniku depolaryzacji btony komorkowe;j
zwigkszenia wewnatrzkomorkowego stezenia jondow Ca®* dochodzi do nadmiernego
uwolnienia kwasu glutaminowego z zakonczen presynaptycznych neuronéw. Wzrost stezenia
glutaminianu w przestrzeni synaptycznej powoduje nadmierne pobudzenie receptorow N-
metylo-D-asparaginowych (NMDA) oraz 3-amino-5-metylo-4-izoksazolopropionowych
(AMPA), i prowadzi do masowego naptywu jonow Ca®* do wnetrza komoérki. Nadmierne

nagromadzenie jonow Ca®* w mitochondriach skutkuje obnizeniem btonowego potencjatu



elektrycznyego (AY) i aktywacjg kanatdow mitochondrialnych MPT (ang. mitochondrial
permeability transition pore). Przez otwarte kanaly MPT do matrix mitochondrialnego
wnikajg jony oraz substancje niskoczasteczkowe co prowadzi do nieodwracalnego
uszkodzenia struktury mitochondrium, a nast¢pnie do Smierci komorki przede wszystkim na
drodze nekrozy. Powyzsze procesy odpowiedzialne sg za wczesng faz¢ uszkodzenia
neuronoéw (Ferriero 2004, Calvert i Zhang 2005).

Opozniona faza uszkodzenia komorek nerwowych nastgpuje kilka godzin po
przywroceniu krazenia. W tym czasie dochodzi do wtérnego wzrostu stezenia Ca®* w
komorce i uruchomienia procesow prowadzacych do jej $mierci na drodze apoptozy.
Nadmierne st¢zenie jondow wapnia prowadzi do wyptywu cytochromu ¢ z macierzy
mitochondrialnej do cytoplazmy. Biatko to taczy si¢ z retikulum endoplazmatycznym co
skutkuje uwolnieniem depozytu Ca®* przez wapniowo-zalezne receptory rianodynowe i
dodatkowo poteguje wyptyw cytochromu ¢ z mitochondriow. Koncowym etapem tego
procesu jest potaczenie cytochromu c¢ z cytoplazmatycznym biatkiem Apaf-1 (ang. Apoptotic
Protease Activating Factor-1), deoxy-ATP oraz prokaspaza 9. Kompleks tych biatek tworzy
apoptosom, ktorego gtdéwna rolg jest aktywacja kaspaz efektorowych, gtéwnie kaspazy -3 i -7.
Proteazy te degraduja caty szereg biatek strukturalnych oraz enzymatycznych, prowadzac do
$mierci komorki. W proces aktywacji apoptozy obok cytochromu ¢ zaangazowanych jest
wiele innych bialek, migedzy innymi mitochondrialny czynnik AIF (apoptosis inducing factor),
oraz endonukleaza G (odpowiedzialne za kondensacj¢ chromatyny i fragmentacje DNA) czy
tez biatka Smac/DIABLO i HtrA2/Omi (dezaktywujace inhibitory kaspaz) (Thornton i wsp.
2017).

Do uszkodzenia komorek nerwowych przyczyniaja si¢ takze wolne rodniki, glownie
wodorotlenki i nadtlenki, ktorych produkcja nasilona jest przede wszystkim w okresie
reperfuzji i przywracania oksygenacji tkanek. Wolne rodniki tlenowe (ROS, ang. reactive
oxygen species) w warunkach fizjologicznych sa wytwarzane przez mitochondria podczas
transportu elektronow w tancuchu oddechowym, jednak sg one neutralizowane przez
endogenne enzymy 1 zwiazki antyoksydacyjne. Nadmierna produkcja ROS podczas
niedokrwienia, zwigzana z podwyZszonym stezeniem jonow Ca®* i Na', przewaza nad
endogennymi mechanizmami antyoksydacyjnymi i prowadzi bezposrednio do peroksydacji
lipidow bton komoérkowych, uszkodzen DNA, inaktywacji enzymdéw Oraz zmian
strukturalnych w czasteczkach biatek i weglowodandéw (Thornton i wsp. 2015). Szczegotowa
charakterystyka produkcji wolnych rodnikéow i tlenku azotu wykraczaja poza ramy tego

opracowania.



Jednym z kluczowych czynnikow patogennych okotoporodowego uszkodzenia méozgu
jest reakcja zapalna. Indukcja odpowiedzi zapalnej nastgpuje w wyniku aktywacji komorek
obecnych w OUN, przede wszystkim mikrogleju i astrocytow, ale takze na skutek naptywu
neutrofili, monocytow/makrofagdéw i leukocytow z krwi obwodowej do parenchymy mozgu.
Oba typy komorek produkujg szereg czynnikow zapalnych (takich jak cytokiny, chemokiny,
reaktywne formy tlenu i azotu), prowadzacych do progresji uszkodzenia tkanki nerwowej
(Hagberg i wsp. 2015).

Komérkami odgrywajgcymi glowng rol¢ w rozwoju stanu zapalnego méozgu po asfiksji
okotoporodowej jest mikroglej. W warunkach fizjologicznych komorki te charakteryzujg sie
dhugimi i silnie rozgatezionymi wypustkami, ktore kurczac si¢ i wydtuzajgc stale monitorujg
$cisle okreslony obszar mozgu. W sytuacji patologicznej mikroglej przechodzi transformacje
do formy ameboidalnej umozliwiajacej migracj¢ do miejsc uszkodzenia oraz fagocytozg
pozostatosci po obumartych komoérkach. Nalezy pamigtac, ze komorki odpowiedzi zapalnej
mogg uczestniczy¢ takze w procesach naprawczych (Faustino i wsp. 2011). Ta dualistyczna
rola mikrogleju/makrofagéw wynika z roéznych stanow ich aktywacji zwigzanych z
okreslonymi fenotypami. Komodrki mikrogleju o fenotypie M1 odpowiedzialne sa za
produkcje¢ nasilajacych uszkodzenie mediatorow prozapalnych (cytokiny, ROS, NO, MMPs)
(Hu i wsp. 2012, 2015). Natomiast komorki o fenotypie M2, uwalniajac czynniki
przeciwzapalne i troficzne (IL-10, IGF, TGF B, GDNF), promujg procesy naprawcze
(Lalancette-Hebert i wsp. 2007).

Kolejnymi komoérkami zaangazowanymi w powstawanie stanu zapalnego w patologii
hipoksyjno-ischemicznej sa astrocyty. We wczesnej fazie uszkodzenia poischemicznego
astrocyty sa gltownymi mediatorami obrzeku cytotoksycznego, a takze s3 zrddltem
glutaminianu oraz czynnikow prozapalnych (IL-18, NO, S100B). Ponadto astrocyty
wydzielaja chemokiny min. CXCL1 1 CXCL2, ktore sag chemoatraktantami dla leukocytow.
Leukocyty przechodzac przez rozszczelniong bariere krew-mozg przyczyniajg si¢ do
poglebienia stanu zapalnego 1 wtornego uszkodzenia tkanki. W pdzniejszym okresie astrocyty
staja si¢ hipertroficzne i zaczynajg si¢ intensywnie dzieli¢. Tworzy si¢ blizna glejowa, ktora
czg¢Sciowo oddziela tkanke uszkodzona od zdrowej, co przyczynia si¢ do ograniczenia
rozprzestrzeniania stanu zapalnego i umozliwia inicjacj¢ procesow naprawczych tkanki
(Takano i wsp. 2009, Sofroniew 2015).

Histopatologia
Obraz Kliniczny oraz histopatologiczny jaki obserwuje si¢ po okotoporodowym

niedokrwieniu/ niedotlenieniu nie jest jednorodny. Roznice wynikaja z ciezkosSci



niedotlenienia, czasu jego trwania, a takze stopnia dojrzato$ci mézgu dziecka. U noworodkow
przedwczesnie urodzonych, w wyniku tagodnego lub umiarkowanego niedotlenienia,
uszkodzeniu ulega istota biata. Dopiero przedtuzajace si¢, ciezkie niedotlenienie prowadzi do
uszkodzenia istoty szarej. U noworodkoéw dojrzalych, w przeciwienstwie do zmian
patomorfologicznych wystepujacych u wezesniakow, skutkiem niedotlenienia mozgu w
stopniu tagodnym Iub umiarkowanym jest uszkodzenie struktury istoty szarej. Dopiero w
cigzkiej postaci ENN oprocz rozleglego uszkodzenia neuronéw dochodzi do
wielotorbielowatej martwicy istoty biatej (Hnatyszyn 2007).

Najczgsciej spotykang zmiang histopatologiczng obserwowang W przebiegu ENN u
noworodkow urodzonych w terminie jest selektywna martwica neuronéw, ktora rozwija si¢ w
nastgpstwie ostrego i gltebokiego niedotlenienia mézgu. Ten typ uszkodzenia dotyczy gtownie
struktur, w ktorych najliczniej wystepuja receptory glutaminergiczne oraz rejondw
charakteryzujacych si¢ najwigkszym zapotrzebowaniem energetycznym. Sa to przede
wszystkim hipokamp, moézdzek, wzgodrze, zwoje podstawy oraz glebokie warstwy kory
mozgowej. Selektywna martwica neuronow wystepuje w obu potkulach a rozlegto$¢ zmian
zalezy od cigzkos$ci i czasu trwania niedotlenienia (Flodmark i wsp. 2002, Hnatyszyn 2007).

Nieco rzadziej obserwowane jest przystrzatkowe uszkodzenie mézgu, ktére zwigzane
jest z tagodnym lub umiarkowanym niedotlenieniem tkanki nerwowej. Ten typ uszkodzenia
rozwija si¢ na granicy stref ukrwienia i jest spowodowany hipoperfuzja duzych tetnic mozgu.
Uszkodzeniu ulega przede wszystkim kora mézgowa, a W mniejszym stopniu znajdujaca si¢
ponizej istota biata. Zmiany zlokalizowane sg obustronnie, okotostrzatkowo, zwykle w
okolicy ciemieniowo-potylicznej (Triulzi i wsp. 2005).

Najrzadsza patologia w rozwoju ENN jest stan marmurkowaty, spowodowany utratg
neuronow, rozplemem komorek glejowych oraz hipermielinizacja w obrgbie wzgorza, jadra
ogoniastego, gatki bladej i skorupy. W wyniku resorpcji powstalych zmian moze doj$¢ do
wielotorbielowatego rozmigkczania mozgu i powstawania jamistosci w osrodkowym uktadzie
nerwowym. W obrazie Kklinicznym czesto obserwuje si¢ uposledzenie umystowe oraz
czterokonczynowe porazenie spastyczne (Dabska 1990).

