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Wykaz skrotow
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AlF
AKT
AMPAR
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czynnik indukujacy apoptoze (z ang. apoptotic protease
activating factor)
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przeciwzapalnym M2)
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neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego

(z ang. brain-derived neurotrophic factor)

ligand chemokinowy 2 z motywem C-C

ligand chemokinowy 20 z motywem C-C

antygen réznicowania komorkowego 68 (z ang. cluster of
differentiation 68) — jest biatkiem silnie wyrazanym m.in. przez
komorki aktywnego mikrogleju

antygen réznicowania komorkowego 86 (z ang. cluster of
differentiation 86) — marker mikrogleju o prozapalnym fenotypie
M1

antygen roznicowania komérkowego 200 (z ang. cluster of
differentiation 200) — marker mikrogleju o przeciwzapalnym
fenotypie M2

antygen roznicowania komorkowego 206 (z ang. cluster of
differentiation 206) — marker mikrogleju o przeciwzapalnym
fenotypie M2

komplementarny DNA (z ang. complementary DNA)

biatko wigzace element odpowiedzi c-AMP (z ang. cyclic AMP
response element-binding protein)

biatko C-reaktywne (ang. C-reactive protein)



CSF
CSF-1R

CHOP

COX-2
CVF

CX3CR1
CXCL9
CXCL10
DNA
DAMPs

DG
DIV
DMEM

dNTPs
DS
EAE

ED1
ELISA

Elk-1

ENN

ERK

ETS

ptyn mézgowo rdzeniowy (z ang. cerebrospinal fluid)
receptor czynnika stymulujgcego tworzenie kolonii 1 (z ang.
colony stimulating factor 1 receptor)

nazwa czynnika transkrypcyjnego (z ang. C/EBP homologous
protein)

cyklooksygenaza 2

czynnik jadu kobry (z ang. cobra venom factor) — inhibitor
dopehiacza

receptor chemokinowy 1 z motywem C-X3-C

ligand chemokinowy 9 z motywem C-X-C

ligand chemokinowy 10 z motywem C-X-C

kwas deoksyrybonukleinowy (z ang. deoxyribonucleic acid)
endogenne struktury molekularne zwigzane z uszkodzeniem
tkanki (z ang. endogenous damage-associated molecular
patterns)

zakret zebaty hipokampa (z ang. dentate gyrus)

dzien prowadzenia hodowli in vitro (z ang. day in vitro)
pozywka do hodowli komoérek (z ang. Dulbecco's Modified
Eagle Medium)
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surowica o$la (z ang. donkey serum)

model eksperymentalnego autoimmunologicznego zapalenia
mozgu i rdzenia

glikoproteina CD68 (patrz wyzej)

immunoenzymatyczny test fazy stalej (z ang. enzyme-linked
immunosorbent assay)

czynnik transkrypcyjny ETS podobny 1 (z ang. ETS like-1)
encefalopatia niedotlenieniowo-niedokrwienna

kinaza regulowana sygnatem pozakomorkowym (z ang.
extracellular signal-regulated kinase)
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FBS

FGF

FOXO
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FSC-H

GDNF

GFAP

GSK3p
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HDACIs

HI
HIE

HIF-1a

HSP60

HSP70

HSP90

ptodowa surowica bydleca (z ang. fetal bovine serum)

czynnik wzrostu fibroblastow (z ang. fibroblast growth factor)
podklasa O czynnika transkrypcyjnego forkhead (z ang. forkhead
box O)

rozproszenie $wiatla na przednim detektorze optycznym (z ang.
forward scatter)

obszar piku rozproszenia $wiatla na przednim detektorze
optycznym (z ang. forward scatter-area)

wysokos¢ piku rozproszenia $wiatla na przednim detektorze
optycznym (z ang. forward scatter-height)

neurotroficzny czynnik pochodzenia glejowego

(z ang. glial cell line-derived neurotrophic factor)

biatko filamentéw posrednich, marker astrocytow

(z ang. glial fibrillary acidic protein)

kinaza syntazy glikogenu-3 B (z ang. glycogen synthase
kinase-3 /)

acetylotransferazy histonow (z ang. histone acetylotransferases)
zbalansowany roztwor soli Hank'a (z ang. Hanks' balanced salt
solution)

deacetylazy histonow (z ang. histone deacetylases)

inhibitory deacetylaz histonéw (z ang. histone deacetylases
inhibitiors)

hipoksja-ischemia

encefalopatia hipoksyjno-ischemiczna (z ang. hypoxic-ischemic
encephalopathy)

czynnik indukowany hipoksja (z ang. hypoxia-inducible factor-
1a)

nazwa biatka szoku cieplnego (z ang. heat shock protein 60
kilodalton)

nazwa biatka szoku cieplnego (z ang. heat shock protein 70
kilodalton)

nazwa biatka szoku cieplnego (z ang. heat shock protein 90
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Ibal marker mikrogleju/makrofagow (czasteczka posredniczaca
W wigzaniu zjonizowanego wapnia-1, z ang. ionized calcium-

binding adaptor molecule 1)

IGF insulinopodobny czynnik wzrostu (z ang. insulin-like growth
factor)

IL-1B interleukina 1B, prozapalna

IL-1la interleukina 1la, prozapalna

IL-2 interleukina 2, prozapalna

IL-4 interleukina 4, przeciwzapalna

IL-6 interleukina 6, prozapalna

IL-10 interleukina 10, przeciwzapalna

IL-12 interleukina 12, prozapalna

IL-13 interleukina 13, przeciwzapalna

IL-18 interleukina 18, prozapalna

IL-23 interleukina 23, prozapalna

IL-1Ra antagonista receptora interleukiny 1

IFN-B interferon f, cytokina

INOS indukowalna syntaza tlenku azotu (z ang. inducible nitric oxide
synthase)

JNK N-koncowe kinazy c-Jun (z ang. c-Jun N-terminal kinases)

Jun nazwa czynnika transkrypcyjnego

LPS lipopolisacharyd, sktadnik zewnetrznej blony komdrkowe;j
bakterii Gram-ujemnych

LTA kwasy lipotejchojowe (z ang. lipoteichoic acid)

MAC kompleks atakujacy btone (z ang. membrane attack complex)

MAP2 biatko zwigzane z mikrotubulami 2 (z ang. microtubule-

associated protein 2)

MAPK kinaza aktywowana mitogenami (z ang. mitogen-activated
protein kinase)

MASP proteazy serynowe zwigzane z MBL (ang. MBL-associated
serine protease)

MBL lektyna wigzaca mannoze (z ang. mannose-binding lectin)
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MCAO

MEK

MIP-2

MMPs

MNSS

MRI

MRNA

mTOR

NAD

NMDAR
NF-xB

NGF
NGS
NO
NOS
NRF2

OGD
oD
OPCs

OUN

p38

model ogniskowego niedokrwienia mozgu/okluzji tetnicy
srodkowej mozgu (z ang. middle cerebral artery occlusion)
kinaza kinazy biatkowej aktywowanej mitogenami (z ang.
mitogen-activated protein kinase kinase (MAP2K))

biatko zapalne makrofagéw (z ang. macrophage inflammatory
protein-2)

metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej (z ang. matrix
metalloproteinases)

zmodyfikowana skala nasilenia neurologicznego (ang. modified
neurological severity scores)

rezonans magnetyczny (z ang. magnetic resonance imaging)
informacyjny RNA (z ang. messenger RNA)

kinaza ssaczego celu rapamycyny (z ang. mammalian target of
rapamycin kinase)

dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (z ang. nicotinamide
adenine dinucleotide)

receptor N-metylo-D-asparaginowy

nazwa czynnika jadrowego (z ang. nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells)

czynnik wzrostu nerwow (z ang. nerve growth factor)
normalna surowica kozia (z ang. normal goat serum)

tlenek azotu (z ang. nitric oxide)

syntaza tlenku azotu (z ang. nitric oxide synthase)

nazwa czynnika transkrypcyjnego (z ang. nuclear factor
erythroid 2-related factor 2)

deficyt tlenowo-glukozowy (z ang. oxygen glucose deprivation)
gestos¢ optyczna (z ang. optical density)

progenitory oligodendrocytow (z ang. oligodendrocytes
progenitor cells)

osrodkowy uktad nerwowy

okreslenie liczby dni po urodzeniu (z ang. postnatal day)

klasa kinaz MAPK
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p53

PAMPs

PBS

PCR

PDL

PFA

PI3K

PIP2

PIP;

PLL
pMCAO

PMR
PND

PSD-95

PTEN

gPCR

RI
RNA

nazwa czynnika transkrypcyjnego o wtasnosciach supresora
nowotworowego

struktury molekularne, bedace komponentami patogennych
mikroorganizmow (z ang. pathogen-associated molecular
patterns)

roztwor soli fizjologicznej buforowanej fosforanem (z ang.
phosphate buffered saline)

reakcja fancuchowa polimerazy (z ang. polymerase chain
reaction)

roztwor poli-D-lizyny

paraformaldehyd

kinaza fosfatydylo-3-inozytolu (z ang. phosphatidylinositol 3-
kinase)

fosfatydyloinozytol-4,5-bisfosforan (z ang. phosphatidylinositol
(4,5)-bisphosphate)

fosfatydyloinozytol-3,4,5-trisfosforan (z ang.
phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate)

roztwor poli-L-lizyny

model trwatej okluzji tetnicy srodkowej mozgu (z ang.
permanent middle cerebral artery occlusion)

ptyn mézgowo rdzeniowy

okotooperacyjne zaburzenia poznawcze (z ang. perioperative
neurocognitive disorders)

biatko gestosci postsynaptycznej 95 (z ang. postsynaptic density
protein 95)

homolog fosfatazy i tensyny; fosfataza lipidowa, ktora
defosforyluje PIPs do PIP2 (z ang. phosphatase and tensin
homolog)

ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy, fancuchowa reakcja
polimerazy w czasie rzeczywistym (z ang. quantitative PCR,
real-time PCR)

stopien rozgatgzienia (z ang. ramification index)

kwas rybonukleinowy (z ang. ribonucleic acid)
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ROS
RNS
RT-PCR
S100B

SAHA

SB
SBC

SCFAs

SCI

SD

SGZ

SSC

STAT1

STAT3

Svz

TEM

TLR

TGF-B

tMCAO

reaktywne formy tlenu (z ang. reactive oxygen species)
reaktywne formy azotu (z ang. reactive nitrogen species)
reakcja tancuchowa polimerazy z odwrotna transkrypcja (z ang.
reverse transcription-polymerase chain reaction)
cytotoksyczne, glejowo-specyficzne biatko, produkowane przez
dojrzate astrocyty

kwas suberanilohydroksamowy (z ang. suberoylanilide
hydroxamic acid)

maslan sodu (z ang. sodium butyrate)

metoda wprowadzania w stan hipotermii oparta na selektywnym
chtodzeniu mézgu (z ang. selective brain cooling)
krotkotancuchowe kwasy ttuszczowe (z ang. short chain fatty
acids)

model urazu rdzenia kreggowego (z ang. spinal cord injury)
odchylenie standardowe (z ang. standard deviation)

strefa podziarnista hipokampa (z ang. subgranular zone)
rozproszenie $wiatta na bocznym detektorze optycznym (z ang.
side scatter)

nazwa czynnika transkrypcyjnego (z ang. signal transducer and
activator of transcription-1)

nazwa czynnika transkrypcyjnego (z ang. signal transducer and
activator of transcription-3)

strefa podkomorowa komory bocznej (z ang. subventricular
Zone)

transmisyjna mikroskopia elektronowa (z ang. transmission
electron microscopy)

receptor rozpoznajgcy wzorce molekularne (z ang. toll-like
receptor)

transformujacy czynnik wzrostu B (z ang. transforming growth
factor-5)

model przejsciowej okluzji tetnicy srodkowej mozgu (z ang.

transient middle cerebral artery occlusion)
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TNFa

TREM?2

TrkB

TSA

viv

VPA

WBC

WT

czynnik martwicy nowotworow o (z ang. tumor necrosis factor
a), cytokina prozapalna

receptor wyzwalajacy wyrazany na komorkach mieloidalnych 2
(z ang. triggering receptor expressed on myeloid cells 2)
receptor kinazy tyrozynowej typu B (z ang. receptor tyrosine
kinases B)

trichostatyna A (z ang. trichostatin A)

stosunek objetosci (z ang. volume to volume ratio)

kwas walproinowy (z ang. valproic acid)

metoda chtodzenia oparta na wprowadzaniu w hipotermi¢ og6lna
(z ang. whole body cooling)

typ dziki (z ang. wild type)

16



Streszczenie

Okotoporodowe niedotlenieniowo-niedokrwienne uszkodzenia mézgu, znane potocznie
jako asfiksja okoloporodowa, stanowig istotng przyczyn¢ trwatych uszkodzen moézgu, ktore
mogg prowadzi¢ do dlugotrwatych zaburzen neurologicznych, takich jak mézgowe porazenie
dzieci¢ce, padaczka, niedowlady spastyczne, aw skrajnych przypadkach — do zgonu
noworodka. Proces ten rozwija si¢ stopniowo — od kilku godzin do kilku dni — co otwiera

mozliwos$¢ wdrozenia leczenia 0 charakterze neuroprotekcyjnym.

