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Streszczenie

Udar niedokrwienny mézgu jest jednym z giéwnych probleméw zdrowotnych
i spoteczno-ekonomicznych starzejacych si¢ populacji krajéw uprzemystowionych.
Najczesciej wystepujacym rodzajem udaru niedokrwiennego moézgu jest udar ogniskowy
(85% wszystkich przypadkéw). Stanowi on trzecia, co do czestosci, przyczyne zgondw na
swiecie. Powyzej 50% osob, ktore przezyly ostra faze udaru pozostaje niepelnosprawnymi,
napotykajac trudnosci w wykonywaniu codziennych czynnosci.

Mimo wielu lat badan i pozytywnych wynikéw w zakresie neuroprotekcji, uzyskanych
w doswiadczeniach na zwierzgcych modelach udaru mézgu, préby przeniesienia tych
potencjalnych terapii do leczenia pacjentéw po udarze niedokrwiennym nie powiodty si¢.

Analiza przyczyn niskiego potencjalu  translacyjnego  wynikéw  badan
doswiadczalnych nad neuroprotekcja w udarze mézgu doprowadzita do wniosku, ze badacze
nie uwzgledniali w dostatecznym stopniu ztozonosci patofizjologii niedokrwiennej u ludzi
1 towarzyszacych jej choréb.

Badania podstawowe zaowocowaly jednak obserwacjami, ktére umozliwity lepsze
zrozumienie zjawisk zachodzacych podczas ostrego niedokrwienia moézgu 1 zostaly
potwierdzone takze w udarze moézgu u ludzi. Wykazano, ze w czasie pierwszych
sekund/minut ogniskowego niedokrwienia moézgu obszar niedokrwienny réznicuje si¢
czasowo-przestrzennie na ognisko niedokrwienia (ang. Infarct core lub ischemic core)
i otaczajaca je strefe péicienia/penumbre (ang. Periinfarct penumbra lub ischemic penumbra).
W ognisku niedokrwienia w ciggu kilku/kilkunastu minut po udarze nastgpuje nieodwracalne
uszkodzenie komorek. Natomiast w strefie poicienia dochodzi do zaburzenia funkcji,
a nieodwracalna $mier¢ komorek nastepuje znacznie wolniej. Wystepuje wiec okno
terapeutyczne — czas w ktérym zastosowanie odpowiedniej terapii moze uratowac strefe
péicienia, a tym samym zmniejszy¢ skutki udaru.

Ponadto, zwrécono uwage na endogenne procesy ochronne i naprawcze w udarze
mozgu. Jedng z klas substancji endogennych o potencjalnych wtasciwosciach ochronnych sg
neuropeptydy, ktére w warunkach fizjologicznych pelnig role kotransmiteréw lub
neuromodulatoréw, a takze sg aktywowane w odpowiedzi na uszkodzenie mézgu oraz
w przebiegu choréb neurodegeneracyjnych. Jednym z nich jest neuropeptyd Y (NPY).
W wielu badaniach in vitro i in vivo wykazano, ze aktywacja receptorow Y2 (Y2R) tego
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mediatoréw eksytotoksycznosci, prowadzacej do $mierci komérek mézgu po niedokrwieniu
1 w chorobach neurodegeneracyjnych.

Celem badan stanowigcych podstawe niniejszej rozprawy byla proba wyjasnienia
podioza neuroprotekcyjnego dziatania specyficznego agonisty receptora Y2 — C-koncowego
fragmentu czgsteczki neuropeptydu Y — NPY(13-36) in vivo, w modelu ogniskowego
niedokrwienia mézgu z reperfuzja (ang. Middle cerebral artery occlusion with reperfusion,
MCAOR), u szczuréw normotensyjnych Sprague-Dawley (SD) i szczur6w z genetycznie
uwarunkowanym nadci$nieniem tetniczym (SHR, ang. Spontaneously Hypertensive Rats).
Cele szczegélowe badan obejmowaty okreslenie wptywu NPY(13-36), podanego do komory
bocznej mézgu 30 minut po rozpoczeciu niedokrwienia lub 30 minut po rozpoczeciu
reperfuzji na: 1) wielko$¢ obszaru mézgu uszkodzonego w wyniku niedokrwienia/reperfuzji;
il) wybrane parametry chodu i spontaniczng aktywno$¢ ruchowg; iii) odpowiedz
mikroprzeptywu krwi w strefie pétcienia ischemicznego na wzrost cisnienia parcjalnego CO,
we krwi tetniczej 1 na podanie inhibitora syntazy tlenku azotu; iv) gesto$¢ naczyn
mikrokrgzenia w strefie pofcienia; v) szczelno$¢ bariery krew-mézg w naczyniach
wlosowatych w strefie péicienia ischemicznego.