Strategie terapeutyczne ukierunkowane na mneuroprotekcje | stymulacje mechanizmow
naprawczych tkanki

Terapia noworodkoéw z encefalopatig niedotlenieniowo-niedokrwienng sprowadza si¢
przede wszystkim do stosowania $rodkow przeciwdrgawkowych i stabilizacji parametrow
fizjologicznych. W  krajach rozwinietych jedynym zatwierdzonym postegpowaniem

leczniczym u dzieci po okotoporodowym niedotlenieniu jest hipotermia. Chtodzenie mézgu



odbywa sie¢ przy uzyciu specjalnego, wielowarstwowego czepka zaktadanego na glowke
dziecka, przez ktory stale przeptywa ptyn o okreslonej temperaturze. Wykazano, ze obnizenie
temperatury moézgu noworodka o 3-4°C przez okres 72 godzin wywiera wyrazny i
dlugotrwaty efekt neuroprotekcyjny na niedotleniong tkanke nerwowa, jednakze tylko w
przypadku ENN w stopniu lekkim do umiarkowanego (Gluckman i wsp. 2005). Protekcyjny
wplyw hipotermii leczniczej zwigzany jest ze zwolnionym przeptywem krwi w czasie
reperfuzji, co wiaze si¢ z ograniczeniem powstawania wolnych rodnikow tlenowych,
dziatajacych uszkadzajaco na strukturg¢ btony komoérkowej. Ponadto obnizenie temperatury
ciala juz o 1°C zmniejsza tempo dynamiki metabolizmu o ok 5%, a wiec redukuje
zapotrzebowanie na energig¢, ktore] wytwarzanie w niedotlenionej tkance jest zaburzone
(Gluckman i wsp. 2005, Sameshima i Ikenoue 2013).

W ostatnich latach przedmiotem zainteresowania staty si¢ opisywane w literaturze
naukowej osiggnigcia medycyny regeneracyjnej. Badania Kkliniczne z zastosowaniem
autologicznych przeszczepdéw komodrek macierzystych pozyskanych z krwi pgpowinowej w
leczeniu dzieci z encefalopatia niedotlenieniowo-niedokrwienng przeprowadzono min. w
USA (Duke University: NCT 01147653, Medical College of Georgia: NCT 01072370).
Poczatkowe wyniki okazaty si¢ na tyle obiecujace, ze do badania zostali wlaczeni dodatkowi
pacjenci.

Prowadzone do tej pory badania majgce na celu opracowanie bezpiecznego leku,
ograniczajacego Skutki niedotlenienia okotoporodowego u dzieci, okazaty si¢ nieskuteczne.
Podejmowane proby neuroprotekcji obejmujace miedzy innymi podawanie antagonistow
aminokwasow pobudzajacych, czynnikow wzrostowych, inhibitorow wolnych rodnikow,
kannabinoidow czy tez blokowanie czynnikow prozapalnych 1 proapoptotycznych nie
przyniosty oczekiwanych rezultatow i powodowaty czesto niekorzystne efekty uboczne, ktore
dodatkowo zaburzaty funkcje rozwijajacego si¢ mozgu (Gardoni i Di Luca, 2006). Liczne
zwigzki, pomimo neuroprotekcyjnego dzialania wykazanego w testach na modelach
zwierzecycCh, nie przeszly pozytywnie badan klinicznych. Wsrod przyczyn niepowodzenia W
translacji wynikow testow na zwierz¢tach do kliniki wymienia si¢ mig¢dzy innymi
niewlasciwe przeprowadzanie badan klinicznych (stosowanie zbyt niskich dawek
potencjalnych substanc;ji terapeutycznych oraz zbyt pézne wdrozenie leczenia) (Cheng i wsp.
2004). Niepowodzenia te mogg by¢ takze zwigzane z faktem, ze stosowane modele zwierzgce,
bardzo rzadko w petni odzwierciedlaja przypadki kliniczne. Ponadto, pomimo coraz lepszego

poznania mechanizméw prowadzacych do $mierci komoérek nerwowych w  wyniku



niedotlenienia, nasza wiedza moze by¢ wcigz niewystarczajgca do opracowania skutecznej
terapii farmakologicznej (Doyle i wsp. 2008).

Odkrycie zjawiska neurogenezy w mozgu dorostych osobnikow, spowodowato wzrost
zainteresowania badaczy regeneracjg nieodwracalnie uszkodzonych komorek nerwowych na
drodze naturalnej repopulacji. Zaobserwowano, ze w wyniku niedokrwienia moézgu
endogenne komodrki macierzyste moga przej$¢ w fazg przyspieszonych podzialéw i tworzy¢
komorki potomne. Wzmozong proliferacje neuralnych progenitoréw, a nastepnie ich migracje
do miejsc uszkodzenia, gdzie stajg si¢ komodrkami o dojrzaltym fenotypie opisano w
eksperymentalnym modelu niedokrwienia moézgu dojrzalego oraz w modelu asfiksji
okotoporodowej (Plane i wsp. 2004, Yang i Levison 2007, Kadam i wsp. 2008). Pomimo, Ze
stymulacja procesu neurogenezy po uszkodzeniu niedotlenieniowo-niedokrwiennym
(hipoksyjno-ischemicznym) nie budzi watpliwosci, to ilos¢ nowych komorek réznicujacych
si¢ do neurondéw jest niewystarczajgca aby zastapi¢ neurony uszkodzone, przy czym znaczna
liczba nowopowstatych komoérek ulegata apoptozie. Zgodnie z opublikowanymi danymi, po 5
tygodniach jedynie okoto 15% komorek, w stosunku do calej puli neuronow powstatych de
novo, pozostawalo komorkami zywymi (Ong 1 wsp. 2005). W $wietle tych informacji wydaje
si¢, ze alternatywna strategig pozostaje poszukiwanie zwigzkéw farmakologicznych, ktore
umozliwig sterowanie rozwojem endogennych komoérek macierzystych/progenitorowych i ich
ekspansjg in situ w stopniu zapewniajacym zastapienie komoérek uszkodzonych oraz podjecie

ich funkcji (Covic i wsp. 2010).

2. Badania wlasne

Badania wykonane w ramach omawianego cyklu prac miaty na celu:

-okre$lenie procesOw neuro- i gliogenezy w modelach neonatalnej hipoksji-ischemii
-zbadanie wptywu jednego z inhibitorow deacetylaz histonow — maslanu sodu na (a)
przezycie, powstawanie i roznicowanie komorek neuralnych, (b) modulacje reakcji zapalnej
w modelu asfiksji okotoporodowej 7-dniowych szczurdéw,

-okreslenie potencjalnego molekularnego mechanizmu dziatania maslanu sodu.

Modele neonatalnej hipoksji-ischemii
W toku badan opisanych w cyklu prac wykorzystano dwa modele doswiadczalne: (1)
model ex vivo z wykorzystaniem hodowli organotypowych skrawkow hipokampa, ktore

poddawano procedurze symulujacej warunki ischemiczne (OGD, ang. oxygen glucose



depriviation), (2) model in vivo, w ktorym hipoksyjno-ischemiczne uszkodzenie mozgu
indukowane byto u 7-dniowych oseskow szczura.

Zastosowany w moich badaniach model hipoksji-ischemii in vitro (OGD) na
skrawkach organotypowych hipokampa pozyskanych z mézgu 7-dniowych szczuréw miat na
celu okreslenie wpltywu niedoboru tlenu i glukozy na procesy neurogenezy i
oligodendrogenezy. Uszkodzenie tkanki wywotywano poprzez wycofanie z pozywki
hodowlanej glukozy i zastgpienie jej mannitolem, a nastepnie umieszczenie skrawkow w
komorze hipoksyjnej w atmosferze catkowicie pozbawionej tlenu (95% N, 5% CO,) na okres
40 minut. Czasowe ograniczenie dostepu tlenu i glukozy do$¢ dobrze odzwierciedla warunki
na jakie narazony jest moézg podczas epizodu niedokrwienia/niedotlenienia, dlatego tez
pozwala na przeprowadzenie badan wielu procesow komodrkowych i molekularnych w
niedotlenionej tkance. Zaleta hodowli organotypowych w porownaniu do hodowli
komorkowych jest zachowana struktura tkanki, co umozliwia obserwacje potaczen
synaptycznych oraz interakcji pomigdzy komoérkami nerwowymi, astro- i oligodendroglejem.
Ponadto hodowla skrawkéw organotypowych umozliwia utrzymanie identycznych warunkow
srodowiskowych w trakcie trwania catego eksperymentu. Utatwia to uzyskanie bardziej
jednorodnych wynikéw przy jednoczesnym uzyciu niewielkiej liczby zwierzat
wykorzystanych do pozyskania materiatu. Nie jest to mozliwe w przypadku badan in vivo na
zwierzetach, ktore pomimo restrykcyjnych warunkéw hodowlanych wykazuja dos¢ duza
zmienno$¢ osobnicza. Hodowle organotypowe nie sg jednak pozbawione wad. Podczas
przygotowania skrawkow uszkodzeniu ulega zewngtrzna warstwa komorek, co niewatpliwie
wplywa na strukture i metabolizm hodowanej tkanki. Niemniej jednak skrawki organotypowe
hipokampa sa powszechnie akceptowane i od wielu lat z powodzeniem wykorzystywane w
badaniach neurobiologicznych.