Mimo postgpujacej wiedzy natemat patomechanizméw uszkodzenia mozgu
po epizodach asfiksji, nadal nie udalo si¢ opracowac skutecznej terapii, ktora pozwalalaby
na ograniczenie skutkow niedotlenienia. Najnowsze badania wykazaty, ze podawanie dorostym
zwierzetom inhibitorow deacetylaz histondw, takich jak trichostatyna A, maslan sodu czy
worinostat (kwas suberanilohydroksamowy, SAHA, z ang. suberoylanilide hydroxamic acid),
zaro6wno przed jak i po wywolaniu niedokrwienia, moze dziata¢ ochronnie na uktad nerwowy

— zmniejszajac zakres uszkodzen i obnizajac ekspresj¢ prozapalnych mediatorow.

W poprzednich badaniach naszego Zespotlu z wykorzystaniem szczurzego modelu
asfiksji okotoporodowej zaobserwowano, ze podanie maslanu sodu miato dziatanie
neuroprotekcyjne i neurogenne, co — podobnie jak u dorostych — moze by¢ zwiagzane z jego
wilasciwoséciami przeciwzapalnymi. Dodatkowo zaobserwowano, ze maslan sodu wspiera
przejscie mikrogleju z formy prozapalnej (M1) do przeciwzapalnej (M2) oraz zmniejsza

ekspresje prozapalnej interleukiny 1p.

Uklad dopehiacza, bedacy czeScia wrodzonej odpowiedzi immunologicznej, pelni
istotng funkcje jako mediator stanu zapalnego. Chroni on na ogoét przed infekcjami, przyczynia
si¢ do przebudowy synaps neuronalnych oraz promuje regeneracje | naprawe tkanek, ale moze
rowniez powodowac uszkodzenie, gdy jest rozregulowany lub nadmiernie aktywowany.
W ostrej fazie niedokrwienia, obserwowanej w badaniach na modelach zwierzgcych, dochodzi
do szybkiej $mierci komorek nerwowych, aaktywacja uktadu dopetniacza powoduje
eliminacje polaczen synaptycznych przez prozapalny mikroglej. Chociaz istnieje wiele
publikacji dotyczacych roli uktadu dopetniacza w niedokrwieniu u dorostych, to zagadnienie to

jest nadal stabo poznane w kontekscie niedotlenienia i niedokrwienia u mtodych organizmow.

Z tego powodu podjelismy si¢ zbadania czasowej I przestrzennej aktywacji uktadu

dopetniacza i mikrogleju oraz zmian w strukturze synaps w szczurzym modelu asfiksji
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okotoporodowej, a takze wptywu maslanu sodu na te procesy. Dodatkowo zbadalismy wptyw
maslanu sodu na funkcje lokomotoryczne i poznawcze u zwierzat po urazie niedotlenieniowo-
niedokrwiennym. OkresliliSmy rowniez aktywacje uktadu dopetniacza po hipoksji-ischemii
in vitro (model OGD, z ang. oxygen-glucose deprivation) we wspéthodowlach pierwotnych
neurondéw korowych z mikroglejem oraz wpltywu maslanu sodu na ten proces. W dalszej cz¢sci
badan okreéliliSmy wplyw wspomnianego inhibitora deacetylaz histonow na stopien
rozgalezienia wypustek neuronow w modelu OGD. Poniewaz w procesy eliminacji synaps
zaangazowany jest mikroglej, W nastepnym etapie doswiadczen zbadaliSmy wplyw maslanu
sodu naprofil aktywacji komoérek mikrogleju linii BV2. W koncowym etapie badan
okreslilismy wptyw maslanu sodu na wybrane $ciezki sygnatowe, ktore zaangazowane sa

w aktywacje komorek mikrogleju, przy uzyciu utrwalonej linii komérkowej BV2.

Badania zostaty wykonane na trzech r6znych modelach neonatalnej hipoksji-ischemii.
U szczurzych oseskow stada Wistar indukowano uszkodzenie niedotlenieniowo-niedokrwienne
poprzez trwale, jednostronne podwigzanie tetnicy szyjnej wspdlnej, a nastepnie 60-minutowe
niedotlenienie (7,6% O). Procedura ta prowadzita do uszkodzenia potkuli mézgu unaczynionej
przez koncowe odgatezienia podwigzanej tetnicy. Maslan sodu (300 mg/kg m.c.) podawano raz
dziennie przez 5 kolejnych dni, poprzez podskorng iniekcje, przy czym pierwsze wstrzykniecie
podano natychmiast po wywotaniu urazu niedotlenieniowo-niedokrwiennego. W modelu
in vitro pierwotne neurony korowe izolowano z mézgéw 2-dniowych szczurzych oseskow
stada Wistar. Pierwotny mikroglej wyizolowano z pierwotnej mieszanej hodowli glejowej
uzyskanej z moézgoéw 2-dniowych szczurzych oseskoéw idosiewano do hodowli neurondéw
pierwotnych. Nastepnie hodowle poddano warunkom hipoksyjno-ischemicznym, poprzez
usunigcie glukozy itlenu z pozywki hodowlanej, przez 40 minut. Po tej procedurze komorki
hodowano w $wiezej pozywce z dodatkiem 1 mM maslanu sodu. W celu uzyskania wigkszej
ilosci materiatu biologicznego, cze$¢ eksperymentdw in vitro zdecydowano si¢ przeprowadzic¢
z uzyciem komercyjnej linii BV2 mikrogleju. Procedura deficytu glukozy itlenu oraz
stymulacja maslanem sodu byly takie same jak opisano powyzej dla wspothodowli. Zebrany
material biologiczny uzyskany z wyzej wymienionych modeli byl nastgpnie poddawany
dalszym analizom, takim jak: barwienia immunohistologiczne i immunocytologiczne, analizy
qPCR, Westren Blot, analiza transmisyjng mikroskopia elektronowg, analiza Sholla, analiza
metoda cytometrii przeplywowej, immunoenzymatycznymi testami ptytkowymi ELISA.

Wykonane zostaly rowniez testy behawioralne na zwierzetach po urazie niedotlenieniowo-
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niedokrwiennym, traktowanych i nictraktowanych maslanem sodu, jak 1 nazwierzgtach

kontrolnych.

Na podstawie uzyskanych wynikow wykazaliSmy, ze biatka dopelniacza (C3 i C5)
kolokalizowaty z biatkiem postsynaptycznym PSD-95 (biatko gestosci postsynaptycznej 95,
z ang. postsynaptic density protein 95) w tkance moézgu po niedotlenieniu-niedokrwieniu.
Sugeruje to, ze biatka dopelniacza moga by¢ zaangazowane W degradacj¢ synaps po
niedotlenieniu-niedokrwieniu u niedojrzatych zwierzat. Niedotlenienie-niedokrwienie oseskow
szczura indukowato ekspresj¢ genow biatek dopetniacza Clq, C3, C5, C9 oraz ich receptorow
C3aR i C5aR. Podawanie maslanu sodu obnizato poziom mRNA wigkszosci badanych biatek
dopetniacza. W zaleznosci od czasu po indukcji niedotlenienia-niedokrwienia, efekt maslanu
sodu na ekspresje receptoréw byt rozny. W pierwszej fazie po uszkodzeniu (24 i 72 godziny)
odnotowalismy wzrost ekspresji mRNA obu receptorow, a W poznej fazie uszkodzenia (5 i 14
dni po HI) zauwazyliSmy spadek ekspresji. WykazaliSmy wzrost poziomu biatka C3
w potkulach mozgoéw zwierzat 5 dni po uszkodzeniu hipoksyjno-ischemicznym. Podanie
maslanu sodu spowodowato obnizenie poziomu tego biatka. Ponadto odnotowali§my wzrost
poziomu biatka C5 w poétkulach mozgow zwierzat 24 godziny po uszkodzeniu hipoksyjno-
ischemicznym. Podanie maslanu sodu spowodowato obnizenie poziomu biatka C5. Ponadto,
zaobserwowaliS§my obnizone poziomy bialek presynaptycznych: synapsyny | i synaptofizyny,
a takze biatka postsynaptycznego PSD-95 w uszkodzonej poétkuli, co sugeruje utrate bialek
synaptycznych po neonatalnej hipoksji-ischemii. W transmisyjnej mikroskopii elektronowej
zaobserwowaliSmy uszkodzenie struktur synaptycznych w korze mozgowej po urazie
niedotlenieniowo-niedokrwiennym. Zastosowanie maslanu sodu powoduje wzrost poziomu
biatek synaptycznych, poprawe ultrastruktury i zmniejszenie degradacji synaps u zwierzat
po hipoksji-ischemii. Nie zaobserwowalismy réznic w funkcjach lokomotorycznych
I poznawczych pomiedzy analizowanymi grupami eksperymentalnymi. Tym samym, nie
mozemy stwierdza¢, czy uszkodzenie niedotlenieniowo-niedokrwienne oraz podawanie
maslanu sodu ma wplyw nabehawior niedojrzatych zwierzat. WykazaliSmy rowniez
neuroprotekcyjne dziatanie maslanu sodu w modelu in vitro. OdnotowalisSmy zwigkszong
liczbe wypustek 1 wigkszy stopien ich rozgatezienia po OGD po zastosowaniu inhibitora
deacetylaz histonéw. Ponadto, w modelu in vitro z wykorzystaniem linii BV2 mikrogleju
zaobserwowali$my zwickszong ekspresje mRNA wszystkich markeréw prozapalnych 24 h
po procedurze deficytu glukozowo-tlenowego, w poréwnaniu do hodowli kontrolnych.

Podanie maslanu sodu znaczaco obnizyto poziom czynnikow prozapalnych w komorkach
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po OGD. Procedura deficytu glukozowo-tlenowego nie miata wptywu na ekspresj¢ markerow
przeciwzapalnych w komoérkach BV2 24 godziny po OGD w poréwnaniu do hodowli
kontrolnej. Podanie maslanu sodu znacznie zwickszyto ekspresje analizowanych markeréw
przeciwzapalnych w tym punkcie czasowym. Przy uzyciu metody cytometrii przeptywowej
wykazalismy spadek liczebnosci przeciwzapalnej populacji mikrogleju M2 (komorki
CD11b+CD206+) w komoérkach BV2 72 godziny po OGD. Zastosowanie maslanu sodu
spowodowato wzrost liczebnosci tej populacji. W modelu in vitro odnotowalismy spadek
ufosforylowanej formy AKT (kinaza biatkowa B, kinaza serynowo-treoninowa) po 24 h
w grupie poddanej deficytowi glukozy i tlenu, natomiast po podaniu maslanu sodu poziom
ufosforylowania/aktywacji tej kinazy wzrastal. Poziom ufosforylowanej formy ERK (kinaza
regulowana sygnalem pozakomoérkowym, z ang. extracellular signal-regulated kinase) byt

podobny we wszystkich badanych grupach w obu rozpatrywanych czasach.

Podsumowujac, odkrycia te sugeruja przeciwzapalne dziatanie maslanu sodu poprzez
hamowanie aktywacji komponentow uktadu dopetniacza po asfiksji okotoporodowej. Uktad
dopetlniacza jako kluczowy element odpowiedzi zapalnej, odgrywa istotng role
w mechanizmach uszkodzenia moézgu po neonatalnej hipoksji-ischemii. Przeciwzapalne
dziatanie inhibitora udato si¢ takze potwierdzi¢, poprzez obnizenie ekspresji markerow
prozapalnych oraz wzrost ekspresji markerow przeciwzapalnych w komorkach mikrogleju
BV2 w modelu niedotlenienia-niedokrwienia in vitro. Jednym z mechanizméw molekularnych
dziatania maslanu sodu jest aktywacja pro-zyciowej $ciezki PI3K/AKT. Ponadto wykazalismy
neuroprotekcyjne dzialanie maslanu poprzez zmniejszenie eliminacji bialek synaptycznych
w modelu niedotlenienia-niedokrwienia in vivo, jak rowniez poprawe stopnia rozgal¢zienia
wypustek neuronéw w modelu in vitro. Uzyskane wyniki wskazujg, ze maslan sodu jest
substancja, ktora moglaby w przysztosci przyczyni¢ si¢ do opracowania nowej strategii

leczniczej w celu zmniejszenia uszkodzen mozgu spowodowanych asfiksja okotoporodowa.
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Summary

Perinatal hypoxic-ischemic brain damage, commonly known as perinatal asphyxia,
is a significant cause of permanent brain injury, which can lead to long-term neurological
disorders such as cerebral palsy, epilepsy, spastic paresis, and, in extreme cases, newborn death.
This process develops gradually — over several hours to days — providing an opportunity

for neuroprotective treatment.

Despite advances in knowledge of the pathomechanisms of brain injury after episodes
of asphyxia, an effective therapy to limit the effects of hypoxia has not yet been developed.
Recent studies have shown that administering histone deacetylase inhibitors, such as
trichostatin A, sodium butyrate, or vorinostat, to adult animals, both before and after ischemia,
can protect the nervous system by reducing the extent of damage and decreasing the expression

of pro-inflammatory mediators.

In previous studies by our team using a rat model of perinatal asphyxia, we observed
that sodium butyrate had neuroprotective and neurogenic effects. This, as in adults, may be
related to its anti-inflammatory properties. Furthermore, it was noted that sodium butyrate
promotes the transition of microglia from the pro-inflammatory (M1) to the anti-inflammatory

(M2) phenotype and reduces the expression of the pro-inflammatory interleukin 1p.