Badania przeprowadzono na 3-miesi¢cznych samcach szczuréw SD (n = 67) i SHR
(n= 62). Pula szczuréw w kazdym ze szczepoéw zostala losowo przydzielona do jednej
z4 grup: grupy SHAM (niedokrwienie pozorowane); grupy kontrolnej (niedokrwienie
i podanie do prawej komory bocznej mézgu 6 ul 0,9% NaCl); grupy z NPY(13-36) podanym
30 minut po rozpoczgciu niedokrwienia; grupy z NPY(13-36) podanym 30 minut po
rozpoczeciu reperfuzji. NPY(13-36) byt podawany do komory bocznej mézgu w dawce 10 pg
(6 wl roztworu w 0,9% NaCl).

Zamknigcie prawej tetnicy srodkowej mézgu (90 minut) i reperfuzje przeprowadzano
w narkozie wziewnej (70%N,0/30%0,/2-2,5% izofluranu). Stopien niedokrwienia byt
monitorowany za pomoca pomiaru mikroprzeptywu krwi w korze mézgowej (LDF, ang.
Laser-Doppler flow) w ognisku niedokrwienia lub w ognisku i w strefie péicienia
ischemicznego. W trzeciej dobie po reperfuzji przeprowadzano testy behawioralne,
obejmujace ocen¢ chodu po biezni poziomej (test CatWalk 7.1) i spontaniczng aktywnos¢
ruchowg (test otwartego pola). Wykonanie tych testéw po niedokrwieniu lub niedokrwieniu
1 podaniu NPY(13-36) porownywano z ich wykonaniem przed niedokrwieniem (w przeddzien
niedokrwienia wykonywano rejestracj¢ kontrolng). Po 72 godzinach po reperfuzji oceniano
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2,3,5-trifenylotetrazoliowym (TTC). Dokonano poréwnan mi¢dzygrupowych pod wzgledem
wielkos$ci tego uszkodzenia w ramach szczepdw, a takze porownania pomiedzy szczepami za
pomoca metody metaanalizy. Po uptywie 72 godzin po reperfuzji, cz¢S¢ zwierzat z kazdej
grupy i szczepu byta perfundowana 4% roztworem paraformaldehydu, ich mézgi pobierane
i przygotowywane do oceny w mikroskopie konfokalnym. Przeprowadzono barwienia
immunofluorescencyjne przy uzyciu przeciwcial dla markera endotelium RECA-1 (badanie
gestosci najmniejszych naczyn krwionosnych), oraz immunoglobulin IgG szczurzego osocza
(ocena stopnia przeciekania naczyn — detekcja miejsc wynaczynienia IgG). Ocenie poddano
naczynia mikrokragzenia w korze moézgowej w obszarze penumbry. W nast¢pnej serii
doswiadczalnej, 24 godziny po reperfuzji oceniano odpowiedzi mikrokrazenia w obszarze
penumbry na hiperkapni¢ (regulacja chemiczna) oraz zablokowanie syntezy tlenku azotu
(regulacja podstawowego napigcia naczyn zalezna od tlenku azotu). W tych doswiadczeniach
prowadzono staly pomiar cis$nienia tetniczego krwi metodg bezposredniag. Do badania
regulacji chemicznej zastosowano bodziec w postaci 5% CO, dodawanego do mieszaniny
gazéw oddechowych. W tym samym dos$wiadczeniu, po tescie na hiperkapni¢ i 30 minutach
stabilizacji LDF w normokapnii, przeprowadzano test funkcji $rédblonka poprzez oceng
odpowiedzi LDF na dozylne podanie metylowanej pochodnej L-argininy — L-NAME
w dawce 30 mg/kg.

Analizy statystyczne, za wyjatkiem metaanaliz, przeprowadzono z uzyciem programu
Statistica 8 (StatSoft); stosowano statystyki opisowe, testy t-Studenta oraz analiz¢ wariancji
(ANOVA i MANOVA). Metaanaliz¢ przeprowadzono w programie Review Manager 5.3.

Uzyskano nastepujace wyniki:

1 — spadek LDF w regionie ogniska niedokrwienia (okoto 80% warto$ci wyjsciowej) podczas
90 minut zamknig¢cia §wiatla tetnicy sSrodkowej mézgu i jego powrdt w czasie reperfuzji byly
poréwnywalne w grupie kontrolnej i u szczuréw, ktérym podano NPY(13-36) 30 minut po
rozpoczeciu niedokrwienia lub reperfuzji, zar6wno u szczuréw szczepu SD jak i SHR;
2 — spadek LDF w regionie penumbry wynosit okoto 30% wartosci wyjsciowe] w grupie
kontrolnej szczuréw szczepu SD i SHR i utrzymywat si¢ na tym poziomie przez 90 minut
niedokrwienia; 3 — podanie NPY(13-36) w trakcie niedokrwienia zmniejszyto statystycznie
istotnie spadek LDF w penumbrze (wzrost o 14%) u szczuréw SD, co wskazuje na rekrutacje
naczyn mikrokrazenia; u szczuréw szczepu SHR podanie NPY(13-36) nie wywarto wptywu
na poziom LDF w penumbrze; 4 — wielko$¢ uszkodzenia mézgu po niedokrwieniu byta
istotnie wicksza w grupie kontrolnej szczuréw szczepu SHR (uszkodzenie 40,48 + 1,41%