Model neonatalnej hipoksji-ischemii in vivo, oparty jest na powszechnie stosowanym
modelu Levine (1960), zmodyfikowanym i przystosowanym do badan na oseskach
szczurzych przez Rice’a (Rice i wsp. 1981). W moich badaniach okotoporodowe uszkodzenie
mozgu indukowane bylo u 7-dniowych oseskow szczura. Wyniki systemowych badan
morfologicznych wykazaty, ze w sid6dmym dniu Zycia mézg szczura odpowiada rozwojowi
moézgu dziecka bedacego na etapie 32-36 tygodnia cigzy (Cuaycong i wsp. 2011), a wigc w
czasie, kiedy istnieje bardzo duze zagrozenie asfiksja okotoporodowa, w przypadku
przedwczesnego porodu. Hipoksyjno-ischemiczne uszkodzenie mézgu u szczurzych oseskow
indukowane byto poprzez jednostronne podwigzanie tgtnicy szyjnej wspoélnej, a nastepnie 60

minutowa ekspozycje zwierzat na warunki hipoksyjne (7,6 % O, w N,). Zabieg operacyjny
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jest prosty, kréotkotrwaty, a cata procedura taczy si¢ z bardzo niska $miertelnoscig zwierzat.
Indukcja niedokrwienia/niedotlenienia u oseskow szczurzych prowadzita do uszkodzenia
rejonu moézgowia unaczynionego przez koncowe odgalezienia tetnicy szyjnej wspolnej i do
ubytku masy tkanki w poétkuli hipoksyjno-ischemicznej (ipsilateralnej). Poétkula
przeciwstawna (kontralateralna) traktowana byta jako wewnetrzna kontrola. Dodatkowa
kontrolg stanowily mézgi zwierzat poddanych operacji pozorowanej (sham). Szczury z tej
grupy byly poddane calej procedurze zabiegowej, ale bez podwigzania tetnicy oraz bez
ekspozycji na warunki hipoksyjne. Model asfiksji neonatalnej jest dobrze scharakteryzowany
pod wzgledem metabolizmu energetycznego, hemodynamiki oraz przemiany bialek (Gilland 1
Hagberg, 1996, Hagberg 1997). Ponadto zapis EEG u zwierzat, u ktérych wykonano wyzej
opisany zabieg, jest podobny do zapisu EEG otrzymanym w warunkach klinicznych u
noworodkow z encefalopatig niedotlenieniowo-niedokrwienng (Hellstrom-Westas i wsp.
1995). Powyzsze cechy powoduja, ze wybrany przez nas model badawczy dos$¢ dobrze
odzwierciedla uszkodzenie mézgu jakie rozwija si¢ w wyniku niedotlenienia/niedokrwienia u

noworodkow.

Charakterystyka procesow neuro- i gliogenezy po hipoksji-ischemii

W okresie postnatalnym powstawanie nowych neurondéw ograniczone jest do dwdch
rejonow w mozgu: strefy okotokomorowej (ang. subventricular zone, SVZ) zlokalizowanej
wokot komoér bocznych mozgu oraz strefy podziarnistej w zakrecie zgbatym hipokampa (ang.
subgranular zone, SGZ). Z komoérek macierzystych zlokalizowanych w strefie SVZ powstaja
neuroblasty, ktore migrujg szlakiem RMS (ang. Rostral Migratory Stream) do opuszki
wechowej, gdzie roznicujg sie¢ do interneurondow ziarnistych i okotoklebuszkowych (Gage
2000, Alvares-Buylla i Garcia-Verdugo 2002, Doetsch 2003). Progenitory neuralne ze strefy
podziarnistej migruja wzdhuz wtokien astrocytoéw do pobliskiej warstwy ziarnistej 1 r6Znicuja
w neurony, ktore wykazuja ekspresje neurono-specyficznej enolazy (NSE, ang. neuronal
specyfic enolase), kalbindyny, czy tez jadrowego biatka NeuN (Kuhn i wsp. 1996).
Nowopowstate neurony ziarniste w ciagu kilku dni wytwarzaja dendryty i aksony, ktore
ukierunkowane sg odpowiednio do warstwy brzeznej (ang. molecular layer) oraz rejonu CA3
hipokampa (vanPraag i wsp. 2002, Kempermann i wsp. 2004). Nalezy jednak podkresli¢, ze
znaczna liczba neuronéw powstatych w rejonach SVZ i SGZ wchodzi na droge apoptozy
przed osiggnieciem fenotypu dojrzatego (Biebl i wsp. 2000, Petreanu i Alvarez-Buylla 2002).
Obecno$¢ neuralnych komorek macierzystych stwierdzono takze w obrgbie struktur ,, nie

neurogennych”, takich jak rejon CAl hipokampa, prazkowie, kora mézgowa. W warunkach
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fizjologicznych roznicujg si¢ one przede wszystkim w komoérki gleju, natomiast w warunkach
patologicznych komorki te mogg roznicowac si¢ takze w neurony (Lie i wsp. 2004, Emsley i
wsp. 2005, Arias-Carrion i wsp. 2007).

Wyniki badan eksperymentalnych wskazuja na aktywacje procesOw neurogenezy u
zwierzat dorostych w roéznych stanach patologicznych osrodkowego uktadu nerwowego, w
tym po ischemii mézgu (Zhang i wsp. 2001, Arvidsson i wsp. 2002, Nakatomi i wsp. 2002,
Parent 2003, Yamashita 2006). Po niedokrwieniu/niedotlenieniu mozgu wzrasta proliferacja
progenitoréow neuralnych w obu strefach neurogennych SVZ i SGZ, ale takze w korze
moézgowej oraz pragzkowiu (Johansson i wsp. 1999, Yamamoto i wsp. 2001). Nowopowstate
neurony migruja do miejsc uszkodzenia, gdzie roznicuja si¢ do fenotypdéw dojrzatych i
wbudowujg do istniejacej sieci potaczen neuronalnych. Jednak nawet wzrost liczby neuronow
powstajacych W uszkodzonym mozgu nie jest wystarczajacy do petnej regeneracji tkanki.
Znacznie mniej jest wiadomo na temat neurogenezy w moézgu niedojrzatym, narazonym na
czasowe niedokrwienie/niedotlenienie. Jednym z pierwszych doniesien wskazujacych na
stymulacje procesu powstawania nowych neuronow w strefie SVZ komor bocznych byla
publikacja Plane i wsp. (2004). Autorzy wykazali, ze w wyniku indukcji hipoksji-ischemii u
10 dniowych myszy, wzrastata proliferacja neuroblastow DCX(+) w strefie SVZ oraz w
prazkowiu w poblizu miejsca uszkodzenia tkanki. Stymulacj¢ neurogenezy w modelach
asfiksji okotoporodowej opisali rowniez inni badacze (Hayashi i wsp. 2005, Ikeda i wsp.
2005, Yang i Levison, 2006). Prace te wskazuja, ze mozg zwierzat niedojrzatych réwniez
posiada zdolnosci regeneracyjne, by¢ moze nawet wigksze niz w przypadku osobnikow
dorostych. Niestety wyniki badan dotyczacych powstawania nowych neuronéw w strefie
SGZ zakrgtu zebatego w odpowiedzi na niedokrwienie/niedotlenienie okotoporodowe sa
niejednoznaczne. Obserwowano zar6wno wzmocnienie zdolnosci proliferacyjnych komorek
(Bartley i wsp. 2005) jak i spadek liczby nowopowstatych komorek, ktore w wigkszosci miaty
fenotyp neuronalny (Chang i wsp. 2006, Kadam i wsp. 2008).

W badaniach prowadzonych w Zakladzie Neurobiologii Naprawczej, nie
odnotowaliSmy wplywu neonatalnej hipoksji-ischemii indukowanej u 7-dniowych szczuréw
na proliferacj¢ komoérek w neurogennych strefach SGZ i SVZ oseskow szczura w trakcie
trwania eksperymentu (od 3 do 14 dni po HI) (Ziemka-Nalecz i wsp. 2017, Jaworska i wsp.
2019; poz. nr 2 i 5). Do oznaczenia stopnia proliferacji zastosowaliSmy znacznik BrdU,
ktory jest analogiem tymidyny wbudowujgcym si¢ do DNA dzielgcych sie komorek. BrdU
podawany byt dootrzewnowo 24 godziny przed perfuzja zwierzecia, a liczba wyznakowanych

komorek odzwierciedlata dynamike proliferacji w tym czasie. Niewielki wzrost liczby
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komorek wyznakowanych znacznikiem BrdU, obserwowany w zakrecie zebatym hipokampa
potkuli ipsilateralnej 3, 6 i 9 dni po HI, nie byt istotny statystycznie w stosunku do liczby
komorek BrdU (+) w poétkuli kontralateralnej oraz mozgach zwierzat kontrolnych. Podobne
wyniki otrzymaliémy symulujgc warunki ischemiczne w skrawkach organotypowych
hipokampa, ktore nastepnie hodowane byly w pozywce z dodatkiem BrdU. Liczba
proliferujacych komorek w rejonie zakrgtu zebatego oraz sektorze CA1 skrawkow hipokampa
po OGD byta taka sama jak w skrawkach kontrolnych (Ziemka-Nalecz i wsp. 2013; poz. nr
1). W Kkolejnym etapie badan prowadzonych przez nasz Zesp6t okreslilismy wptyw asfiksji
okotoporodowej na kolejne etapy neurogenezy. W celu oznaczenia fenotypu nowopowstatych
komorek, znacznik BrdU podawano dwa razy dziennie, przez kolejne 3 dni poczawszy od 4
dnia po HI, a fenotypy dzielagcych si¢ komorek okres§lono na podstawie reakcji ze
specyficznymi przeciwcialami znakujagcymi neurony o roznym stopniu dojrzatosci: z
doublecorting (DCX, marker neuroblastow), kalbindyng (Calbindin, marker dojrzatych
neuronéw ziarnistych) oraz NeuN (Neuronal Nuclei, marker dojrzatych neuronéw).
Prowadzone przez nas badania wykazaly, ze okotoporodowe niedokrwienie/niedotlenienie
hamuje neurogenez¢ w strefie SGZ zakre¢tu zebatego hipokampa w modelu asfiksji
neonatalnej (Ziemka-Nalecz i wsp. 2017; poz. nr 2). Obserwowali$my okoto 50% spadek
liczby nowopowstatych neuroblastow (BrdU+/DCX+) oraz dojrzatych neurondéw ziarnistych
(BrdU+/Calbindin+) w strefie SGZ w potkuli uszkodzonej (ipsilateralnej) odpowiednio 2 i 4
tygodnie po indukcji neonatalnej HI.  Réwniez badania ex vivo prowadzone z
wykorzystaniem skrawkoéw organotypowych hipokampa wykazaty, ze czasowy brak tlenu i
glukozy (OGD) hamuje proces neurogenezy (Ziemka-Nalecz i wsp. 2013; poz. nr 1). Inng
odpowiedz obserwowalismy w rejonie SVZ, gdzie asfiksja okotoporodowa nie miata wptywu
na liczb¢ neuroblastow (BrdU+/DCX+) oraz neuronéw o fenotypie dojrzalym
(BrdU+/NeuN+) (Jaworska i wsp. 2019; poz. nr 5).