The complement system, a part of the innate immune response, plays a crucial role
as a mediator of inflammation. It typically protects against infections, contributes to synaptic
remodeling, and promotes tissue regeneration and repair. However, it can also cause damage
when dysregulated or overly activated. In the acute phase of ischemia, observed in animal
models, rapid neuronal cell death occurs, and activation of the complement system results
in the elimination of synaptic connections by pro-inflammatory microglia. Although numerous
publications have explored the role of the complement system in ischemia in adults, this
problem is still poorly understood in the context of hypoxia and ischemia in immature

organisms.

For this reason, we investigated the temporal and spatial activation of the complement
system and microglia, as well as changes in synaptic structure in arat model of perinatal
asphyxia, and the influence of sodium butyrate on these processes. Furthermore, we examined

the effects of sodium butyrate on locomotor and cognitive functions in animals after hypoxic-
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ischemic injury. We also assessed complement system activation after in vitro hypoxia-
ischemia (OGD model, oxygen-glucose deprivation) in co-cultures of primary cortical neurons
and microglia, as well as the effect of sodium butyrate on this process. Furthermore, we
evaluated the impact of the histone deacetylase inhibitor on the degree of dendritic branching
in the OGD model. Since microglia are involved in synapse elimination processes, the next step
was to examine the impact of sodium butyrate on the activation profile of BV2 microglia cells.
In the final stage of the study, we determined the effects of sodium butyrate on specific signaling

pathways involved in microglia cell activation using the BV2 cell line.

The experiments were conducted on three different models of neonatal hypoxia-
ischemia. In Wistar rat pups, hypoxic-ischemic injury was induced by permanent unilateral
ligation of the common carotid artery followed by 60-minute hypoxia (7.6% O). This
procedure led to damage in the brain hemisphere supplied by the terminal branches of the
ligated carotid artery. Sodium butyrate (300 mg/kg body weight) was administered once a day,
for 5 consecutive days by subcutaneous injection, with the first injection administered
immediately after inducing hypoxic-ischemic injury. In the in vitro model, primary cortical
neurons were isolated from the brains of 2-day-old Wistar rat pups. Primary microglia were
isolated from primary mixed glial cultures obtained from the brains of 2-day-old rat pups and
added to neuronal cultures. The cultures were then subjected to hypoxia-ischemia by
deprivation of glucose and oxygen from the culture medium for 40 minutes. After this
procedure, fresh medium with 1 mM sodium butyrate was added. To obtain more biological
material, some in vitro experiments were performed using the commercial BV2 microglia cell
line. The glucose and oxygen deprivation procedure, as well as sodium butyrate stimulation,
were the same as those described for co-cultures. The collected biological material from the
models mentioned above was subsequently analyzed using techniques such as
immunohistochemical and immunocytochemical staining, gPCR, Western Blot, transmission
electron microscopy, Sholl analysis, flow cytometry, and ELISA assays. Behavioral tests were
also performed on animals after hypoxic-ischemic injury, treated and untreated with sodium

butyrate, as well as on control animals.

Based on the obtained results, we showed that complement proteins (C3 and C5)
colocalized with the postsynaptic protein PSD-95 in brain tissue after hypoxia-ischemia. This
suggests that complement proteins may be involved in synaptic degradation following hypoxia-

ischemia in immature animals. Hypoxia-ischemia in rat pups induced the expression
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of complement protein genes C1q, C3, C5, C9, and their receptors C3aR and C5aR. Sodium
butyrate treatment decreased the expression of mMRNA for most of the complement proteins.
Depending on the time after hypoxia-ischemia induction, the effect of sodium butyrate on the
expression of receptors was different. In the early phase after injury (24 and 72 hours), we
recorded an increase in MRNA expression of both receptors, while in the later phase (5 and 14
days after HI), we observed a decrease in their expression. We demonstrated an increase in C3
protein levels in the animals' cerebral hemispheres 5 days after hypoxic-ischemic injury.
Administration of sodium butyrate resulted in adecrease in the levels of this protein.
Additionally, we observed an increase in C5 protein levels in the animals' cerebral hemispheres
at 24 hours after hypoxic-ischemic injury. Administration of sodium butyrate resulted
in a decrease in C5 protein levels. Furthermore, we observed lower levels of presynaptic
proteins: synapsin | and synaptophysin, as well as the postsynaptic protein PSD-95, in the
damaged hemisphere, suggesting loss of synaptic proteins after neonatal hypoxia-ischemia.
Transmission electron microscopy revealed damage to synaptic structures in the cerebral cortex
after hypoxic-ischemic injury. Sodium butyrate treatment increased synaptic protein levels,
improved the ultrastructure of the tissue, and reduced synapse degradation in animals after
hypoxia-ischemia. No differences were observed in locomotor and cognitive functions between
the experimental groups. Therefore, we cannot conclude whether hypoxic-ischemic injury and
sodium butyrate administration affect the behavior of immature animals. We also demonstrated
the neuroprotective effect of sodium butyrate in the in vitro model. We noted increased
dendritic branching after OGD treatment with a histone deacetylase inhibitor. Moreover, in the
in vitro model using the BV2 microglia cell line, we observed increased mRNA expression
of all pro-inflammatory markers 24 hours after glucose-oxygen deprivation compared to control
cultures. Sodium butyrate significantly reduced the levels of pro-inflammatory factors in cells
after OGD. The glucose-oxygen deprivation procedure did not affect the expression of anti-
inflammatory markers in BV2 cells 24 hours after OGD, compared to the control culture;
however, sodium butyrate treatment significantly increased the expression of anti-inflammatory
markers at this time point. We demonstrated a decrease in the number of anti-inflammatory M2
microglia (CD11b+CD206+ cells) in BV2 cells 72 hours after OGD by using flow cytometry.
The administration of sodium butyrate increased the number of this population. In the in vitro
model, we observed a decrease in the phosphorylated form of AKT (protein kinase B, a serine-
threonine kinase) 24 hours after the glucose-oxygen deprivation procedure, while after sodium

butyrate treatment, the level of phosphorylation/activation of this kinase increased. The level
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of the phosphorylated form of ERK (extracellular signal-regulated kinase) was similar in all

studied groups at both time points.

In summary, our findings suggest the anti-inflammatory action of sodium butyrate
through inhibition of complement system activation after perinatal asphyxia. The complement
system, as akey element of the inflammatory response, plays a significant role in the
mechanisms of brain damage after hypoxia-ischemia in newborns. The anti-inflammatory effect
of the inhibitor was also confirmed by reducing the expression of pro-inflammatory markers
and increasing the expression of anti-inflammatory markers in BV2 microglia cells in the
in vitro model of hypoxia-ischemia. One of the molecular mechanisms of sodium butyrate
action is the activation of the PISK/AKT pathway. Moreover, we demonstrated
the neuroprotective effect of sodium butyrate by reducing synaptic protein degradation
in the in vivo hypoxia-ischemia model, as well as improving dendritic branching in the in vitro
model. It seems reasonable that sodium butyrate may offer new therapeutic approaches
to reduce brain damage in cases of perinatal asphyxia.
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Innowacyjnos¢ rozprawy

1.

Wykazanie zmian ekspresji mRNA gltownych skladnikéw ukladu dopetniacza
po okotoporodowym uszkodzeniu niedotlenieniowo-niedokrwiennym mozgu.
Wykazanie przeciwzapalnego dzialania maslanu sodu po okotoporodowym
uszkodzeniu hipoksyjno-ischemicznym moézgu, poprzez zmniejszenie ekspresji
sktadnikow uktadu dopetniacza.

Wykazanie przeciwzapalnego dzialania maslanu sodu, poprzez zmniejszenie ekspresji
MRNA czynnikow prozapalnych izwigkszenie ekspresji MRNA czynnikow
przeciwzapalnych w komorkach mikrogleju BV2 w modelu hipoksji-ischemii in vitro.
Wykazanie zaangazowania $ciezki sygnalowej PI3K/AKT w aktywacje komorek
mikrogleju po hipoksji-ischemii in vitro oraz modulacji tej Sciezki przez maslan sodu
poprzez zwigkszenie poziomu ufosforylowanej formy AKT.

Wykazanie neuroprotekcyjnego dziatania maslanu sodu po neonatalnej hipoksji-
ischemii poprzez zmniejszenie utraty biatek synaptycznych i uszkodzen neuronéw oraz

poprawe morfologii neurondw (poprzez zwigkszenie stopnia rozgatezien dendrytow).
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1.

Wstep
1.1. Encefalopatia niedotlenieniowo-niedokrwienna

1.1.1. Definicja i skutki encefalopatii niedotlenieniowo-niedokrwiennej

Uktad nerwowy noworodka w okresie okotourodzeniowym jest szczegolnie wrazliwy
na uszkodzenia spowodowane urazami mechanicznymi, niedotlenieniem lub infekcjami.
Do najczestszych przyczyn zachorowalnosci i Smiertelnosci wsrod noworodkow zaliczajg sig
stany niedotlenienia i niedokrwienia, znane rowniez jako asfiksja (stan niedoboru tlenu
w organizmie) okotoporodowa lub zamartwica [1]. Z danych literaturowych wynika, ze
dotyczy to okoto 0,2-0,4% zywych noworodkow [2]. W krajach rozwinigtych niedotlenienie
okotoporodowe dotyka 1,5 na 1000 noworodkéw urodzonych terminowo i do 26 na 1000
zywych urodzen w krajach o niskich zasobach [3]. Wedtug danych Swiatowej Organizacji
Zdrowia jest to druga najczestsza przyczyna zgondéw noworodkow [4]. Przewlekle
niedotlenienie, inaczej hipoksja (zbyt niski poziom tlenu we krwi tetniczej) oraz niedokrwienie,
inaczej ischemia (ograniczenie lub brak doptywu krwi) moze dotyczy¢ wielu narzadow, takich
jak serce, watroba czy nerki. W przypadku wymienionych narzadow zmiany wynikajace z tego
stanu sg jednak czesto odwracalne [5], [6]. Szczegdlnie wrazliwy nauraz hipoksyjno-
ischemiczny (HI) jest osrodkowy uktad nerwowy (OUN), co prowadzi do rozwoju encefalopatii
niedotlenieniowo-niedokrwiennej (ENN, HIE, z ang. hypoxic-ischemic encephalopathy), ktora
jest gtéwna przyczyng uszkodzen médzgu w okresie okotoporodowym. Termin ten stosuje si¢
do okreslenia zaburzen neurorozwojowych u dzieci, ktore przeszly asfiksj¢ (lub wystepuja
tylko podejrzenia asfiksji), wykrywa si¢ u nich charakterystyczne zmiany podczas diagnostyKki
opartej na obrazowaniu z zastosowaniem rezonansu magnetycznego MRI (z ang. magnetic
resonance imaging) [7]. Warto podkresli¢, ze moga wystepowac rdznice W uzyskanym
obrazowaniu u dzieci urodzonych przedi w terminie. Podczas przedwczesnego porodu,
najczesciej pojawiajg si¢ rozproszone uszkodzenia w istocie szarej i biatej [8]. U noworodkow
urodzonych przedwczesnie odnotowuje si¢ powazniejszy przebieg ENN. Dzieje si¢ tak miedzy
innymi dlatego, ze W rejonie wzgorza i jadra ogoniastego wystepuje U nich tzw. macierz
zarodkowa. Pt6d do 32-34 tygodnia cigzy posiada pod wysciotka uktadu komor mozgu warstwe
komorek macierzystych, zawierajaca niedojrzate naczynia krwionosne, ktore sa bardziej
podatne na uszkodzenia imogg prowadzi¢ do krwawien [9]. Natomiast kiedy dochodzi
do epizodu niedotlenieniowo-niedokrwiennego u dzieci urodzonych w terminie zmiany

najczesciej pojawiaja si¢ W obszarze jader podstawy i wzgorza mozgu [10]. Encefalopatia
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niedotlenieniowo-niedokrwienna prowadzi cz¢sto do zaburzen neurorozwojowych, takich jak
deficyty poznawcze czy ruchowe u dzieci [11], [12]. ENN moze ponadto powodowac $mieré
komoérek nerwowych oraz prowadzi¢ do przejSciowych lub cigzkich, dhlugotrwatych
konsekwencji zdrowotnych. Do ci¢zkich powiktan mozemy zaliczy¢ miedzy innymi dzieciece
porazenic mézgowe [13], padaczke [14], niedowtad spastyczny lub zahamowanie rozwoju
intelektualnego [15], [16]. W najci¢zszych przypadkach ENN moze skonczy¢ si¢ $Smiercig
dziecka. Niedawne badania wskazuja réwniez, ze epizod niedotlenieniowo-niedokrwienny
moze przyczynia¢ si¢ do zwickszonego wystepowania zaburzen ze spektrum autyzmu [17].

Dzieci, ktore przeszly tagodng forme asfiksji rozwijaja si¢ najczesciej prawidtowo [18].