ipsilateralnej pétkuli mézgu) w poréwnaniu z uszkodzeniem w grupie kontrolnej szczuréw



szczepu SD (uszkodzenie 34,4 + 1,4% ipsilateralnej potkuli mézgu); u obu szczepdéw
szczurOw NPY(13-36) statystycznie istotnie zmniejszyt obszar uszkodzenia mézgu w kazdym
z wariantéw podania; 5 — w badaniach behawioralnych wykonanych 72 godziny po reperfuzji
moézgu, w grupach kontrolnych szczuréw SD i SHR zaobserwowano podobne uposledzenie
chodu wyrazone przede wszystkim zmniejszeniem S$redniej predkosci, wydtuzeniem czasu
cyklu kroku i wyraznym skroceniem dlugosci kroku w poréwnaniu do wielkoSci tych
parametrow sprzed niedokrwienia; w obu grupach z NPY(13-36) parametry chodu ulegly
poprawie, przy czym peptyd podany w czasie niedokrwienia byt bardziej skuteczny; zmiany
obserwowane po niedokrwieniu w tescie otwartego pola byty réwniez podobne w grupach
kontrolnych szczuréw SD 1 SHR, odnotowano wyrazny spadek mobilnos$ci zwierzat
manifestujacy si¢ skroceniem czasu spedzonego na przemieszczaniu si¢ i1 catkowitej drogi
przebytej w okresie 10 minut obserwacji, co przektadato si¢ na zmniejszenie predkosci chodu;
w obu grupach szczuréw szczepow SD i SHR, ktéorym podano NPY(13-36) nie
zaobserwowano poprawy ruchliwosci spontanicznej w tym tescie; 6 — odpowiedz LDF na
hiperkapni¢, w korze mézgowej w obszarze poélcienia nie zmienila si¢ istotnie u szczuréw
szczepu SD 24 godziny po reperfuzji w poréwnaniu do odpowiedzi w grupie
z niedokrwieniem pozorowanym. U szczuréw szczepu SHR odpowiedz LDF na hiperkapni¢
w grupie kontrolnej ulegta istotnemu pogorszeniu, a podanie NPY(13-36) nie poprawito tej
odpowiedzi; ponadto, w grupach kontrolnych szczuréw szczepéw SD 1 SHR zaobserwowano
istotne statystycznie zmniejszenie odpowiedzi na podanie L-NAME w poréwnaniu
z odpowiedziag u szczuréw w grupach z niedokrwieniem pozorowanym; NPY(13-36)
przywrdcit te odpowiedz jedynie u szczuréw SHR i tylko wtedy, kiedy byt poddany w fazie
reperfuzji; 7 — w badaniach immunofluorescencyjnych z uzyciem przeciwciata anty-RECA-1
wykazano, ze gestos¢ najmniejszych naczyn krwiono$nych kory mézgowej w warunkach
podstawowych jest mniejsza u szczuréw SHR niz u SD; 72 godziny po reperfuzji gestos¢
mikronaczyn w korze mézgowej w obszarze penumbry zmniejszyla si¢ statystycznie istotnie
zarowno u szczurOw szczepu SD jak i SHR; NPY(13-36) przywracal ja, niezaleznie od
momentu podania; 8 — analiza stopnia przeciekania mikronaczyn wykazata, ze szczury
z nadci$nieniem te¢tniczym w warunkach podstawowych majg ok. 3 razy wigcej naczyn
przeciekajacych niz szczury normotensyjne; po niedokrwieniu odnotowano zwickszenie
liczby naczyh przeciekajacych u obu szczepéw szczuréw, jednak podanie NPY(13-36) nie
zmniejszylo liczebnos$ci miejsc przeciekania.

Podsumowujac, NPY(13-36) wywiera korzystne dziatanie ochronne na niedokrwiony

mézg na poziomie mikrokrazenia, zaré6wno u szczuréw zdrowych jak i obarczonych



nadci$nieniem t¢tniczym. Dziatanie to obejmuje: i) zwigkszenie mikroprzeptywu w korze
mozgowej w strefie penumbry w czasie niedokrwienia u szczuréw SD, sugerujace rekrutacje
krazenia obocznego; ii) zmniejszenie obszaru poniedokrwiennej martwicy mozgu, poprawe
parametréw chodu oraz zwigkszenie gesto$ci najmniejszych naczyn mikrokrazenia w korze
moézgowej w obszarze penumbry u szczuréw SD i SHR 72 godziny po reperfuzji mézgu
(skuteczno$¢ przy podaniu zaréwno w fazie niedokrwienia jak i reperfuzji); iii) poprawe
reaktywnosci mikroprzeptywu w obszarze penumbry na zablokowanie syntazy tlenku azotu

u szczuréw SHR (skuteczno$¢ przy podaniu w fazie reperfuzji).