W nastepstwie niedotlenienia/niedokrwienia okotoporodowego dochodzi nie tylko do
$mierci komoérek nerwowych, ale uszkodzeniu ulegaja takze komorki glejowe, w tym
oligodendrocyty, ktore sa odpowiedzialne za wytwarzanie ostonki mielinowej wokot
aksonow. Oligodendrocyty powstaja w wyniku wieloetapowego roznicowania komorek
progenitorowych tzw. OPCs (ang. oligodendrocyte progenitor cells), ktore charakteryzuja sig
obecnoscig powierzchniowego biatka siarczanu proteoglikanu (ang. nerve/glial antygen 2,
NG2). Niewielka liczba komoérek OPC powstajacych w czasie zycia ptodowego ulega
zréznicowaniu w dojrzate, wytwarzajace mieline oligodendrocyty. Wiekszo$¢ progenitorow

oligodendrocytarnych pozostaje jednak w postaci niezréoznicowanych skapowypustkowych
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komorek, rozproszonych w calej parenchymie mozgu. Dane literaturowe wskazujg, ze w
istocie biatej dojrzatego moézgu OPCs stanowig okoto 8-9%, a w istocie szarej 2-3%
wszystkich komorek (Dawson i wsp. 2003, Horner i wsp. 2002). W okresie postnatalnym
oligodendrocyty moga powstawac zarowno z progenitorOw obecnych w parenchymie moézgu,
ale takze z neuralnych komorek macierzystych rezydujacych w opisanych powyzej
neurogennych strefach SVZ i SGZ (Gonzalez-Perez i Alvarez-Buylla 2011, Nait-Oumesmar i
wsp. 1999). Mielinizacja wypustek nerwowych najintensywniej zachodzi w okresie
okotoporodowym, dlatego zaburzenie tego procesu w wyniku asfiksji neonatalnej moze
skutkowac¢ rozwojem szeregu zaburzen neurologicznych. Wydaje si¢, ze jedng z przyczyn
procesOw neurodegeneracyjnych, bedacych nastepstwem okotoporodowego niedotlenienia
mozgu moze by¢ ubytek progenitorow oligodendrocytarnych, ktore s niezwykle wrazliwe na
niedobor tlenu, a takze zaburzony proces dojrzewania komorek OPC (Buser i wsp. 2012). Z
drugiej strony wiadomo, ze W odpowiedzi na uszkodzenie OUN, ktoremu towarzyszy
demielinizacja neuronéw, progenitory oligodendrocytarne mogg proliferowaé, migrowac i
réznicowa¢ w funkcjonalne oligodendrocyty (Simon i wsp. 2011, Keirstead i wsp. 1998).
Dlatego  szczegOtowa charakterystyka zaburzen dojrzewania i funkcjonowania
oligodendrocytow po okotoporodowym niedotlenieniowo-niedokrwiennym uszkodzeniu
mozgu jest konieczna do rozwoju terapii polegajacej na ograniczeniu demielinizacji lub/i
zwigkszeniu potencjalu remielinizacyjnego oligodendrocytow.

W prowadzonych w Zaktadzie Neurobiologii Naprawczej badaniach wykazalismy, ze
krotkotrwate ograniczenie dostepu do tlenu i1 glukozy (OGD) powodowato spadek liczby
progenitoréw oligodendrocytow w organotypowych skrawkach hipokampa (Ziemka-Nalecz i
wsp. 2018; poz. nr 4). Ponadto wykazalismy, ze OGD zaburza dojrzewanie
oligodendrocytow w hipokampie, o czym $wiadczy zmniejszenie ilosci komorek GalC+
(niedojrzatych, niemielinizujacych oligodendrocytéw) w stosunku do skrawkow kontrolnych
(Janowska i wsp. 2018). Natomiast wptyw OGD na dojrzate, wytwarzajace mieling
oligodendrocyty nie jest jednoznaczny. Z jednej strony czasowe ograniczenie dostepu tlenu i
glukozy skutkowato 50% obnizeniem liczby komoérek immunoreaktywnych w stosunku do
biatka PLP, bedacego markerem dojrzatych oligodendrocytow. Z drugiej strony, w tych
samych badaniach ex vivo, obserwowaliSmy zwigkszong immunofluorescencje w stosunku do
zasadowego  biatka mieliny (MBP), charakterystycznego dla  mielinizujgcych
oligodendrocytow (Ziemka-Nalecz i wsp. 2018; poz. nr 4). Wyniki badan
immunohistochemicznych na skrawkach hipokampa potwierdzone zostaty ilosciowo

immunoenzymatyczng metoda Elisa. Ilo§¢ biatka MBP, oznaczonego w homogenatach
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skrawkow hipokampa istotnie zwigkszata si¢, natomiast ilo$¢ biatka PLP spadata pod
wpltywem OGD (Ziemka-Nalecz i wsp. 2018; poz. nr 4). Biatko MBP bgdace sktadnikiem
otoczki mielinowej jest wytwarzane na wczesniejszym etapie dojrzewania komorki niz PLP,
ktore stabilizuje wielowarstwowg strukture¢ mieliny, dlatego tez ischemia moze mied
odmienny wplyw na oba te biatka.

Badania in vivo prowadzone na modelu asfiksji okotoporodowej u szczurow,
czg¢$ciowo potwierdzity wyniki uzyskane na skrawkach organotypowych. W hipokampach
zwierzat po HI drastycznie spadata liczba nowopowstalych komoérek OPC, jednakze nie
notowano wptywu niedotlenienia/niedokrwienia na dojrzewanie oligodendrocytow. Liczba
nowopowstatych nieielinizujacych oligodendrocytow (O4+/BrdU+) w hipokampie potkuli
uszkodzonej byta podobna jak u zwierzat kontrolnych (Ziemka-Nalecz i wsp. 2017; poz. nr
2). Interesujacym jest fakt, ze w drugim badanym przez nas rejonie neurogennym — SVZ, a
takze w obszarze prazkowia, neonatalna hipoksja-ischemia nie wplywata na proces
oligodendrogenezy (Jaworska i wsp. 2019; poz. nr 5). Nie obserwowali$my takze istotnych
statystycznie zmian w ilo§ci bialek MBP i1 PLP, charakterystycznych dla dojrzatych
oligodendrocytow, w homogenatach potkul mozgowych zwierzat po HI (Ziemka-Nalecz i
wsp. 2018; poz. nr 4). Analiza ultrastruktury mozgu zwierzat wykazata jednak, ze neonatalna
hipoksjia-ischemia zmienia struktur¢ mieliny. W warunkach fizjologicznych mielina
charakteryzuje si¢ S$cisle upakowang wiclowarstwowa budowg, natomiast po indukcji
niedokrwienia/niedotlenienia otoczka mielinowa aksondéw ulegala rozwarstwieniu i
rozluznieniu (Ziemka-Nalecz i wsp. 2018; poz. nr 4).

Nasze wczesniejsze badania wykazaly, ze jednym z gldéwnych czynnikéw bioracych
udziat w powstawaniu i1 dojrzewaniu oligodendrocytow moga by¢ zewnatrzkomoérkowe
enzymy proteolityczne - metaloproteinazy (ang. matrix metalloproteinases, MMPs), gtownie
nalezace do grupy zelatynaz MMP-2 i MMP-9 (Sypecka i wsp. 2009, Wojcik-Stanaszek i
wsp. 2011). Obecnos¢ aktywnych metaloproteinaz w oligodendrocytach oraz ich
bezposrednim sgsiedztwie sugeruje udzial tych enzymoéw w przebudowie macierzy
zewnatrzkomoérkowej podczas migracji komorek progenitorowych OPC, a takze w procesie
wytwarzania przez nie wypustek, ktore nastepnie rozgalgziajg si¢ i wydtuzaja w poszukiwaniu
aksonow gotowych do mielinizacji. Dlatego tez w nastgpnym etapie badan sprawdziliSmy,
Czy opisane powyzej zmiany w powstawaniu i dojrzewaniu oligodendrocytow po hipoksji-
ischemii mogg by¢ zwigzane z aktywnos$cig metaloproteinaz. Wyniki badan opublikowane w
pracy Ziemka-Nalecz 1 wsp. 2018 (poz. nr 4), wykazaly, ze neonatalne

niedokrwienie/niedotlenienie obniza liczbe progenitoréw oligodendrocytarnych, ktore
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wykazujg obecnos$¢ aktywnych zelatynaz w hipokampie potkuli uszkodzonej, natomiast nie
ma wptywu na aktywno$¢ tych enzyméw w komorkach niemielinizujacych oligodendrocytow
wykazujacych obecno$¢ markera GalC, a takze oligodendrocytow dojrzatych MBP(+) i
PLP(+). Wyniki te sugerujg, ze spadek aktywno$ci MMPs w komoérkach OPC moze obnizaé
ich zdolno$¢ do migracji oraz dojrzewania, a takze ze zelatynazy mogg odgrywac bardziej
istotng role w funkcjonowaniu progenitoréw oligodendrocytow niz w komorek o fenotypie
bardziej dojrzalym. Hipotezg te potwierdzajg wyniki badan, ktore wykazaly, ze liczba
komorek oligodendrocytow (za wyjatkiem progenitorow OPC) kolokalizujaca z aktywnymi
metaloproteinazami jest niewielka (2-3% wszystkich komoérek) zarowno w mozgach zwierzat
kontrolnych jak i hipoksyjno-ischemicznych (Ziemka-Nalecz i wsp. 2018; poz. nr 4).

Na podstawie powyzszych obserwacji mozna wnioskowac, ze neonatalna hipoksja-
ischemia wptywa przede wszystkim na progrenitory oligodendrocytéw, obnizajac ich liczbg w
hipokampie, zmniejszajgc przy tym aktywno$¢ zelatynaz w tych komorkach. W mniejszym
stopniu  wplywa na dojrzewanie oligodendrocytow, jednakze pomimo iz iloSciowo
wytwarzanie mieliny po HI nie jest zaburzone, to jednak zmianie ulega struktura otoczki
mielinowej aksonow, co niewatpliwie przyczynia si¢ do nieprawidlowego przewodzenia

impulsu nerwowego.

Badania dotyczgce wplywu inhibitora deacetylaz histonéw — maslanu sodu na powstawanie
i roinicowanie komorek neuralnych oraz na modulacje reakcji zapalnej w modelu
neonatalnej hipoksji ischemii u szczuréw. Okreslenie potencjalnego molekularnego
mechanizmu dziatania maslanu sodu.