1.1.2. Przyczyny encefalopatii niedotlenieniowo-niedokrwiennej

Glowny czynnik zwiekszajacy ryzyko encefalopatii niedotlenieniowo-niedokrwiennej
U noworodkoéw to zmniejszona rezerwa tlenowa, wynikajaca z roznych przyczyn, takich jak
problemy matczyne, tozyskowe, ptlodowe czy naczyniowe lub ich kombinacje [19]. Wsrod
czynnikdw matczynych wymienia si¢ zakazenia wewnatrzowodniowe [20], stany i choroby
takie jak gorgczka, astma, niewydolno$¢ krazenia, ktore obnizaja wentylacj¢ minutowa matki
(objetos¢ powietrza wymieniana W ciggu jednej minuty), wady serca, arytmie, niedokrwistos¢,
ktore zmniejszaja przeptyw krwi i dystrybucje tlenu, a takze choroby uktadowe, takie jak
cukrzyca, niekontrolowane nadcisnienie tetnicze i niedocisnienie [19]. Czynnikami ptodowymi
sg miedzy innymi: dlugotrwaly ucisk gtowki ptodu na dno miednicy podczas porodu,
prowadzacy do zaburzen krazenia, mata mase¢ urodzeniowa, wady wrodzone, niewyksztatcony
uktad oddechowy w przypadku noworodkoéw urodzonych przedwcze$nie, wewngtrzmaciczne
zakazenia, stany wstrzasowe i chorobe hemolityczng [19], [21], [22]. Czynniki lozyskowe
obejmuja zawaly tozyskowe uposledzajace dyfuzje tlenu przez tozysko, zmniejszenie
powierzchni czynnej tozyska, uposledzenie droznosci naczyn doprowadzajacych,
nieprawidlowe polozenie lozyska lub jego przedwczesne odklejenie, co moze prowadzié
do konieczno$ci wykonania cesarskiego ciecia, ktore z kolei samo w sobie zwigksza ryzyko
wystgpienia encefalopatii niedotlenieniowo-niedokrwiennej [21], [22], [23]. Do przyczyn
naczyniowych niedotlenienia naleza: owinigcie pgpowiny wokot ptodu, ucisk naczyn
pepowinowych podczas porodu W potozeniu miednicowym, krétka pepowina (ponizej 40 cm),
nieprawidlowa budowa pgpowiny (np. dwu- lub jednonaczyniowa), niedrozno$¢ pepowiny
utrudniajgca przeptyw krwi oraz wypadniecie pepowiny [22], [24]. Niektore z wymienionych

czynnikow sg tzw. czynnikami przedporodowymi, wystepujacymi jeszcze przed rozpoczeciem
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porodu. Mogg one wywotywa¢ pordd przedwczesny, skutkujacy zwiekszonym ryzykiem

komplikacji [25].

1.1.3. Mechanizm molekularny encefalopatii niedotlenieniowo-niedokrwiennej

Wskutek spadku ci$nienia parcjalnego tlenu we krwi (hipoksemia) dochodzi
do niedoboru tlenu w mézgu, ktory jest szczegolnie wrazliwy na brak tego gazu. Zaledwie
po kilku minutach niedotlenienie moze doprowadzi¢ do $mierci komorek nerwowych.
Molekularny mechanizm jaki temu towarzyszy jest juz dobrze zbadany i opisany [26]. Mozemy
go podzieli¢ na dwie zasadnicze fazy. W fazie pierwszej ograniczenie doptywu tlenu do mozgu
szybko wyczerpuje zapasy ATP (adenozynotrifosforan, z ang. adenosine triphosphate)
w neuronach, co prowadzi do powaznego kryzysu energetycznego W komorkach. Niedobor
energii uruchamia szereg wtdrnych procesow, w tym zaburzenia w metabolizmie glukozy
i dominacj¢ glikolizy beztlenowej. To z kolei prowadzi do wzrostu stgzenia mleczanow
I protonéw. Dochodzi do zaktocenia transportu jonéw przez pompe sodowo-potasowa, co jest
procesem wymagajacym duzej ilosci energii. W wyniku tego procesu jony K* wyplywaja
z komorki do przestrzeni zewnatrzkomorkowej, co prowadzi do zaburzenia homeostazy
jonowej i w konsekwencji do wewnatrzkomérkowego gromadzenia sie jonow Na*, Ca?* i CI".
Zwigkszenie stezenia jonéw Na* powoduje naptyw wody do wnetrza komorek, co prowadzi
do cytotoksycznego obrzeku neurondéw, tworzenia si¢ wakuoli cytoplazmatycznych,
kondensacji mitochondriow, pekania lizosomoéw iuszkodzenia btony komorkowej.
Uszkodzenie blony komorkowej powoduje wyciek zawartosci cytoplazmy do otaczajacej
tkanki §rodmigzszowej, co skutkuje wystaniem sygnatow chemotaktycznych w celu rekrutacji
komorek zapalnych do obszaru martwicy tkankowej, a komorka ulega $mierci w wyniku
nekrozy [27]. Na skutek zaburzenia homeostazy jonowej zostaje utracony potencjat btonowy,
dochodzi do uwalniania neuroprzekaznikow pobudzajacych, wtym gléwnie kwasu
glutaminowego. To z kolei prowadzi do nadmiernej aktywacji receptorow N-metylo-D-
asparaginowych — NMDAR i a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowych —
AMPAR. Jesli poczatkowe uszkodzenie jest dtugotrwale lub powazne, moze to spowodowac
wtorng opdzniong niewydolno$¢ energetyczng W ciggu kilku godzin, w wyniku ktorej
wigkszo$¢ komorek umiera W wyniku apoptozy [28]. Stan, w ktérym dochodzi do nadmiernego
i dlugotrwalego pobudzenia komorek, nosi nazwe ekscytotoksycznosci. Receptory NMDA,
ktore sa wysoce przepuszczalne dlajonéw wapnia, w wyniku nadmiernej stymulacji

umozliwiaja naptyw Ca?* do wnetrza komérki [28], [29]. Zbyt wysokie stezenie jondw wapnia
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aktywuje szereg procesow wewnatrzkomorkowych, W tym aktywacje lipaz, proteaz
I endonukleaz, ktore prowadzg do uszkodzenia mitochondriéw, wywotuja stres oksydacyjny.
W wyniku tych procesow dochodzi wzrostu stezenia wolnych kwasow tlhuszczowych,
fosfolipidow i utworzenia wolnych rodnikoéw tlenowych. Zwigkszona koncentracja jonow
wapnia wywoluje uwolnienie cytochromu c¢ z mitochondriow, ktéry taczy si¢ z biatkiem
APAF-1 (z ang. apoptotic protease activating factor-1), deoksy-ATP i prokaspaza 9, tworzac
kompleks zwany apoptosomem. Apoptosom aktywuje kaspazy efektorowe, gldéwnie kaspazy -
3 i -7, ktore degradujg biatka strukturalne i enzymatyczne komorki, prowadzac do jej Smierci
na drodze apoptozy [30], [31], [32]. Dodatkowo, w odpowiedzi nasygnaly pochodzace
z uszkodzonych tkanek, pojawia si¢ ostra reakcja zapalna, ktora poglebia uszkodzenie [29],
[33]. Dochodzi do aktywacji mikrogleju, ktory zaczyna wydziela¢ czynniki prozapalne, takie
jak TNFo (czynnik martwicy nowotwordow a; Zang. tumor necrosis factor a), IL-1B
(interleukina 1P), czy IL-6 (interleukina 6). Po kilku dniach rozpoczyna si¢ etap przebudowy

uszkodzonej tkanki nerwowej, ktorej towarzyszy przewlekty stan zapalny [28] (Ryc. 1).
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Rycina 1. Schemat patofizjologii hipoksyjno-ischemicznego uszkodzenia mozgu. Wskutek urazu
niedotlenieniowo-niedokrwiennego dochodzi do zaburzenia pracy ATP-zaleznej pompy sodowo-potasowej.
Nastepuje wewngtrzkomorkowe gromadzenie jonoéw Na*, Cl-, Ca?* i wody co skutkuje cytotoksycznym obrzekiem
neurondéw iich nekrotyczna $miercig. Na skutek zaburzenia homeostazy jonowej zostaje utracony potencjat
btonowy, dochodzi do uwalniania neuroprzekaznikoéw do przestrzeni synaptycznej, gtéwnie glutaminianu, co
prowadzi do nadmiernego pobudzenia receptorow NDMA i AMPA i w konsekwencji do wtornego naptywu jonéw
Ca®*. Zbyt wysokie stezenie jonéw wapnia aktywuje szereg proceséw wewnatrzkomorkowych, ktére prowadza
do uszkodzenia mitochondriéw, tworzenia apoptosomu i wywotuja stres oksydacyjny, co skutkuje opdzniong
$miercig komorki na drodze apoptozy. Sygnaly, ktére docierajg z umierajgcych komorek, powodujg rozwoj reakc;ji

zapalnej. Rycina utworzona przy pomocy programu BioRender.com.
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1.2. Rozwdj reakcji zapalnej w encefalopatii niedotlenieniowo-niedokrwiennej

1.2.1. Komorki glejowe
Mikroglej i astrocyty sa wysoce wrazliwymi komoérkami glejowymi, ktore diametralnie
zmieniajg swoje cechy w odpowiedzi na udar. Profilowanie transkryptomiczne wykazato, ze
zarowno mikroglej, jak iastrocyty byly wzbogacone w geny zwigzane ze szlakiem
pochlaniania synaps, W tym receptory fagocytarne, czasteczki wewnagtrzkomorkowe i1 opsoniny
[34]. Jednakze w niniejszym podrozdziale skupiono si¢ wytacznie na mikrogleju, poniewaz

badania wchodzace w sktad dysertacji prowadzone byly wylacznie natych komorkach
glejowych.

1.2.1.1. Mikroglej

Komorki mikrogleju sa pierwszymi, ktore reaguja na hipoksj¢ ischemiczng i odgrywaja
kluczowa role wrozwoju stanu zapalnego. W przeciwienstwie do komorek makrogleju
I neurondw, mikroglej pochodzi z mezodermy. U gryzoni, wokoto 9. dniu rozwoju
zarodkowego (a u ludzi w czwartym tygodniu), w mezodermie pecherzyka zottkowego tworzg
si¢ wyspy krwiotworcze, ktore produkuja elementy morfotyczne krwi. W tych wyspach
powstaja prymitywne makrofagi, ktore nastgpnie migruja do neuroepitelium i osiedlaja si¢
w moézgu. Po utworzeniu bariery krew-moézg, w normalnych warunkach, monocyty (makrofagi,
ktore jeszcze nie zasiedlity tkanki) nie majg dostgpu do mozgu. Populacja mikrogleju w mozgu
szacunkowo stanowi 8-15% wszystkich komorek tego narzadu, w zaleznosci od jego obszaru.
Mikroglej jest najmniej liczny w istocie biatej, a najliczniejszy w korze mézgowej [35], [36],
[37].

W warunkach fizjologicznych kazda komodrka mikrogleju zajmuje okreslony obszar
w moézgu. W stanie spoczynku komorki mikrogleju maja liczne, cienkie, rozgalezione
wypustki, a ich ciato komorkowe jest mate. Wypustki te dynamicznie zmieniajg swojg dlugosc¢
W poszukiwaniu patogenow. W przypadku patologii, komorki mikrogleju przechodza
transformacj¢ W form¢ ameboidalng. Aktywowany mikroglej jest zdolny do migracji,
proliferacji i fagocytozy [38], [39].

Na powierzchni komoérek mikrogleju znajdujg sie roznorodne receptory, ktore maja
kluczowe znaczenie w ich aktywacji. Dochodzi do niej przez receptory TLR (z ang. toll-like

receptor), ktore rozpoznaja tzw. ,,wzorce molekularne”. Sa to specyficzne struktury
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molekularne, ktore mogg pochodzi¢ z patogennych mikroorganizméw (PAMPs, z ang.
pathogen-associated molecular patterns), jak np. LPS (lipopolisacharyd, sktadnik zewnetrznej
btony bakterii Gram-ujemnych), wirusowe i bakteryjne RNA (kwas rybonukleinowy, z ang.
ribonucleid acid). Receptory TLR moga rowniez rozpoznawa¢ endogenne czgsteczki zwigzane
z uszkodzeniem tkanek (DAMPs, z ang. endogenous damage-associated molecular patterns),
takie jak np. kwasy nukleinowe, biatka szoku cieplnego (HSP60, z ang. heat shock protein 60
kilodalton, HSP70, z ang. heat shock protein 70 kilodalton), oraz ATP [40], [41], [42].
W odpowiedzi na aktywacj¢ receptorow TLR, mikroglej wytwarza iuwalnia réznorodne
cytokiny prozapalne, w tym IL-1a, IL-1p oraz IL-18, ktore prowadza do trwatego uszkodzenia
neuronow [43], [44]. Interleukina 6, klasyfikowana jako cytokina prozapalna, moze réwniez
wykazywac dziatanie przeciwzapalne. Cho¢ jej rola w hipoksji-ischemii okotoporodowej nie
jest do konca jasna, blokowanie IL-6 wykazato dziatanie ochronne na mozg, sugerujac jej
prozapalny charakter w kontekscie tego urazu [45]. Aktywny mikroglej wydziela réwniez
TNFa, ktory indukuje apoptoze komorek, szczegdlnie oligodendrocytéw, co skutkuje
op6zniong micelinizacja neurondéw [46], [47]. Mikroglej moze roéwniez produkowaé
metaloproteinaz¢ 9 (MMP-9, z ang. matrix metalloproteinase-9), ktora degraduje biatka
tworzace barier¢ krew-mozg, prowadzac do jej rozszczelnienia oraz syntaze tlenku azotu (NOS,
z ang. nitric oxide synthase), co skutkuje nadmierng produkcja tlenku azotu i moze prowadzié
do bezposredniego uszkodzenia sktadnikoéw komorek [48], [49]. W warunkach hipoksyjno-
ischemicznych  mikroglej moze zosta¢é  aktywowany przez ~ATP.  Stezenie
zewnatrzkomorkowego ATP wzrasta W ciggu kilku minut po hipoksji-ischemii na skutek
depolaryzacji blony komdrkowej neuronow. Podwyzszone stezenie ATP aktywuje receptory
purinergiczne na powierzchni komoérek mikrogleju, co prowadzi do uwolnienia mediatoréw
prozapalnych, takich jak IL-1a, IL-1B, IL-6 i TNFa [41], [50]. Ponadto mikroglej moze zostaé
aktywowany w wyniku utraty kontaktu z neuronami. W warunkach fizjologicznych mikroglej
I neurony utrzymujg staty kontakt dzigki interakcji receptora CX3CR1 (receptor chemokinowy
1 zmotywem C-X3-C) zlokalizowanego na mikrogleju z fraktalking — chemoking
zakotwiczong W blonie neuronu, atakze dzigki receptorowi CD200R, ktory taczy sie
z glikoproteing CD200 (antygen réznicowania komorkowego 200) na powierzchni neuronow.
Interakcje te utrzymuja mikroglej w stanie spoczynku, aich zaburzenie prowadzi do jego
aktywacji. Aktywowany mikroglej wytwarza réwniez szereg innych bialek prozapalnych.
Nalezg do nich migdzy innymi biatko zapalne makrofagow MIP-2 (z ang. macrophage
inflammatory protein-2) i chemokina CCL2 (ligand chemokinowy 2 z motywem C-C), ktore