W toku podejmowanych prob modulacji endogennej neurogenezy zaobserwowano, ze tak
zwane ,,mate zwigzki chemiczne” (ang. "small molecules”), do ktoérych naleza miedzy innymi
niektore inhibitory deacetylaz histonow, moga stymulowa¢ neurogenez¢ poprzez wptyw na
komorkowe szlaki sygnatowe lub modyfikacje epigenetyczne (Covic i wsp. 2010). Jedng z
kluczowych potranslacyjnych (epigenetycznych) modyfikacji histonu jest skoordynowany
proces jego acetylacji/deacetylacji przy udziale dwoéch klas enzymoéw: acetylotransferaz
histonow (HATs) i deacetylaz histonow (HDACs). Efektem acetylacji jest czeSciowe
rozluznienie struktury chromatyny i stymulacja transkrypcji gendéw, natomiast deacetylacja
ma dzialanie przeciwne, prowadzi do wyciszenia transkrypcji. O znaczeniu procesu
acetylacji/deacetylacji §wiadczy fakt, ze substratami enzymow, obok najczesciej badanych
histonoéw, sa takze czynniki transkrypcyjne, regulatory transkrypcji, biatka biorace udziat w

transdukcji sygnalow oraz biatka cytoszkieletowe, ktore biorg udziat w podstawowych
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procesach biologicznych, wiaczajac neurogeneze (Glozak i wsp. 2005). Prowadzone badania
naukowe wykazaly, ze podanie inhibitorow deacetylaz histondéw: trichostatyny A (TSA),
maslanu sodu (SB) czy vorinostatu (SAHA) w modelach ischemicznego uszkodzenia mézgu
u dorostych osobnikéw ma wyrazne dziatanie neuroprotekcyjne (Faraco i wsp. 2006, Sinn i
wsp. 2007, Kim i wsp. 2007, 2009). Obserwowano zmniejszenie ogniska uszkodzenia,
oslabienie deficytow neurologicznych i stymulacje neurogenezy (Graff i wsp. 2011). Opisane
pozytywne efekty inhibitorow deacetylaz histonow, jakkolwiek opisane glownie w
uszkodzeniu moézgu dojrzatego osobnika, sktonity mnie do sprawdzenia czy zwigzki te beda
dziataly neuroprotekcyjnie po okotoporodowym hipoksyjno-ischemicznym uszkodzeniu
mozgu szczura. Do badan wybralam jeden z inhibitoréw deacetylaz histonéw- maslan sodu
(ang. Sodium Butyrate, SB), ktory wykazuje dzialanie hamujace w stosunku do licznych
HDAC nalezacych do grupy I oraz I1A. Zwigzek ten naturalnie wystepuje w przyrodzie, min.
Jest wytwarzany przez bakterie jelitowe w organizmie cztowieka. Zgodnie z publikowanymi
danymi zastosowana w naszych badaniach dawka (300mg/kg ciata) jest bezpieczna i nie
wywotuje efektow ubocznych, co jest niezwykle istotne w kontekécie potencjalnego
zastosowania maslanu sodu w klinice (Kim i wsp. 2007).

Wyniki badan dotyczace dziatania maslanu sodu podanego zwierzgtom bezposrednio po
indukcji  hipoksyjno-ischemicznego uszkodzenia mozgu zostaly opisane w trzech
publikacjach: ,,Sodium Butyrate, a Histone Deacetylase Inhibitor, Exhibits Neuroprotective/
Neurogenic Effects in a Rat Model of Neonatal Hypoxia-Ischemia.” Molecular Neurobiology
2017, 54(7): 5300-5318; “The potential neuroprotective role of a histone deacetylase
inhibitor, sodium butyrate, after neonatal hypoxia-ischemia.” Journal of Neuroinflammation.
2017, 14(1): 34 oraz ,, Effect of the HDAC Inhibitor, Sodium Butyrate, on Neurogenesis in a
Rat Model of Neonatal Hypoxia-Ischemia: Potential Mechanism of Action” Molecular
Neurobiology 2019, doi.org/10.1007/s12035-019-1518-1.

W pierwszym etapie badan zostat okreslony wptyw maslanu sodu na stopien uszkodzenia
moézgu po HI. Uzyskane wyniki wykazaty, ze maslan sodu zmniejszat uszkodzenie potkuli
ipsilateralnej. W 14-tym dniu po indukcji HI deficyt masy potkuli uszkodzonej (hipoksyjno-
ischemicznej) wynosit $rednio 49,81% w odniesieniu do potkuli przeciwstawnej
(hipoksyjnej). W grupie zwierzat traktowanych SB ubytek masy w poétkuli ipsilateralne;
zmniejszyt sie do 27,05%. Nie stwierdzono takze obecnosci cyst, ktore licznie wystepowaty w
potkuli uszkodzonej u zwierzat nie traktowanych SB (Ziemka-Nalecz i wsp. 2017; poz. nr
2). Otrzymane wyniki potwierdzity, ze maslan sodu w modelu badawczym neonatalnej HI ma

dzialanie neuroprotekcyjne.
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Nastepnie zbadalismy, czy maslanu sodu stymuluje powstawanie howych neuronéw oraz
oligodendrocytow W rejonach neurogennych SGZ oraz SVZ u zwierzat po hipoksji-ischemii.
Do oznaczenia proliferacji komorek zastosowano znacznik BrdU (doktadny opis znajduje si¢
rozdziale powyzej), a fenotypy dzielgcych si¢ komorek okre$lono na podstawie reakcji ze
specyficznymi przeciwciatami znakujgcymi neurony oraz oligodendrocyty o réznym stopniu
dojrzatosci. Podanie maslanu sodu zwierzgtom po hipoksji-ischemii znaczaco zwigkszyto
liczbe nowych neuroblastow (BrdU+/DCX+) w strefie SGZ potkuli uszkodzonej
(ipsilateralnej) po uptywie 2 tygodni od indukcji uszkodzenia. Zastosowanie SB przywracato
takze do poziomu obserwowanego u zwierzat kontrolnych, obnizong po HI liczbg
progenitoréw oligodendrocytow (BrdU+/NG2+) w zakrecie zgbatym hipokampa, w potkuli
ipsilateralnej. Podwojne barwienia immunohistochemiczne wykonane na skrawkach mézgow
uzyskanych ze zwierzat po 4 tygodniach od zabiegu HI, nie wykazaly jednak znaczacej
roznicy w ilosci dojrzatych neuronéw ziarnistych (BrdU+/Calbindin+) i oligodendrocytow
(BrdU+/0O4+) po zastosowaniu inhibitora deacetylaz histonéw w rejonie SGZ (Ziemka-
Nalecz i wsp. 2017; poz. nr 2). Maslan sodu stymuluje powstawanie neuroblastow, a takze
ich dojrzewanie w drugim badanym rejonie neurogennym - SVZ w potkuli ipsilateralnej u
szczuré6w po indukcji HI. Zastosowanie tego inhibitora nie miato natomiast istotnego wptywu
na liczb¢ nowopowstalych progenitorow oligodendrocytdéw oraz niemielinizujgcych
oligodendrocytow w strefie SVZ oraz w obszarze prazkowia w zadnej z badanych grup
eksperymentalnych zwierzat (Jaworska i wsp. 2019; poz. nr 5).

Mozna postulowaé, ze neuroprotekcyjny/neurogenny efekt SB u zwierzat po hipoksji-
ischemii prawdopodobnie zwigzany byt ze wzrostem ekspresji neurotrofiny BDNF oraz
aktywacja jego receptora - TrkB. BDNF (ang. Brain- Derived Neurotrophin Factor) jest
jednym z najwazniejszych czynnikéw wzrostu, uczestniczacym w koordynacji proliferacji,
migracji i r6znicowaniu progenitoréw neuralnych (Barnabé-Heider i Miller 2003, Sairanen
2005). Przeprowadzona w naszych badaniach ilosciowa analiza BDNF wykazata znaczacy
wzrost ekspresji tej neurotrofiny (zaréwno jej prekursora pro-BDNF jak i formy dojrzatej) po
SB w potkuli ipsilateralnej, w porownaniu do potkuli uszkodzonej zwierzat nie traktowanych
inhibitorem. Ponadto zastosowanie maslanu sodu po HI skutkowalo wzrostem ekspresji
receptora TrkB oraz jego formy ufosforylowanej/aktywnej. Odpowiedz ta byta czasowo i
przestrzennie skorelowana ze zwigkszeniem poziomu BDNF (Ziemka-Nalecz i wsp. 2017,
Jaworska i wsp. 2019; poz. nr 2 i 5). Maslan sodu zastosowany u zwierzat po HI zwigkszat
takze acetylacj¢ alfa-tubuliny. Wykazano, ze w warunkach niedotlenienia mozgu obniza si¢

acetylacja tego biatka, co prowadzi do reorganizacji cytoszkieletu oraz zahamowania
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transportu aksonalnego (Fan i wsp. 2005, Northington i wsp. 2001, Yam i wsp. 1998).
Przywrdcenie wlasciwego poziomu acetylacji alfa tubuliny stymuluje wewnatrzkomorkowy
transport egzosoméw zawierajacych roznego rodzaju biatka (min. BDNF), oraz ich
wydzielanie do przestrzeni zewnatrzkomoérkowej (Jaworska i wsp. 2019; poz. nr 5).

Badania prowadzone na zwierzecym modelu niedokrwienia mozgu osobnikoéw dorostych
wykazaty, ze neuroprotekcyjny efekt inhibitorow deacetylaz histondow moze by¢ zwigzany z
zahamowaniem apoptotycznej $mierci komoérek nerwowych (Kim et al. 2007). Dlatego tez w
dalszym toku naszych badan okreslilismy wplyw maslanu sodu na aktywnos$¢ oraz poziomy
biatek zwigzanych z procesem apoptozy. Analiza biatek pro-zyciowych: HSP70 i Bcl2 oraz
czynnikow proapoptotycznych: Bax, p53 1 kaspazy-3 w mozgach zwierzat po HI nie
wykazata jednak znaczacych zmian w poziomach lub aktywnosci tych biatek po zastosowaniu
inhibitora HDAC. Na podstawie uzyskanych wynikow mozemy wnioskowa¢, ze w badanym
przez nas modelu neonatalnej hipoksji-ischemii, neurogenny/neuroprotekcyjny efekt SB nie
ma zwigzku z inhibicja apoptozy, w przeciwienstwie do efektu opisanego u zwierzat
dorostych (Jaworska i wsp. 2017; poz. nr 3).

Istnieje wiele doniesien wskazujacych na przeciwzapalne dziatanie inhibitorow deacetylaz
histonéw (Aung i wsp. 2006, Kim i wsp. 2007, Ji i wsp. 2013, Fang i wsp. 2014, Steckert i
wsp. 2015, Wang i wsp. 2015). Za indukcje odpowiedzi zapalnej w mézgu odpowiadaja
aktywowane komorki mikrogleju i makrofagi oraz uwalniane przez oba typy komorek
prozapalne mediatory (cytokiny, chemokiny, NO, wolne rodniki). Aktywowany mikroglej
pelni jednocze$nie wazng funkcje uczestniczac w procesach naprawczych. Podwdjna rola
komorek mikrogleju zwigzana jest ze zmiang fenotypu (Hu i wsp. 2012, 1015, Hagberg i wsp.
2015). Dlatego w nastepnym etapie badan okre$lilismy wpltyw SB na stan zapalny, be¢dacy
jednym z gtéwnych czynnikow patologicznych po niedokrwieniu/ niedotlenieniu mozgu. W
tym celu wykonaliSmy podwdjne barwienia immunohistochemiczne z przeciwciatami
znakujacymi komorki dzielace si¢ (BrdU+) oraz aktywowany mikroglej (ED1+). Badania
przeprowadzone zostaly w dwoéch punktach czasowych: w 6-tym oraz 14-tym dniu po
indukcji  hipoksyjno-ischemicznego uszkodzenia moézgu. Neonatalna hipoksja-ischemia
prowadzita do zwigkszenia populacji komorek mikrogleju (ED1+) w poétkuli hipoksyjno-
ischemicznej (ipsilateralnej), gtéwnie w korze moézgu oraz prazkowiu w obu badanych
punktach czasowych. Widoczny w obrazie mikroskopowym ameboidalny ksztalt komorek
mikrogleju posiadajacych nieliczne wypustki, wskazuje na ich aktywacje. W poétkuli
hipoksyjnej (kontralateralnej) oraz w moézgach zwierzat kontrolnych widoczne byty tylko

pojedyncze komorki aktywowanego mikrogleju, co potwierdza, ze rozwdj stanu zapalnego
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ograniczony jest wytacznie do potkuli uszkodzonej (Jaworska i wsp. 2017, 2019; poz. nr 3 i
5).

Zastosowanie SB zwigkszato o 30% liczbe komorek wyznakowanych markerem ED1 po 6
dniach od indukcji uszkodzenia (Jaworska i wsp. 2017; poz. nr 3). Wyniki otrzymane w
drugim badanym punkcie czasowym wykazaly natomiast, ze maslan sodu obnizal
kilkukrotnie liczb¢ komoérek ED1(+) w potkuli ipsilateralnej zwierzat 14 dni po HI (Jaworska
I wsp. 2019; poz. nr 5). Prawdopodobnie we wczesnym czasie po HI maslan sodu stymuluje
aktywacje mikrogleju, co na tym etapic moze by¢ efektem korzystnym. Mobilizacja
mikrogleju po SB moze przyczynia¢ si¢ do szybkiego i sprawnego usuwania pozostalosci
umierajacych komorek w tkance. Z kolei obserwowane w pdzniejszym okresie obnizenie
liczby komoérek ED1(+) po zastosowaniu SB, wigze si¢ z dezaktywacjg mikrogleju oraz
wyciszeniem stanu zapalnego.

Ponadto okreslilismy fenotypowa polaryzacje komorek mikrogleju. W tym celu
korzystaliSmy z markeréw ED1/IL-1beta znakujacych komorki o fenotypie pozapalnym M1,
oraz ED1/arginazal dla wyznakowania komorek o fenotypie M2, ktoére wydzielaja cytokiny
przeciwzapalne 1 biora udziat w procesach naprawczych tkanki. W obecnosci SB dochodzito
do zmiany polaryzacji mikrogleju w mézgach wszystkich badanych zwierzat, bez wzgledu na
czas jaki uptynatl od indukcji HI. W potkuli ipsilateralnej szczuréw po HI wiekszo§¢ komorek
mikrogleju prezentowato pro-zapalny fenotyp M1. Natomiast w mozgach zwierzat po HI, u
ktorych zastosowano maslan sodu notowaliSmy przewage komorek o fenotypie M2
(Jaworska i wsp. 2017, 2019; poz. nr 3i 5).

Przeciwzapalny efekt maslanu sodu potwierdzili$my takze okreslajac poziomy wybranych
biatek zwigzanych z rozwojem stanu zapalnego. Po uszkodzeniu HI obserwuje si¢ wzrost
poziomu pozapalnych cytokin (IL-lalfa, IL-1beta, TNFalfa oraz chemokiny CXCL10 (IP-
10)), biatka COX-2 i czynnika transkrypcyjnego NFkappaB w potkuli hipoksyjno-
ischemicznej. Maslan sodu obnizal znaczaco poziom prozapalnej cytokiny IL-1beta i
chemokiny CXCL10 oraz biatek COX-2 i NFkappa B w poétkuli uszkodzonej (Jaworska i
wsp. 2017; poz. nr 3).

Poniewaz maslan sodu okazat si¢ zwigzkiem o wlasciwosciach neuroprotekcyjnych,
neurogennych i przeciwzapalnych zasadne wydawato si¢ wykonanie badan okreslajacych
wpltyw SB na zachowanie zwierzat po HI. Dlatego tez w ostatnim etapie badan
przeprowadzono wybrane testy behawioralne (Open Field, Rotarod, Grip test, Basen Wodny
Morrisa oraz Wokalizacje Ultradzwigkowe) dla oceny proceséw poznawczych, pamigci oraz

koordynacji sensomotorycznej. Jedynie w tescie z wykorzystaniem Basenu Wodnego Morrisa
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oraz w testach badajacych Wokalizacje Ultradzwigkowe, zwierzeta po HI wykazywaty
znaczace zaburzenia w zachowaniu, w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych. W pozostatych
testach nie zaobserwowano istotnego pogorszenia funkcjonalnego, co moze $wiadczyé o
wysokim stopniu adaptacji tych zwierzat. Zastosowanie maslanu sodu nie poprawito istotnie
zachowania zwierzat po hipoksji-ischemii, w zadnym z badanych testow. Jedynym
zauwazalnym efektem po podaniu SB byla tendencja do poprawy pamigci i uczenia si¢ u
szczurdw testowanych w Basenie wodnym Morrisa. Otrzymane wyniki sugeruja, ze
zastosowanie maslanu sodu, pomimo obserwowanego efektu neuroprotekcyjnego i
neurogennego, nie prowadzi jednak do catkowitej kompensacji i odbudowy sieci neuronalnej

w uszkodzonym moézgu (Ziemka-Nalecz i wsp. 2017; poz. nr 2).

Podsumowanie

Przedstawione powyiej wyniki Wykazaly, ie w nastepstwie
niedokrwienia/niedotlenienia zostaje zahamowany proces powstawania oraz dojrzewania
neuronow W strefie SGZ hipokampa u zwierzgt niedojrzalych. Neonatalna hipoksja-
ischemia wplywata rowniez na proces oligodendrogenezy. Szczegolnie wrailiwe na HI byly
progrenitory oligodendrocytow, ktorych liczba drastycznie spada w hipokampie potkuli
ipsilateralnej (uszkodzonej). Dojrzewanie oligodendrocytow wydaje sie byé zaburzone w
mniejszym stopniu, na co wskazuje niezmieniona ilos¢ wytwarzanej po HI mieliny. Badania
ultrastrukturalne wykazaly jednak, Ze struktura wytworzonej ostonki mielinowej byla
nieprawidtowa, co niewgtpliwie przyczynia si¢ do zaburzonego funkcjonowania OUN.

Zastosowanie inhibitora deacetylaz histonu- maslanu sodu (SB) u szczuréw po
neonatalnej HI mialo efekt neuroprotekcyjny/neurogenny. Neuroprotekcyjne dziatanie SB
wyraione bylo tmniejszeniem uszkodzenia potkuli  ipsilateralnej u  zwierzgt
eksperymentalnych. Dzialanie neurogenne tego inhibitora zwigzane bylo ze twigkszeniem
liczcby neuroblastow w obu badanych strefach neurogennych oraz progenitorow
oligodendrocytow w strefie SGZ hipokampa potkuli uszkodzonej. Niestety zastosowanie
maslanu sodu nie zwigkszalo liczhy nowopowstalych, dojrzalych komorek ziarnistych w
strefie podziarnistej hipokampa w potkuli ipsilateralnej po HI, co moze wskazywad, 7e SB w
badanym przez nas modelu nie prowadzi do catkowitej repopulacji uszkodzonych komorek
nerwowych. Maslan sodu stymulowal powstawanie neuronow O fenotypie dojrzalym
wylgcznie w rejonie SVZ potkuli ipsilateralnej. Pobudzenie procesu neurogenezy po
zastosowaniu SB u zwierzgt po hipoksji-ischemii prawdopodobrnie zwigzane bylo ze

zwigkszong ekspresjg czynnika wzrostu - BDNF oraz aktywacjg jego receptora - TrkB.
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Otrzymane wyniki badan wykazaly takZe aktywacje komorek mikrogleju w potkuli
ipsilateralnej zwierzgt po hipoksji-ischemii. Zastosowanie maslanu sodu W zaleznosci od
czasu jaki uplyngt od indukcji niedokrwienia/niedotlenienia powodowato wzrost (6 dni po
HI) lub te; znaczne zmniejszenie (14 dni po HI) liczby komorek aktywnego mikrogleju. U
wszystkich badanych zwierzgt, niezaleinie od punktu czasowego po HI, podanie SB
stymulowato polaryzacje mikrogleju w kierunku fenotypu M2, ktéry zwigzany jest z
wyciszeniem reakcji zapalnej 1 procesami naprawczymi tkanki. Po zastosowaniu SB
obnizeniu ulegaly takie poziomy prozapalnej IL-1p i chemokiny CXCL10 oraz COX-2, jak
rownieZ czynnika transkrypcyjnego NFkB, odpowiedzialnego za ekspresje wielu interleukin
prozapalnych. Mozna wiec przypuszczad, e neuroprotekcyjne dzialanie SB jest zwigzane 7
redukcjq odpowiedzi zapalnej, poprzez obniienie ekspresji markerow specyficznych dla
fenotypu M1 i zwigkszenie liczebnosci komorek o fenotypie M2.