dziataja jako chemoatraktanty dla makrofagow, oraz COX-2 (cyklooksygenaza 2),
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odpowiedzialna za synteze prostaglandyn. Co cickawe, W ptynie moézgowo-rdzeniowym dzieci
po okotoporodowej hipoksji-ischemii, zostalo wykryte wysokie st¢zenie prostaglandyn.
Badania wykazaly, ze cho¢ prostaglandyny moga wywotywaé zaré6wno korzystne, jak
i szkodliwe efekty po hipoksji-ischemii, to ich farmakologiczne hamowanie wykazuje dziatanie

neuroochronne w przypadku uszkodzen mozgu i rdzenia kr¢gowego u dorostych [51].

Nalezy podkresli¢, ze komoérki mikrogleju moga uczestniczy¢ takze w procesach
naprawczych [52]. Ta dualistyczna rola wynika zroéznych stanéw aktywacji komorek.
Mikroglej posiada zdolno$¢ do polaryzacji, czyli zmiany swojego fenotypu pod wpltywem
czynnikow zewnetrznych, takich jak cytokiny czy LPS. W wyniku tej zmiany, produkcja biatek
w komorce mikrogleju ulega przeksztalceniu, a na jej powierzchni pojawiaja sie¢ specyficzne
markery. W warunkach in vitro, w zaleznosci 0d zastosowanej substancji, mikroglej moze
przyjac fenotyp M1, ktory wiaze si¢ z wydzielaniem cytokin i innych substancji prozapalnych,
prowadzac do uszkodzenia tkanek. Z drugiej strony, mikroglej moze rowniez przyjac¢ fenotyp
M2, ktory wytwarza czynniki wzrostu i cytokiny przeciwzapalne, redukujac stan zapalny
I wspomagajac procesy naprawcze W uszkodzonej tkance [53]. Kluczowe jest to, ze mikroglej
moze przejs¢ zfenotypu M1 (prozapalnego) do M2 (naprawczego) w odpowiedzi
na zmieniajace si¢ warunki Srodowiskowe. Mikroglej o fenotypie M1 wydziela cytokiny
prozapalne, takie jak interleukiny: IL-1p, IL-2, IL-6, IL-12, IL-18, IL-23; TNFa, CCL2, CCL20
(ligand chemokinowy 20 z motywem C-C), CXCL9 (ligand chemokinowy 9 z motywem
C-X-C), CXCL10 (ligand chemokinowy 10 z motywem C-X-C), COX-2, metaloproteinazy,
ROS (reaktywne formy tlenu, z ang. reactive oxygen species), RNS (reaktywne formy azotu,
z ang. reactive nitrogen species) oraz iNOS (indukowalng syntaz¢ tlenku azotu, z ang.
inducible nitric oxide synthase), ktore prowadzg do uszkodzenia bariery krew-moézg [54], [55],
[56], [57], [58], [59], [60]. Skutkiem tego jest infiltracja tkanki przez leukocyty, ktore rowniez
uwalniajg cytokiny prozapalne, a takze reaktywne formy tlenu i azotu, co prowadzi do dalszych
uszkodzen neurondéw. Natomiast mikroglej w stanie M2 wydziela czynniki troficzne:
transformujacy czynnik wzrostu B (TGF-B, zang. transforming growth factor-p),
insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (IGF-1, z ang. insulin-like growth factor-1), czynnik
wzrostu fibroblastow (FGF, z ang. fibroblast growth factor), czynnik wzrostu nerwow (NGF,
z ang. nerve growth factor), neurotroficzny czynnik pochodzenia mozgowego (BDNF, z ang.
brain-derived neurotrophic factor) i czynnik neurotroficzny pochodzenia glejowego (GDNF,
zang. glial cell-derived neurotrophic factor) oraz cytokiny przeciwzapalne, takie jak

interleukina 4 (IL-4) iinterleukina 10 (IL-10), ktére zmniejszajg liczb¢ makrofagow

34



w uszkodzonej tkance mozgowej, a takze wspomagaja aktywacje procesow naprawczych [61],
[62]. Mikroglej o fenotypie M2 prezentuje charakterystyczne markery takie jak arginaza 1,
CD206 (antygen rdéznicowania komoérkowego 206) [59], [60]. W pierwszych godzinach
i dniach po niedokrwieniu zwykle dochodzi do aktywacji mikrogleju o fenotypie M1, co nasila
stan zapalny i poglebia uszkodzenie. Z uptywem czasu, mikroglej przechodzi w fenotyp M2,
ktory sprzyja regeneracji. Badania wskazuja, ze catkowite zablokowanie aktywacji mikrogleju
po niedokrwieniu nie jest korzystne, poniewaz moze prowadzi¢ do wigkszych uszkodzen
mozgu. Obecnie badania koncentrujg si¢ na modulowaniu aktywnosci mikrogleju, aby

dominowat fenotyp M2, co miatoby efekt ochronny dla mozgu [55], [63], [64].

1.2.1.1.1. Wewnatrzkomérkowe szlaki sygnalowe zaangazowane w aktywacje
mikrogleju

Kinaza serynowo-treoninowa AKT odgrywa istotng role w regulacji fizjologii
i aktywacji mikrogleju. AKT jest kluczowym enzymem w szlaku sygnalizacyjnym kinaz
fosfatydylo-3-inozytolu (PI13K)-AKT, ktory jest aktywowany w mikrogleju w nastepstwie
aktywacji receptorow takich jak CSF-1R (receptor czynnika stymulujgcego tworzenie
kolonii 1, zang. colony stimulating factor 1 receptor), TREM2 (receptor wyzwalajacy
wyrazany na komoérkach mieloidalnych 2 z ang. triggering receptor expressed on myeloid cells
2), CX3CR1 oraz receptorow toll-podobnych (TLR) [65], [66]. Po zwigzaniu liganda, PI3K
katalizuje przemiang fosfatydyloinozytolu-4,5-bisfosforanu (PIP.) w fosfatydyloinozytol-
3,4,5-trisfosforan (PIPs), co prowadzi do rekrutacji kinazy AKT do btony, fosforylacji reszty
seryny 473 oraz treoniny 308, co skutkuje pelng aktywacja enzymu. Aktywowany AKT
fosforyluje nastepnie szerokie spektrum substratow, w tym GSK3 (kinaza syntazy glikogenu-
3 B, zang. glycogen synthase kinase-3 f), mTOR (kinaza ssaczego celu rapamycyny,
z ang. mammalian target of rapamycin kinase), czynniki transkrypcyjne FOXO (podklasa
O czynnika transkrypcyjnego forkhead, z ang. forkhead box O) oraz NF-xB (z ang. nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), koordynujgc réznorodne procesy
komorkowe, takie jak przezycie, metabolizm, ruchliwo$¢, a takze moduluje uktad

odporno$ciowy [67].

Istnieje wiele doniesien wskazujacych, ze w mikrogleju aktywno$¢ AKT jest $cisle
powigzana Z polaryzacja fenotypowa. Wzmocnienie sygnalizacji AKT sprzyja
neuroprotekcyjnemu, przeciwzapalnemu fenotypowi M2, charakteryzujagcemu si¢ zwigkszong

ekspresja interleukiny 10, antagonisty receptora IL-1 (IL-1Ra) oraz interferonu  (IFN-p).
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Natomiast zahamowanie sygnalizacji AKT przesuwa mikroglej w kierunku prozapalnego
fenotypu M1, prowadzac do zwigkszonej produkcji tlenku azotu, TNF-a, IL-1B, IL-6 oraz
innych mediatorow zapalnych [68], [69], [70].

Szlak kinazy ERK jest koncowym i zarazem kluczowym elementem szlaku sygnalizacji
MAPK (kinazy biatkowej aktywowanej mitogenami, Z ang. mitogen-activated protein kinase).
Kaskada MAPK jest uruchamiana przez réoznorodne bodzce zewngtrzne, takie jak czynniki
wzrostu, hormony czy stres komoérkowy, co prowadzi do aktywacji procesow komorkowych,
w tym glownie proliferacji i roznicowania, ale takze W pewnych warunkach moze wywotaé
odpowiedz nastres lub apoptoz¢ [71], [72]. Wiadomo, ze ERKI1/2 jest nieprawidtowo
eksprymowany w réznych modelach niedokrwienia mézgu. Jednak efekty sygnalizacji ERK1/2
I mechanizmy dziatania r6znig si¢ W zaleznos$ci od modelu niedokrwienia [73], [74], [75].
Aktywowany (fosforylowany) ERK1/2 przechodzi do jadra komérkowego, gdzie aktywuje
liczne czynniki transkrypcyjne, reguluje ekspresje gendéw oraz wplywa nawiele funkcji
komorkowych, ostatecznie indukujgc procesy naprawcze lub $mieré komorki [76]. Aktywacja
ERK w mikrogleju moduluje sygnalizacj¢ zapalng, aktywnos¢ fagocytarng i ekspresje cytokin.
W modelu przej$ciowej okluzji tetnicy $rodkowej mozgu (tMCAO, z ang. transient middle
cerebral artery occlusion) aktywacja kanatéw potasowych BK (z ang. big potassium) zwieksza
ekspresj¢ p-ERK1/2 w mikrogleju i sprzyja usuwaniu szczatkow neurondéw [77]. Ponadto,
aktywacja ERK moze hamowaé translokacj¢ NF-kB do jadra w komoérce mikrogleju, tym
samym hamujac prozapalng polaryzacje M1 [78].

1.2.2. Uklad dopelniacza

Reakcja zapalna po asfiksji okotoporodowej jest jednym z kluczowych czynnikow
odpowiedzialnych za uszkodzenie OUN. Charakteryzuje si¢ aktywacja mikrogleju, migracja
makrofagéw obwodowych, uwalnianiem cytotoksycznych i prozapalnych cytokin i chemokin
oraz fagocytozg uszkodzonych i nieuszkodzonych neuronow [45], [79], [80]. Rosngca liczba
badan wskazuje, ze uktad dopetniacza jest rowniez waznym sktadnikiem odpowiedzi zapalne;j
oraz odgrywa kluczowa role w promowaniu neurodegenracji po niedotlenieniu-niedokrwieniu
[81]. Uktad dopetniacza sktada si¢ z ponad 50 roznych biatek zwigzanych z osoczem i btong
komorkowa, dziatajacych synergistycznie. Aktywacja dopetniacza obejmuje kaskade¢ reakcji
enzymatycznych inieenzymatycznych. Istniejg trzy S$ciezki aktywacji — klasyczna,
alternatywna i lektynowa — wszystkie prowadza do powstania dwoch kluczowych enzymow,

konwertazy 3 (C3) i konwertazy 5 (C5), a w koncowym etapie do utworzenia kompleksu
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atakujgcego btong¢ (MAC, z ang. membrane attack complex), co prowadzi do przerwania

ciggtosci btony komoérkowej, a w konsekwencji do $mierci komorki [82], [83], [84] (Ryc. 2).