Chciatam podkresli¢, e publikacje zawierajgce przedstawione przeze mnie wyniki
zostaly wyrozinione Nagrodami Dyrektora IMDIK (poz. 2 i 3), a takie zaowocowaly
uzyskaniem Zespotowej Nagrody Wydzialu V Polskiej Akademii Nauk w roku 2018 (poz. 2,
3, 4).
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Omowienie pozostalych osiggnieé naukowo — badawczych.

Po ukonczeniu studiow na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Mikotaja

Kopernika w Toruniu, rozpoczetam pracg w Pracowni Neuropatologii Molekularnej Zaktadu

Neurochemii w IMDIK PAN na stanowisku asystenta. W roku 2002 Pracownia ta zostata

przeksztalcona w Zaktad Neurobiologii Naprawczej. Na poczatku mojej pracy naukowej

zostalam wlaczona w nurt badan nad rolg kinazy biatkowej C (PKC) w $mierci komorek

nerwowych w hipokampie po krotkotrwatym, catkowitym niedokrwieniu przodomézgowia u

chomika mongolskiego. Przeanalizowatam zmiany ro6znych izoform PKC w dwoch

fragmentach hipokampa: wrazliwej na niedokrwienie czesci grzbietowej zawierajacej rejon

CALl, oraz odpornym nie niedokrwienie fragmencie brzusznym, w ktérym znajduje si¢ zakret
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z¢baty. Niedokrwienie skutkowato spadkiem poziomu izoform alfa, beta, gamma i delta
kinazy PKC wylacznie w czgsci grzbietowej hipokampa. Obnizeniu poziomu PKC
towarzyszyla przejSciowa aktywacja wapniowo zaleznych enzyméw proteolitycznych -
kalpain, a takze degradacja bialek takich jak fodryna i MAP-2, ktore sg klasycznymi
substratami kalpain (Ziemka-Natecz i wsp. 2003).

W dalszym etapie mojej pracy w IMDiK wiodacym zagadnieniem byta regulacja
procesu przekazywania sygnatu z macierzy zewnatrzkomorkowej (ang. extracellular matrix,
ECM), w modelach zwierzecych niedokrwienia méozgu. Wyniki badan in vitro, prowadzone
wczesnie] przez innych badaczy jednoznacznie wskazywaly, ze do przezycia komorki
niezbedna jest jej integracja z biatkami macierzy zewnatrzkomorkowej. Zaburzenie
prawidlowych interakcji na linii komoérka-macierz skutkuje $miercig komorki na drodze
apoptozy, w tym przypadku okreslanej mianem anoikis. Sktonito nas to do zweryfikowania
hipotezy, ze w rejonie moézgu, w ktorym wystepuje opodzniona poischemiczna $mierc
neuronow, dochodzi do utraty kontaktu komorki z macierza zewnatrzkomorkowa i w
konsekwencji do modulacji przekazywanego do komorki sygnatu z ECM. W poczatkowym
etapie badan nad tym =zagadnieniem okre$litam wpltyw 5-minutowego, przejSciowego
niedokrwienia przodomédzgowia myszoskoczka mongolskiego na lokalizacje i aktywno$é
zewnatrzkomérkowych enzymow proteolitycznych — metaloproteinaz (MMP-2 i MMP-9).
Metaloproteinaza 2 jest enzymem produkowanym przez komorke konstytutywnie, natomiast
synteza i aktywacja metaloproteinazy 9 nastgpuje w odpowiedzi na czynniki stresogenne.
MMP-2 i MMP-9 naleza do glownych enzymoéw zewnatrzkomoérkowych proteolizujacych
komponenty ECM oraz liczne molekuly obecne na powierzchni komoérek. Uczestnicza one w
wielu procesach fizjologicznych min. w procesie angiogenezy, neurogenezy czy tez
apoptozie, ale takze zaangazowane w patogenez¢ wielu schorzen. Znaczaca aktywacje
metaloproteinaz w tkance nerwowej obserwowano mi¢dzy innymi w patologii niedokrwienne;j
mozgu i rdzenia, w przewlektych chorobach zwyrodnieniowych — w chorobie Alzheimera i w
stwardnieniu rozsianym (SM), arteriosklerozie oraz w chorobach nowotworowych.
Otrzymane przez nas wyniki wykazaty, ze wzrost aktywnosci MMP-9 w hipokampie po
niedokrwieniu korelowatl czasowo 1 przestrzennie z degradacjag bialka macierzy
zewnatrzkomoérkowej - lamininy oraz ze $miercig neuronéw piramidowych w rejonie CA1
(Ziemka-Natecz i wsp. 2002). Na podstawie powyzszych obserwacji zatozytam, ze aktywacja
MMP-9 oraz degradacja lamininy moze powodowaé zaburzenie interakcji komorek z
macierzg zewnatrzkomorkowa, co moze prowadzi¢ do zmiany przekaznictwa komoérkowego

w kierunku zahamowania szlakéw sygnatowych promujacych przezycie komorki Iub
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aktywacji $ciezek sygnalowych prowadzacych do $mierci komoérek nerwowych. Dlatego tez
w dalszym etapie badan okreslitam poziom oraz aktywno$¢ bialek sygnatowych zwigzanych z
integrynowym  szlakiem  sygnalowym. Wigzaniu  ligandéw  macierzy  do
zewnatrzkomorkowych  domen integryn towarzyszy aktywacja niereceptorowych
tyrozynowych kinaz biatkowych, m.in kinazy FAK (ang. Focal adhesion kinase) oraz PYK-2
(ang. proline-rich tyrosine kinase). Reakcja o kluczowym znaczeniu jest autofosforylacja reszt
tyrozynowych obu kinaz: tyrozyny 397 kinazy FAK oraz tyrozyny 402 kinazy PYK-2, co
prowadzi do ich aktywacji. Sygnaly z macierzy zewnatrzkomérkowej sg nastepnie
przekazywane na dalsze etapy w kaskadzie fosforylacji okreslonych substratow (biatek
adaptorowych i cytoszkieletowych), co w konsekwencji prowadzi do aktywacji szlaku kinaz
MAP, w tym pro-zyciowej kinazy ERK, a takze §ciezki sygnatowej PI3K/Akt. W toku
prowadzonych badan wykazatam, ze w wyniku niedokrwienia przodomdzgowia
myszoskoczka dochodzi do zahamowania aktywnosci/fosforylacji wewnatrzkomorkowej
kinazy tyrozynowej — FAK juz na ectapie autofosforylacji po uptywie 24 godzin po
przywréceniu krazenia. Konsekwencja tego procesu jest réwnoleglte obnizenie asocjacji
kinazy FAK z kinaza Src, reakcji koniecznej dla maksymalnej aktywnosci kinazy FAK.
Obserwowatam takze jednoczesne obnizenie ekspresji bialek FAK 1 Src, co sugeruje, ze obok
procesu fosforylacji proteoliza wydaje si¢ odgrywac znaczaca role w regulacji aktywnosci
kinaz tyrozynowych po niedokrwieniu. Ischemia nie wplywata natomiast na wigzanie kinazy
FAK z biatkiem adaptorowym p130Cas, co wskazuje na to, ze kompleks FAK/p130Cas nie
odgrywa istotnej roli w ewolucji zmian poniedokrwiennych. Interesujaca i1 oryginalng
obserwacja jest fakt, ze profil czasowy obnizenia aktywnosci kinazy FAK koreluje z
aktywacja metaloproteinaz. Na tej podstawie mozna postulowac, ze proteoliza biatek ECM
ostabia interakcj¢ komorek z macierzg i zaburza przekazywanie sygnatu za posrednictwem
kinazy FAK, co moze prowadzi¢ do op6znionej, poischemicznej $mierci neurondw w rejonie
CAL1 hipokampa (Zalewska i wsp. 2003, Ziemka-Natecz i wsp. 2007). Wykonanie tych badan
bylo mozliwe dzigki otrzymaniu przeze mnie grantu promotorskiego finansowanego przez
Komitet Badah Naukowych, a uzyskane wyniki byly podstawa mojej rozprawy doktorskiej pt.
"Wplyw niedokrwienia 1 reperfuzji na przekaznictwo sygnalow z macierzy
zewnatrzkomoérkowej w hipokampie mézgu myszoskoczka mongolskiego”, ktéra zostala
wyrdzniona przez Rade Naukowg IMDiK.

W trakcie badan nad aktywacja metaloproteinaz po niedokrwieniu mozgu dwukrotnie
bytam na stypendium w Centre Nacionale la Recherche Scientifique (CNRS), Faculte de

Medicine Nord, Université de la Méditerranée w Marsylii (Francja), gdzie poznatam technike
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zymografii in situ umozliwiajgcg oceng aktywnosci MMP-9 i MMP-2 w tkance, a takze
opracowatam protokoty podwdjnych barwien immunohistochemicznych na skrawkach mozgu
myszoskoczka mongolskiego. Wyjazd ten zaowocowal dluzsza wspotpraca pomiedzy dr
Santiago Riverg z CNSR w Marsylii oraz Zaktadem Neurobiologii Naprawcze;j.

Pozostate kierunki badan, w Ktore bylam zaangazowana przed uzyskaniem stopnia
doktora dotyczyty analizy aktywnosci kinaz FAK, jej homologa - kinazy PYK-2 oraz Src w
gestosciach postsynaptycznych btony komorkowej neurondéw izolowanych z hipokampa
moézgu myszoskoczka mongolskiego po krotkotrwatym (5-minutowym) i dtugotrwatym (30
minutowym) niedokrwieniu. Wyniki wykazaly wzmozong interakcj¢ podjednostki NR2B
receptora NMDA z badanymi kinazami oraz biatkiem PSD-95, a takze wzrost fosforylacji
tego receptora. Wczesna rekrutacja kinaz do receptora NMDA w przypadku niedokrwienia
krotkotrwatego jest zgodna z przemodelowaniem gesto$ci postsynaptycznych i1 moze
uczestniczy¢ w indukcji $ciezki sygnatowej zwigzanej z kinazami FAK, PYK-2 i Src w
hipokampie. W przypadku ischemii dlugotrwatej obserwowaliS§my zupetnie inny schemat
odpowiedzi. W tym przypadku nastgpowato obnizenie zar6wno poziomu biatka jak i stopnia
fosforylacji NMDA. Notowalismy takze ostabienie interakcji tego receptora z badanymi
kinazami oraz biatkiem PSD-95. Konsekwencja tych zmian byto zahamowanie przekaznictwa
sygnatu zaleznego od kinazy FAK/PYK2 w hipokampie (Zalewska i wsp. 2005b). Ponadto
bralam udziat w badaniach dotyczacych szlaku sygnalowego kinazy FAK w modelu asfiksji
okotoporodowej u szczurow. Uzyskane wyniki wskazuja na zahamowanie tej Sciezki
przekaznictwa po niedokrwieniu/niedotlenieniu w niedojrzalym mézgu, co manifestowato si¢
obnizeniem aktywnosci/fosforylacji kinazy FAK, a takze spadkiem interakcji tego biatka z
kinazg Src oraz biatkiem p130Cas (Zalewska i wsp. 2005a).

Uczestniczylam takze w badaniach nad rolg 1-metyl-nikotynamidu (MNA) w
modulacji  aktywno$ci  metaloproteinaz = w  uszkodzeniu  hipoksyjno-ischemicznym
indukowanym u 7-dniowych oseskow szczurzych. Uzyskane wyniki sugeruja prawdopodobne
dziatanie terapeutyczne tego zwigzku. Mozna przypuszczaé, ze z odpowiedzig
neuroprotekcyjng nikotynamidu jest zwigzana aktywacja metaloproteinazy 2 (Dragun i wsp.
2008). Praca, w ktorej zostaly opublikowane wyniki badan, zostala wyrdzniona Nagroda
Dyrektora IMDiK PAN.

Po obronie doktoratu oraz przerwie w pracy naukowej spowodowanej urlopem
wychowawczym, kontynuowatam badania nad aktywnoscig metaloproteinaz po
ischemicznym uszkodzeniu moézgu. W tym czasie podjetam wspolprace z Zaktadem

Neurobiologii Molekularnej i Komorkowej (aktualnie jest to Pracownia Neuroplastycznosci)
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w Instytucie Biologii Dos$wiadczalnej im. Nenckiego PAN. W ramach tej wspolpracy
prowadzitam badania, ktoére miaty na celu poréwnanie aktywnosci zelatynaz (MMP-2 i MMP-
9) w mézgu myszy mtodych i starych po niedokrwieniu ogniskowym. Ischemi¢ ogniskowa
fotochemiczng wywotano wigzka $wiatta o $rednicy 1,5 mm i dt. fali 560nm, po iniekcji do
zyly ogonowej fotoczulego barwnika, a aktywno$¢ metaloproteinaz oznaczano w trzech
obszarach kory moézgowej: rdzeniu udaru, w strefie okotordzeniowej (penumbrze) i tzw.
obszarze dalekim. Kontrolg stanowity podobne czgsci tkanki pobrane z poétkuli
kontralateralnej. Wzrost aktywnosci zelatynaz obserwowaliSmy wytacznie w tkance pobranej
z potkuli uszkodzonej. W obszarze rdzenia udaru aktywnos¢ MMP-9 rosta najszybciej (4
godziny po wywotaniu niedokrwienia), natomiast w strefie okolordzeniowej wzrost
aktywnos$ci tego enzymu nastepowal pdzniej, po 24 godzinach. W obszarze kory mozgu
oddalonym od ogniska uszkodzenia nie dochodzito do aktywacji MMP-9. Nie notowali$my
takze zadnych réznic w aktywnosci metaloproteinaz pomiedzy zwierz¢tami miodymi i
starymi. Na podstawie uzyskanych wynikOw mozna wnioskowaé, ze poischemiczna
degradacja biatlek macierzy zewnatrzkomoérkowej, za ktoéra odpowiedzialna jest glownie
MMP-9 nie jest bezposrednio zwigzana z ci¢zszym przebiegiem choroby jaki obserwuje si¢ u
osobnikoéw starszych (Liguz-Leczar i wsp. 2012). Ponadto, w ramach wspolpracy z
Instytutem Biologii Doswiadczalnej PAN, bralam wudziat w badaniach dotyczacych
zaangazowania metaloproteinaz w procesy plastyczno$ci synaptycznej. W toku badan
wykazali$my, ze wzrost aktywno$ci MMP-9 w korze moézgowej zlokalizowanej w poblizu
rdzenia udaru koreluje czasowo 1 przestrzennie z obnizeniem neuroplastycznosci. Dozylna
iniekcja inhibitora metaloproteinaz - FN-439, bezposrednio przez wywotaniem ischemii
ogniskowej, skutkowata zachowaniem zdolnosci do tworzenia nowych polaczen
synaptycznych w tkance (Cybulska-Klosowicz i wsp. 2011).

Roéwnoczesnie zainteresowalam si¢ tematyka neurogenezy. W IMDiK PAN zostatam
wlaczona w prowadzenie badan dotyczacych roli sygnatu zewnatrzkomoérkowego w procesie
neurogenezy w hipokampie w modelu przejsciowego niedokrwienia przodomédzgowia
myszoskoczka mongolskiego. Otrzymane wyniki wykazaty roznice w dynamice proliferacji
neuralnych komorek macierzystych w dwoéch badanych strukturach hipokampa: w zakrecie
zegbatym (DG) oraz strefie CAl. W niewrazliwym na krotkotrwate niedokrwienie,
neurogennym DG, obserwowaliSmy znaczaca stymulacj¢ proliferacji  komorek
progenitorowych oraz ich réznicowanie w kierunku neuronow. We wrazliwej na ischemi¢
strefie CAl rowniez obserwowali$my zwigkszong ilos¢ neuroblastow, jednak komorki te nie

przechodzity na dalsze etapy rozwoju. Otrzymane w tej cze$ci badan wyniki wskazuja na brak

30



mozliwosci zastgpienia uszkodzonych neuronow w strefie CAl na drodze endogennej
repopulacji komoérek nerwowych. Ponadto wykazalismy, ze zwickszona aktywnos$¢
metaloproteinaz (MMP-2 i MMP-9), korelowala czasowo i przestrzennie ze stymulacja
procesow proliferacji i réznicowania komorek w DG, podczas gdy w rejonie CA1 aktywnos¢
badanych enzyméw nie roznita sie od poziomu kontrolnego. Wyniki te wskazuja na
zaangazowanie metaloproteinaz w proces neurogenezy (Wojcik-Stanaszek i wsp. 2011), a
publikacja opisujaca nasze nowatorskie badania zostala wyrozniona Nagroda Dyrektora
IMDiK PAN.

Uczestniczytlam takze, w ramach realizacji grantu MNSW, w badaniach
prowadzonych we wspotpracy z Zaktadem Biochemii Mozgu z Instytutu Farmakologii PAN,
nad wptywem zwiazku antydepresyjnego- imipraminy na szlak sygnatowy zwigzany z kinaza
FAK oraz jej homologiem kinazg PYK-2. Imipramina nalezy do grupy trdjpierscieniowych
lekow przeciwdepresyjnych, ktére nieselektywnie hamujag wychwyt zwrotny noradrenaliny i
serotoniny, a dodatkowo wplywaja na kanaly sodowe i liczne receptory. Wykazano, ze
podczas depresji zaburzeniu ulega proces synaptogenezy. Zastosowanie antydepresantow w
leczeniu depresji stymuluje powstawanie nowych potaczen synaptycznych w mozgu. W
latach 60 ubieglego wieku dowiedziono, ze leczenie imipraming prowadzi do zwigkszenia
poziomu receptorow 5-HT, nalezacych do grupy receptoréw zwigzanych z biatkami G ( ang.
G-protein-coupled receptors, GPCR). (Lapin i Oxenkrug, 1969). Jednakze, nie mozna
wykluczy¢ takze udzialu innych $ciezek sygnatowych, w tym szlaku zwiagzanego z kinaza
FAK/PYK-2, w antydepresyjnym mechanizmie dziatania imipraminy. W toku prowadzonych
badan wykazaliSmy, ze badane kinazy charakteryzuja si¢ r6zng odpowiedzig na zastosowang
imipraming. ObserwowaliSmy spadek poziomu oraz fosforylacji/aktywnosci kinazy FAK,
przy rownoczesnym wzroscie aktywnosci kinazy PYK-2. Badania asocjacji kinaz z biatkami
Src 1 p130Cas, ktore sa elementami sygnalowymi na dalszych etapach tego szlaku, wykazaty
wzmocnienie przekaznictwa poprzez §$ciezke zwigzang ze kinazg PYK-2, oraz ostabienie
sygnatu poprzez kinaze¢ FAK. Wyniki tych nowatorskich badan wykazaty, ze stymulacja
szlaku sygnatowego kinazy PYK-2 moze by¢ jednym z nieznanych dotad mechanizmow
dziatania imipraminy (Zalewska i wsp. 2016). Jednocze$nie w IMDiK prowadzitam badania
dotyczace zmian aktywnoS$ci/fofsorylacji poszczegélnych kinaz zwigzanych transdukcja
sygnalu z macierzy zewnatrzkomorkowej w skrawkach hipokampa poddanych procedurze
czasowego ograniczenia dostepu tlenu i glukozy (OGD). Uzyskane przeze mnie wyniki
jednoznacznie wskazuja, ze OGD obniza aktywno$¢/fosorylacje kinaz FAK 1 PYK-2 zarowno

w czedci grzbietowej jak 1 brzusznej hipokampa. Co wigcej obserwowatam takze spadek
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stopnia ufosforylowania kinazy Src, ktora jest aktywatorem kinazy FAK. Wyniki te
potwierdzaja, ze niedotlenienie skrawkow organotypowych pozyskanych z niedojrzatego
mozgu powoduje ostabienie interakcji komorki z biatkami ECM, co skutkuje zaburzeniem

przekazywania sygnatéw z macierzy zewnatrzkomorkowej (Ziemka-Natgcz i wsp. 2015).

W trakcie pracy w IMDIK PAN uzyskatam dwa granty na prowadzone badania, w
ktérych bylam kierownikiem. W pigciu kolejnych projektach bytam gléwnym wykonawca.
Efektem mojej pracy naukowej jest 26 publikacji w czasopismach z listy filadelfijskiej o
tacznym IF = 82,534 oraz 53 doniesienia zjazdowe, prezentowane na krajowych i
migdzynarodowych zjazdach i sympozjach naukowych. Szczegdtowe informacje o dorobku
naukowym, dydaktycznym, wspoétpracy z instytucjami i towarzystwami naukowymi zawarte

sa w Zatgczniku nr 3.
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