Szlak klasyczny aktywowany jest poprzez wigzanie kompleksow przeciwcialo-antygen,
komorek apoptotycznych, biatka C-reaktywnego (CRP, zang. C-reactive protein) lub
pecherzykéw neuronalnych z biatkiem C1q. Szlak lektynowy inicjowany jest poprzez wigzanie
lektyny wigzacej mannoz¢ (MBL) zresztami mannozowymi obecnymi na powierzchni
patogenu. Szlak alternatywny moze by¢ aktywowany spontaniczng hydroliza sktadnika C3,
pelni jednak réwniez role petli amplifikacyjnej dla pozostatych szlakow. Wszystkie trzy drogi
aktywacji zbieznie prowadza do enzymatycznego rozszczepienia biatka C3 — centralnej
czasteczki uktadu dopetniacza, ktéra warunkuje jego funkcje. Biatko dopetniacza C3 jest
rozszczepiane przez konwertaze C3 na dwa fragmenty: C3a, ktory aktywuje komorki tuczne
i makrofagi oraz sprzyja rozwojowi stanu zapalnego, oraz C3b, ktory pelni funkcje¢ opsoniny
dla drobnoustrojow. W kolejnym etapie kaskady aktywacyjnej dochodzi do rozszczepienia
sktadnika C5 na C5a — bedacego mediatorem odpowiedzi zapalnej — oraz C5b, ktory wigze si¢
z C6, C7, C8 i C9, tworzac kompleks atakujacy btone (MAC, C5b-9). Podstawowa funkcja
uktadu dopetniacza jest opsonizacja —,,znakowanie” patogenoéw i uszkodzonych komorek przez
biatka dopetniacza, co prowadzi do ich eliminacji przez krazace makrofagi, ktore posiadajg
na swojej powierzchni receptory dla biatek dopetniacza. MAC moze réwniez stymulowac
komorki do uwalniania czgsteczek zapalnych. Co wiecej, biatka C3 i C5 mogg rekrutowac
leukocyty do miejsc uszkodzenia. Po niedokrwieniu, biatka dopeilniacza przechodza przez
uszkodzong barier¢ krew-mozg do mozgu, chociaz moga by¢ rowniez wytwarzane lokalnie
w OUN, glownie przez komorki glejowe — mikroglej i astrocyty, ale takze przez neurony [85],
[86], [87]. Na powierzchni komodrek mikrogleju wystepuja licznie receptory dla biatek Clq
i C3, ktore odgrywaja kluczowg rolg w fagocytozie potaczen nerwowych [88], [89], [90].
Astrocyty sg gtownym zrodtem biatka C3 [91] i dodatkowo wyrazajg biatka C4 i C9 [92]. Co
wiecej, neuronalna ekspresja biatek dopelniacza, takich jak Clq, C2, C3, C4, C5, Ce6, C7, C8
i C9, atakze receptorow C5a i C3a zostala potwierdzona zarowno w badaniach in vivo, jak
I invitro [93], [94], [95]. Ostatnie doniesienia wskazuja na udziat bialek uktadu dopetniacza
w neurogenezie i eliminacji synaps [96], [97]. Wykazano, ze biatka Clq i C3 opsonizuja
stabsze synapsy, przeznaczone do eliminacji przez fagocytozg, poprzez interakcjg
ze specyficznym receptorem obecnym na mikrogleju. Ze wzgledu na te rolg, mikroglej jest
obecnie uwazany za czwarty sktadnik ,,synapsy czteroczionowej”, oprocz astrocytow oraz

zakonczen pre- i postsynaptycznych [98]. Eliminacja zbednych synaps jest niezwykle waznym
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krokiem w rozwoju OUN, determinujgcym tworzenie precyzyjnych potgczen synaptycznych.
Z drugiej strony, nadmierna aktywacja uktadu dopelniacza moze by¢ odpowiedzialna za
patofizjologi¢ szeregu schorzen. Dane opublikowane przez zespdét Michailidou (2018)
w mysim modelu eksperymentalnego autoimmunologicznego zapalenia mézgu i rdzenia (EAE)
wskazujg, ze 0§ C1g-C3 odgrywa kluczowsg role w utracie synaps [99]. Silna akumulacja obu
sktadnikow dopelniacza w synapsach iich kolokalizacja zreceptorem dlabiatka C3
posrednicza W przekazywaniu sygnaléw, ktére moga zwigkszaé dostepnos¢ synaps
do fagocytozy przez mikroglej [100]. Aktywacja dopetniacza po niedokrwieniu U dorostych
gryzoni promuje stres neurondOw poprzez oznaczanie nie tylko uszkodzonych, ale takze
zdrowych neuronéw do eliminacji przez mikroglej, co przyczynia si¢ do ich eliminacji
I nadmiernego uszkodzenia sieci synaptycznych [101]. U myszy, u ktorych wywotano udar
zatorowy, aktywacja dopetniacza i opsonizacja synaps hipokampa przez sktadnik dopetniacza
C3b spowodowata ciagta, zalezng od mikrogleju fagocytoze tych synaps, prowadzacg do utraty
gestosci synaptycznej [102]. Przedstawione powyzej wyniki badan na dorostych modelach
zwierzecych wykazaty, ze w ostrej fazie po urazie niedokrwiennym indukowana jest $mieré
neuronéw, a aktywacja uktadu dopelniacza przyczynia si¢ do niszczenia potaczen
synaptycznych przez mikroglej. Natomiast w p6znej fazie uktad dopetniacza bierze udziat
w przebudowie sieci neuronalnej i jest zaangazowany W neurogeneze oraz przyczynia si¢

do regeneracji uszkodzonej tkanki [81], [103].

1.2.2.1. Rola ukladu dopelniacza w asfiksji okoloporodowej

Rola ukladu dopetniacza w uszkodzeniu mozgu noworodka W nastepstwie
niedotlenienia-niedokrwienia nie jest do konca poznana. Aktywacje dopelniacza w OUN
wykazano w modelach HIE u gryzoni [104]. Ponadto, nieliczne dostepne badania kliniczne
przeprowadzone unoworodkow dotknigtych encefalopatig niedotlenieniowo-niedokrwienng
wskazaly na aktywacj¢ uktadu dopetlniacza w mozgu i/lub w ptynie mozgowo-rdzeniowym
(CSF, zang. cerebrospinal fluid) [105], [106]. Wyniki badan dotyczacych hamowania
aktywnos$ci uktadu dopelniacza w zwierzgcych modelach asfiksji okoloporodowej sa
niejednoznaczne. Wykazano, ze podawanie inhibitora dla uktadu dopetniacza — czynnika jadu
kobry (CVF, z ang. cobra venom factor) zmniejszato rozmiar uszkodzenia mozgu oraz atrofii
u noworodkow szczurzych w modelu neonatalnej Hl, a takze obnizato ekspresj¢ sktadnika C3
[104]. Natomiast pozniejsze badania prowadzone przez grupe Figueroa nie potwierdzity
korzystnego efektu podawania CVF [107]. Opisano rowniez korzystny efekt zahamowania

klasycznej, zaleznej od C1q, $ciezki aktywacji po niedotlenieniu-niedokrwieniu u myszy [108].
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Wyciszenie genu Clg zapewniato istotng i dlugotrwata neuroprotekcje, przejawiajacg sie
zmniejszeniem obszaru uszkodzenia oraz poprawa funkcji poznawczych w poréwnaniu
z myszami typu dzikiego. Ta sama grupa badawcza udowodnita ponadto, ze neurony myszy
Clq(-/-) wykazuja wickszg odpornos¢ na niedotlenienie-niedokrwienie, co zwigzane jest
Zz zachowang funkcjg mitochondrialnego oddychania w komodrkach oraz ze zmniejszong
produkcja reaktywnych form tlenu. Wyniki te podkreslaja znaczenie klasycznej, $ciezki

aktywacji uktadu dopetniacza po asfiksji okotoporodowe;.

Z drugiej strony, wyniki badan Jarlestedt i wsp. (2013) sugeruja, ze peptyd C3a dziata
neuroprotekcyjnie w przypadku uszkodzen mézgu wywotanych neonatalng hipoksjg-ischemia
[109]. Korzystny wptyw C3a zostal rowniez potwierdzony przez wyniki opublikowane przez
Moran iwsp. (2017) oraz Pozo-Rodrigalvarez iwsp. (2021) [110], [111]. Wykazano, zZe
podanie C3a droga donosowa zmniejszalo neurodegeneracj¢ oraz reaktywna glejoze

w hipokampie i tagodzito uposledzenie funkcji poznawczych wywotane przez HI.

Kolejnym etapem aktywacji klasycznej $ciezki dopelniacza jest konwersja C5,
co prowadzi do powstania rozpuszczalnego biatka C5a oraz C5b, ktore wigze si¢ z blong
komoérkowsa. Prozapalne C5a, dziatajac poprzez receptor C5aR znajdujacy sie przede
wszystkim w mikrogleju, uczestniczy w rekrutacji i aktywacji leukocytow oraz przyspiesza
uszkodzenie mézgu po niedokrwieniu. Wzrost poziomu biatek C5a i C5aR obserwowano
po neonatalnej HI u myszy, natomiast, terapeutyczna hipotermia obnizata ekspresj¢ obu

biatekco w konsekwencji miato efekt neuroprotekcyjny [112].

Ostatnim sktadnikiem powstajacym w wyniku aktywacji klasycznej $ciezki dopetniacza
jest C9. Skladnik dopelniacza C9 jest gtéwnym bialkiem cytolitycznym, ktore taczy sie
z kompleksem MAC i prowadzi do niszczenia bton komérkowych. Badania przeprowadzone
przez Schultza iwsp. (2005) post mortem (ztac. po$miertnie) na mézgach noworodkoéw
po HIE, wykazaly ztogi C9 w neuronach hipokampa [105]. Inne badania wykazaty, ze
U noworodkoOw myszy z wyciszonym genem C9 zmniejszato si¢ poischemiczne uszkodzenie
mozgu, podczas gdy odwrotne dzialanie zauwazono po podaniu C9 [113]. Zgodnie z nasza
wiedza, brak jest informacji dotyczacych roli uktadu dopetniacza w procesie eliminacji synaps

po neonatalnej HI.

Przedstawione badania wskazuja, ze hamowanie reakcji zapalnej, wtym kaskady
uktadu dopetniacza, spowodowanej okotoporodowym niedotlenieniem-niedokrwieniem, moze

mie¢ dzialanie neuroprotekcyjne. Nalezy jednak podkresli¢, ze ostabienie aktywnos$ci uktadu
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dopetniacza w niedojrzalym médzgu moze mie¢ rowniez niekorzystne konsekwencje, poniewaz
jest on zaangazowany W procesy rozwojowe i regeneracyjne [81]. Dlatego istnieje potrzeba
opracowania strategii terapeutycznej, ktéra moze modulowa¢ aktywnos¢ uktadu dopetniacza

po HI bez catkowitego blokowania jego korzystnych funkcji W rozwijajgcym si¢ mozgu.

Klasyczna sciezka
aktywowana przez: kompleks antygen-
przeciwciato,
komorki apoptotyczne, reaktywne biatko C
(CRP), B-Amyloid, fosfo-tau,
pechezryki neuronéw
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Rycina 2. Schemat aktywacji ukladu dopelniacza w warunkach niedotlenienia-niedokrwienia. Klasyczny
szlak jest uruchamiany przez wigzanie komplekséw przeciwciato-antygen, komorek apoptotycznych, CRP,
B-amyloidu, fosfo-tau lub pecherzykéw neuronalnych do C1q. C1 sktada si¢ z C1qg, C1r i Cls, a wigzanie Clq
z wymienionymi sktadnikami zmienia konformacje¢ C1 i aktywuje proteazg Cls. Aktywna Cls rozszczepia C4
do C4a i C4b oraz C2 do C2a i C2b, atakze tworzy konwertazg C3 (C4b2a), ktora rozszczepia C3 na dwa
fragmenty, C3b, ktdry moze opsonizowaé patogeny mikrobiologiczne, oraz C3a, ktory aktywuje komorki tuczne
i makrofagi oraz promuje stan zapalny. C3b moze wigzac¢ sie z C4b2a, tworzac konwertaze C5 (C4b2a3b). C5 jest
rozszczepiany, tworzac C5a, ktdry promuje stan zapalny i C5b, ktory wigze si¢ z C6, C7, C8 i C9 itworzy
kompleks atakujacy btone (MAC), ktory umozliwia lize¢ komoérek. Zmodyfikowano na podstawie pracy Ziabska
i wsp. (2025) [114]. Rycina utworzona przy pomocy programu BioRender.com.

40



1.3. Metody leczenia encefalopatii niedotlenieniowo-niedokrwiennej

Liczba zgondéw noworodkéw na §wiecie W ciggu ostatnich blisko 30 lat zmniejszyta si¢
ponad dwukrotnie — z 5 milionow w 1990 roku do 2,3 miliona w 2022 roku [4]. Gléwna
przyczyna tego spadku to znaczna poprawa opieki okotoporodowej. Jednak w 2022 r. prawie
potowa (47%) wszystkich zgondéw dzieci W wieku ponizej 5 lat miata miejsce w okresie
noworodkowym (do 28 dnia zycia) [4]. Dlatego tez poszukiwanie skutecznych metod leczenia
oraz prowadzenie badan klinicznych dotyczacych nowoczesnych terapii schorzen noworodkow
stanowi powazne wyzwanie zaréwno dla badaczy, jak i dla przemystu farmaceutycznego.
W okresie noworodkowym, z uwagi na szybkie zmiany rozwojowe, istnieje wysokie ryzyko
wystgpienia powaznych skutkéw ubocznych stosowania nowych lekow [115]. Dlatego
nieustannie istnieje potrzeba prowadzenia badan, ktére pozwola lepiej zrozumie¢ mechanizmy

zaburzen szczegdlnie dotykajacych ta niezwykle wrazliwag grupe pacjentow.

W patogenezie hipoksyjno-ischemicznego uszkodzenia mozgu wyréznia si¢ dwie fazy:
faz¢ wezesnag i fazg opdzniong. W fazie wezesnej pierwotne uszkodzenie neurondow rozpoczyna
si¢ juz W ciggu kilku minut po zatrzymaniu doptywu krwi do mézgu. Do fazy opdznionej
dochodzi po ok. 6 godzinach po niedokrwieniu-niedotlenieniu. W czasie tych pierwszych
6 godzin wystepuje tzw. ,,0kno terapeutyczne”, w ktorym mozna proébowac zatrzymaé lub
zniwelowaé dalsze uszkodzenia moézgu migdzy innymi poprzez hamowanie odpowiedzi

zapalnej [33] (Ryc. 3).
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Rycina 3. Schemat chronologii proceséw zachodzacych w mézgu po urazie niedotlenieniowo-
niedokrwiennym. W fazie wczesnej uszkodzenia mézgu po urazie niedotlenieniowo-niedokrwiennym dochodzi
do glebokiego kryzysu energetycznego W neuronach, nadmiernego pobudzenia receptorow NMDA
(ekscytotoksycznosei) i naptywu jonéw wapnia do wnetrza komorek. Prowadzi to do uruchomienia proceséw
skutkujacych nekrotyczng $miercia neuronow. W fazie op6znionej, sygnaly pochodzace z umierajacej tkanki
aktywuja komorki stanu zapalnego. Dochodzi do wtornego kryzysu energetycznego. Czynniki wydzielane przez
komorki stanu zapalnego powoduja rozszczelnienie bariery krew-mozg. Wskutek tego dochodzi do powickszenia
obszaru uszkodzenia. Obecnie badania skupiaja si¢ na zahamowaniu rozwoju stanu zapalnego w uszkodzonym

mozgu. Rycina utworzona przy pomocy programu BioRender.com.

Pomimo coraz szerszej wiedzy o mechanizmach patologicznych, ktére towarzysza
encefalopatii  niedotlenieniowo-niedokrwiennej,  prowadzacych  do $mierci  komorek
nerwowych, dotychczas nie opracowano skutecznego postepowania, ktére mogloby zapobiec

uszkodzeniu mézgu noworodka lub cho¢by ograniczy¢ jego konsekwencje.

Terapia u dzieci, u ktorych wystapito niedotlenienie-niedokrwienie okotoporodowe,
skupia si¢ glownie na leczeniu objawowym. U takich pacjentéw monitoruje si¢ poziom
glukozy, ci$nienie tetnicze oraz farmakologicznie kontroluje drgawki [116]. Zgodnie
z europejskimi  wytycznymi resuscytacji od 2010 roku, unoworodkéw z encefalopatig
niedotlenieniowo-niedokrwienng jako metode neuroprotekcji o§rodkowego uktadu nerwowego
stosuje si¢ hipotermi¢ (obnizenie temperatury wewnetrznej organizmow statocieplnych ponizej
normalnego zakresu jej zmian). Pomaga to zapobiegac zapasci energetycznej i w konsekwencji
$mierci neuronow, a takze zmniejsza nasilenie drgawek i ogranicza reakcje zapalne [117].
Wyrdznia si¢ dwie techniki chtodzenia: pierwsza to selektywne chtodzenie mézgu (SBC, z ang.

selective brain cooling) [118], a druga to wprowadzenie dziecka w hipotermi¢ ogdlng (WBC,
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z ang. whole body cooling) [119]. Stosowanie hipotermii terapeutycznej polega na obnizeniu
temperatury ciata noworodka do 33,5-34°C w ciggu pierwszych 6 godzin zycia i utrzymaniu jej
przez nastepne 72 godziny. Pierwsze badania pilotazowe dotyczace leczenia encefalopatii
hipoksyjno-ischemicznej tg metoda rozpoczety si¢ na poczatku XXI wieku, a ich podstawg byty
obiecujace wyniki doswiadczen na modelach zwierzecych [120], [121], [122], [123], [124].
Metoda ta szybko zostata wprowadzona do badan klinicznych, ktoére poréwnywaty efekty
obnizania temperatury calego ciala i glowy. Jednakze efektywno$¢ stosowania hipotermii
zalezy od wielu czynnikow, takich jak czas rozpoczecia terapii, etiologia i zakres uszkodzenia.
Optymalne efekty terapeutyczne sa widoczne gtéwnie w przypadku umiarkowanej i lekkiej
ENN [125]. Stosowanie hipotermii skutkuje zmniejszeniem liczby powaznych powiktan, takich
jak padaczka czy porazenie mozgowe [126]. Istnieja jednak przeciwwskazania do stosowania
tej terapii, takie jak niska masa urodzeniowa noworodkow (<1500 g) czy przedwczesny pordd,
poniewaz obnizenie temperatury ciata moze w takich przypadkach prowadzi¢ do zwigkszone;j
$miertelnosci [127]. Pomimo obiecujagcych wynikow hipotermii, dzieci w wieku szkolnym,
u ktorych zastosowano ta terapi¢ W okresie noworodkowym, borykaly si¢ problemami

neurorozwojowymi, w tym zaburzeniami istoty biatej [128].

Zrozumienie mechanizmu $mierci komorek nerwowych wywotlanej urazem
niedotlenieniowo-niedokrwiennym  pozwolito ~ naopracowanie = rdznych  strategii
terapeutycznych. Na platformie ClinicalTrials.gov, prowadzonej przez amerykanski Narodowy
Instytut Zdrowia, zarejestrowano od 1999 roku 226 roéznych badan klinicznych dotyczacych
leczenia encefalopatii hipoksyjno-ischemicznej [129]. Niemal jedna trzecia z tych badan
dotyczy hipotermii terapeutycznej. Aktualnie rozwazane sg alternatywne metody leczenia, takie
jak zastosowanie mannitolu czy erytropoetyny, jednak rowniez one wigza si¢ z ryzykiem
wystgpienia dziatan niepozgdanych, m.in. zaburzen funkcji nerek [130]. W ramach badan
klinicznych, oprocz mannitolu i erytropoetyny, analizowane sa roOwniez inne zwiazki, takie jak:
melatonina, allopurynol, siarczan magnezu, topiramat [131], [132], [133], [134]. Z kolei
badania przedkliniczne skupiajg si¢ na zastosowaniu przeciwutleniaczy (np. resweratrolu),
substancji przeciwzapalnych (np. azytromycyny) oraz zwigzkdw zmniejszajacych
ekscytotoksyczno$¢, jak agoni$ci receptorow kannabinoidowych [134]. Wséréd nowych
strategii terapeutycznych rosngca popularnoscig ciesza si¢ leki biologiczne, takie jak
allogeniczne preparaty komorkowe czy autologiczne komoérki macierzyste z krwi
pepowinowej. W ostatnich latach na znaczeniu zyskuja rowniez komoérki macierzyste obecne

w kobiecym mleku [135]. Badania przedkliniczne wskazujg, ze komorki macierzyste moga
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dziata¢ poprzez modulowanie reakcji zapalnej lub wspomaganie neurogenezy [136], [137],

[138].

W leczeniu niedotlenienia-niedokrwienia okotoporodowego, W trakcie badan znajduje
si¢ zastosowanie tzw. matych czasteczek, W tym inhibitorow deacetylaz histonow (HDAC:s,
z ang. histone deacetylases inhibitors). Substancje te wykazujg wtasciwosci neuroprotekcyjne
oraz mogg stymulowaé neurogeneze W uszkodzonej tkance moézgowej [139], [140], [141].
Zmiany strukturalne chromatyny, ktore wpltywaja na regulacje ekspresji wielu gendw,
odgrywaja kluczowa rolg w procesach epigenetycznych. Modyfikacje histonoéw, takie jak
acetylacja i deacetylacja, maja charakter odwracalny, co czyni je potencjalnym celem
terapeutycznym. Dzigki nim mozliwe jest przywrocenie prawidtowej ekspresji genow, ktore

zostaly zaburzone wskutek uszkodzenia mozgu [142], [143], [144].

1.4. Modyfikacje epigenetyczne

Istnieje coraz wigcej dowoddéw nato, ze modyfikacje epigenetyczne sa zwigzane
Z patogeneza wielu schorzen, w tym niedokrwienia mozgu. Poniewaz zmiany epigenetyczne s3
odwracalne, mogg one pomoc W opracowaniu nowych podejs¢ terapeutycznych do leczenia

urazé6w niedokrwiennych.

1.4.1. Organizacja chromatyny w jadrze komérkowym

Podstawowa jednostkg organizacyjng DNA (kwas deoksyrybonukleinowy, z ang.
deoxyribonucleic acid) eukariotycznego jest nukleosom, ktory sklada si¢ z histonéow —
zasadowych biatek. Rdzen nukleosomu tworzy oktamer histonowy, ztozony z czterech
histonow (H3-H4) oraz dwoch par dimeréw histonéw (H2A-H2B), na ktory nawinigte jest
DNA o dtugosci okoto 200 par zasad. Stabilno$¢ nukleosomu zapewnia histon tacznikowy HI.
Domeny N-koncowe histonow, ktore wystaja poza rdzen, podlegajg roéznorodnym
modyfikacjom, takim jak acetylacja, metylacja, fosforylacja czy ubikwitynacja. Procesy
acetylacji i deacetylacji histonéw, przeprowadzane przez enzymy jadrowe — acetylotransferazy
(HATSs, z ang. histone acetyltransferases) i deacetylazy (HDACS, z ang. histone deacetylases),
majg istotny wplyw naregulacje replikacji i transkrypcji. Acetylacja/deacetylacja reszt
lizynowych w histonach jest kluczowa potranslacyjna modyfikacja biatek, odpowiedzialng za
regulacje krytycznych szlakow wewnatrzkomorkowych. Te modyfikacje zmieniajg dostgpnosé
chromatyny dla enzymow bioracych udziat w replikacji (takich jak polimeraza DNA, helikaza,

topoizomeraza) oraz dlaenzyméw i czynnikow transkrypcyjnych, ktoére uczestniczg
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w transkrypcji DNA. HATs katalizujg acetylacje reszt lizyny histondw, rozluzniajg chromatyne
I odstaniaja miejsca wigzania czynnikow transkrypcyjnych, bedac wten sposob
koaktywatorami transkrypcji, podczas gdy HDACs, deacetyluja reszty lizyny, co moze
powodowaé¢ kompresje kompleksu DNA/histon, przyczynia¢ si¢ do kondensacji chromatyny
i utrudnia¢ przytaczanie si¢ do niej czynnikom transkrypcyjnym, sg wigc korepresorami
transkrypcji [145], [146]. Co wigcej, HDACs i HATs modyfikuja duza liczbg biatek

niehistonowych, ktore moga wptywac na rdzne procesy wewnatrzkomorkowe.

1.4.2. Deacetylazy histonow

Deacetylazy histonéw to kompleksy biatkowe zlozone z wielu podjednostek. Dziatajac
poprzez zmniejszenie acetylacji reszt lizynowych w histonach, prowadza do wigkszej
kondensacji chromatyny ihamowania transkrypcji wybranych genow [147], [148].
Wyodrgbniono wséréd nich dwie rodziny i cztery klasy, opierajac si¢ na lokalizacji ich
wystepowania, aktywnos$ci enzymatycznej i podobienstwach strukturalnych (Tabela 1).
Dotychczas zidentyfikowano 18 enzymow HDAC, ktore przypisano do odpowiednich klas
[149]. Enzymy z pierwszej idrugiej klasy odgrywaja kluczowa rol¢ w funkcjonowaniu
osrodkowego uktadu nerwowego. Badania wykazaty, ze HDAC1 wspomaga roéznicowanie
progenitorow neuralnych w kierunku komorek glejowych, podczas gdy HDAC2 sprzyja
réznicowaniu progenitorOw W neurony, hamujac ekspresj¢ gendéw glejowych. Deacetylazy
zklasy Il tzw. sirtuiny, wymagaja obecno$ci  utlenionego  dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego (NAD+, z ang. nicotinamide adenine dinucleotide) do petne;j
aktywacji [150]. Z kolei HDAC11, ze wzgledu naswoja odmienng strukture, nalezy
do oddzielnej, czwartej klasy.
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Tabela 1. Klasyfikacja deacetylaz histonow

Klasa Podklasa Przedstawiciele Lokalizacja w komorce
HDACS HDACS
I la HDAC1 Jadro komoérkowe
HDAC2
Ib HDAC3
Ic HDACS
] la HDAC4 Jadro komoérkowe i cytoplazma,
HDAC? dodatkowo
HDAC:Ss podklasy Ila maja
HDACS zdolno$¢
HDAC9 translokacji miedzy tymi
b HDACG kompartmentami
komoérkowymi
HDAC10
i SIRT1,2,3,4,5,6,7 Jadro komoérkowe
v HDAC11 Jadro komoérkowe/cytoplazma

Rowniez bialtka niehistonowe mogg stanowi¢ substraty dla deacetylaz. Nalezg do nich
czynniki transkrypcyjne, jadrowe receptory wigzace DNA oraz biatka strukturalne
i chaperonowe. W kontekscie terapeutycznym, szczegolne nadzieje poktada si¢ w inhibitorach
deacetylaz histonow, ktore moga mie¢ zastosowanie W leczeniu lub tagodzeniu skutkow

uszkodzen moézgu W okresie okotoporodowym [151], [152].

1.4.3. Inhibitory deacetylaz histonow

Inhibitory deacetylaz histonéw to zréznicowana grupa substancji, obejmujaca zardwno
zwigzki naturalne, jak isyntetyczne [153]. W zalezno$ci od struktury chemicznej, mozna
wyrozni¢ kilka klas inhibitoréw HDACS, takich jak krotkotancuchowe kwasy tluszczowe,
kwasy hydroksyaminowe, cykliczne tetrapeptydy zawierajace reszte epoksyketonu, cykliczne
tetrapeptydy bez tej reszty oraz benzoamidy (Tabela 2) [154], [155], [156]. Pierwszym
zdefiniowanym inhibitorem byt kwas mastowy. Archer i Hodin (1999) wykazali, ze oprocz
inhibicji HDACs, wplywa takze na metylacje DNA oraz fosforylacje i metylacj¢ biatek
histonowych [157]. Inhibitory deacetylaz dziataja jako odwracalne inhibitory kompetycyjne.
Ich alifatyczne tancuchy wbudowuja si¢ w miejsce aktywne HDACS, chelatujac obecny tam
jon Zn?* i blokujac aktywno$é enzymu. W wyniku tego procesu dochodzi do wzrostu acetylacji

histonéw. Skutkuje to powstaniem chromatyny 0 bardziej otwartej strukturze, odstonigcia
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miejsc przytaczania czynnikéw transkrypcyjnych i wznowienia ekspresji genow, ktore byty

wczesniej wyciszone.

Tabela 2. Klasyfikacja inhibitoréw deacetylaz histonéw

Klasa HDACi Przyktady Swoisto$¢ substratowa
Kwasy hydroksyaminowe SAHA HDAC1,2,3,4,6,7,9
TSA HDAC1,2,3,4,6,7,9
Penobinostat HDAC1,2,3,4,7,9
Belinostat HDAC Il, HDAC6
Dacinostat HDAC i i 1l
PCl124781 HDAC |
Kroétkotancuchowe kwasy Maslan sodu HDAC I, HDAC lla
tluszczowe VPA HDAC II, HDAC lla
AN-9 brak danych
Cykliczne tetrapeptydy Apicidin HDAC i i HDAC II
Romidepsyna HDACL1, 2,4,6
Benzamidy Entinostat HDAC1,2,3,9
Mocetinostat HDACL1,2,3,11
Cl-994 brak danych
14.3.1. Dzialanie neuroprotekcyjne inhibitorow deacetylaz histonow

W ostatnich latach przeprowadzono liczne badania, w ktorych wykazano, ze stosowanie
inhibitoroéw deacetylaz histonow W leczeniu urazow mozgu oraz choréb neurodegeneracyjnych
przynosi obiecujace efekty terapeutyczne. Wyniki badan opublikowane w ostatniej dekadzie
dostarczyly znaczacych dowodow na to, Ze inhibitory deacetylaz histonéw sg obiecujaca grupa
substancji wykazujacych dziatanie neuroprotekcyjne i przeciwzapalne w zwierzgcych

modelach niedokrwienia mézgu.

Pierwszymi inhibitorami, naktorych skupiono badania naukowe byly kwas
walproinowy (VPA, zang. valproic acid), maslan sodu (SB, zang. sodium butyrate)
I trichostatyna A (TSA) [158], [159]. Wykazano, ze kwas walproinowy pokonuje barierg krew-
mozg oraz hamuje aktywnos$¢ deacetylaz klasy | i lla. Co wigcej, VPA jest juz zatwierdzong
substancjg stosowang jako lek w leczeniu padaczki oraz w stabilizacji nastroju [160].
W eksperymentalnym modelu ogniskowego niedokrwienia mozgu (okluzji tetnicy srodkowe;
mozgu, MCAO, z ang. middle cerebral artery occlusion) u dorostych zwierzat, podanie tych
inhibitorow HDAC prowadzito do zmniejszenia rozmiaru uszkodzenia kory mozgowej, spadku

liczby komorek mikrogleju, zahamowania ich aktywacji i obnizenia poziomu innych markerow

47



stanu zapalnego oraz poprawy funkcji neurologicznych. Dodatkowo, w obszarach
neurogennych zaobserwowano intensyfikacje¢ proliferacji progenitoréw neuralnych, ktore
migrowaty do miejsc uszkodzenia i réznicowaly si¢ W kierunku komoérek neuronalnych [139],
[161]. W innych badaniach wykazano, ze zastosowanie inhibitorow HDACs W zwierzecych
modelach niedokrwienia mozgu chronito bariere krew-moézg oraz redukowato obrzgk mozgu
przez obnizenie ekspresji czynnika jadrowego NF-xB 1 MMP-9 [162]. Ponadto
zaobserwowano, ze zastosowanie HDACis skutkowato spadkiem ekscytotoksycznos$ci oraz
wzrostem  liczby  prawidlowych,  nieuszkodzonych  mitochondriow  w aksonach
i oligodendrocytach. Jednoczes$nie inhibicja HDACs zmniejszata demielinizacje aksonow
I miata dziatanie ochronne na oligodendrocyty [141], [152], [156], [163]. Wykazano, ze dzi¢ki
zastosowaniu inhibitorow HDACs hamowano aktywno$¢ astrocytow i mikrogleju. Prowadzito
ono rowniez do obnizenia poziomu czynnikow prozapalnych, przy jednoczesnym wzmocnieniu
ekspresji czynnikow przeciwzapalnych [164], [165]. Pomimo licznych badan, molekularny
mechanizm neuroprotekcyjnego dziatania inhibitorow HDAC po ischemii nie zostat jeszcze
W pelni wyjasniony. Wykazano, ze podanie inhibitoréw HDACs po niedotlenieniu mdzgu
prowadzi do obnizenia ekspresji biatek 0 wiasciwosciach pro-apoptotycznych, takich jak
czynnik transkrypcyjny p53, czynnik transkrypcyjny CHOP (z ang. C/EBP homologous
protein), czynnik indukujacy apoptoze AIF (z ang. apoptosis inducing factor), czy kaspaza-3,
jednoczesnie zwigkszajac ekspresje bialek z rodziny Bcl-2, ktéore majg dzialanie
przeciwapoptotyczne [139], [166]. Inhibitory HDACs podnoszg rowniez poziom biatka szoku
cieplnego HSP70, ktére peini role kluczowego mediatora przezywalnosci komorek,
zapobiegajac aktywacji czynnikow indukujacych apoptoze (AIF, APAF (z ang. apoptotic
protease activating factor)). Ponadto HDACis zwigkszaja poziom moézgowego czynnika
neurotroficznego (BDNF, zang. brain-derived neurotrophic factor), ktory wiaze si¢
z receptorami kinazy tyrozynowej typu B (TrkB, z ang. receptor tyrosine kinases B), aktywujac
wewnatrzkomorkowe szlaki sygnatowe, ktore wplywajg naroznicowanie i przezywalnosé
komorek. Inhibitory deacetylaz histonow, poprzez mechanizm zalezny od transkrypcji, moga
modyfikowac aktywno$¢ roznych czynnikow transkrypcyjnych, w tym NRF2 (z ang. nuclear
factor erythroid 2-related factor 2). Aktywacja tego czynnika jest kluczowa w zwigkszaniu
odporno$ci na stres oksydacyjny, w zaburzeniach metabolicznych oraz w przypadku udaru
niedokrwiennego [167]. Istnieje rowniez mechanizm protekcyjny niezalezny od transkrypcji —
selektywna inhibicja HDAC6 prowadzi do wzrostu acetylacji a-tubuliny, co z kolei zwicksza

transport pecherzykowy.
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Badania bedace podstawag prezentowanej rozprawy doktorskiej prowadzone byty
z wykorzystaniem maslanu sodu, ktory wykazuje dziatanie hamujgce w stosunku do licznych
HDAC nalezacych do grupy | oraz IIA. Maslan sodu byl pierwsza substancjg endogenng
zidentyfikowang jako inhibitor HDAC i pozostaje najsilniejszym inhibitorem ws$rod
naturalnych zwigzkoéw [168]. Maslan sodu, poprzez inhibicje HDAC, prowadzi do zwiekszonej
acetylacji histondw, co promuje transkrypcje genéw zwigzanych z redukcja apoptozy, stresem
oksydacyjnym i zapaleniem oraz zwigksza ekspresj¢ czynnikow neurotroficznych (BDNF),
co skutkuje neuroregeneracja i naprawg tkanek po udarze mozgu [161], [169], [170]. Ponadto,
maslan sodu reguluje acetylacje wielu biatek niehistonowych, takich jak czynniki
transkrypcyjne (np. NF-kp, HIF-1a (czynnik indukowany hipoksja 1a, z ang. hypoxia-inducible
factor-/a), biatka cytoszkieletu (np. a-tubulina) oraz czasteczki sygnalizacyjne (np. biatka
szoku cieplnego HSP90 (zang. heat shock protein 90 kilodalton), co sugeruje, ze
neuroprotekcyjne dziatanie SB moze wynika¢ z jego plejotropowego dziatania [171]. W mysim
modelu okluzji tetnicy MCAO zaobserwowano, ze SB posredniczy W neuroprotekcji poprzez
obnizenie ekspresji mediatoréw prozapalnych (TNFo isyntazy tlenku azotu NOS2 oraz
zwigkszenie ekspresji mediatora przeciwzapalnego IL-10 w mikrogleju [172]. Ponadto analiza
in vitro aktywowanego mikrogleju wykazata, ze maslan sodu, zmienia transkrypcje
w promotorach gendéw bialek prozapalnych (TNFa, NOS2, czynnika transkrypcyjnego STAT1
(biatko z rodziny STAT, zang. signal transducer and activator of transcription), IL-6)
i przeciwzapalnych (IL-10) oraz indukuje ekspresje¢ gendéw szlaku przeciwzapalnego
IL-10/STAT3 [172]. Badania przeprowadzone w Zaktadzie Neurobiologii Naprawczej IMDiK
PAN, wykazaly, ze maslan sodu ma dziatanie neuroprotekcyjne w zwierzgcym modelu asfiksji
okotoporodowej. Zaobserwowano zmniejszenie atrofii mozgu wywolanej HI po podaniu
maslanu sodu W poréwnaniu ze zwierz¢tami nieleczonymi SB. Co wigcej, badanie to wykazato
rowniez, ze maslan sodu stymuluje neurogenezg po urazie niedotlenieniowo-niedokrwiennym
[173]. To neuroprotekcyjne dziatanie SB bylo przynajmniej czgsciowo spowodowane
zmniejszeniem  stanu  zapalnego ~ wywotanego  niedotlenieniem-niedokrwieniem.
Zaobserwowano, ze podawanie maslanu sodu zmniejszato liczbg aktywowanych komorek
mikrogleju  w niedotlenionej/niedokrwionej potkuli i promowato konwersje fenotypu
mikrogleju z zapalnego M1 do przeciwzapalnego M2. Ponadto podawanie maslanu sodu
hamowato produkcj¢ markeréw stanu zapalnego IL-1f i chemokiny CXCL10 oraz blokowato
wywotang niedokrwieniem aktywacje COX-2 [165], [174]. Przeciwzapalne dziatanie maslanu
sodu potwierdzono réwniez w modelu in vitro, w ktorym pierwotne hodowle komorek

mikrogleju zostaty poddane procedurze pozbawienia tlenu i glukozy (OGD). Przeprowadzajac
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analiz¢ metoda ilo$ciowe]j reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (gPCR,
z ang. quantitative polymerase chain reaction, real-time polymerase chain reaction) okreslono
poziom mMRNA w mikrogleju dla CD86, interleukiny 1 (markery fenotypu prozapalnego M1
mikrogleju) oraz CD200 iarginazy (markery fenotypu przeciwzapalnego M2). Analiza
wynikow wykazata, ze hodowla komorek mikrogleju poddanych procedurze OGD w obecnosci
maslanu sodu, skutkowala znaczacym obnizeniem ekspresji markerow charakterystycznych
dla fenotypu prozapalnego M1 (CD86 i IL-1B) oraz wzrostem ekspresji CD200 i arginazy
[175]. Inne badania takze potwierdzaja, ze zastosowanie maslanu sodu powoduje przesunigcie
aktywacji mikrogleju z prozapalnego fenotypu M1 do przeciwzapalnego fenotypu M2
w hodowlach pierwotnych in vitro stymulowanych LPS [176]. ,Klasyczna” aktywacja
mikrogleju/makrofagdw w kierunku prozapalnego fenotypu M1 sprzyja produkcji i uwalnianiu
mediatorow stanu zapalnego (cytokin, reaktywnych form tlenu, tlenku azotu (NO, z ang. nitric
oxide), MMP), ktore nasilaja uszkodzenie neurondow [54], [55], [177]. W przeciwienstwie
do tego, ,alternatywnie” aktywowany fenotyp M2 wykazuje zaréwno wlasciwosSci
immunosupresyjne,  jak ineuroprotekcyjne  ze wzgledu nauwalnianie  czynnikow
przeciwzapalnych i neurotroficznych (IL-10, IGF, TGF-f, GDNF), ktore promuja angiogeneze,
przebudowg tkanek i neuroregeneracje [61], [178], [179].

W s$wietle przedstawionych powyzej badan, doktadne ikompleksowe wyjasnienie
wptywu inhibitora HDAC — maslanu sodu na procesy zapalne w niedojrzalym mézgu wydaje
sic mie¢ ogromne znaczenie. Dokladny mechanizm molekularny zwigzany z korzystnym
dziataniem maslanu sodu po HI nie jest do konca znany. Najbardziej prawdopodobnym
mechanizmem hamujgcego dzialania HDACi wydaje si¢ by¢ zwigkszenie acetylacji histonow;
niemniej jednak nasze badania wykazaly, ze podawanie SB szczurom po procedurze HI nie
Zmienito poziomu acetylacji histonu H3 [173]. Wiadomo jednak, ze deacetylaza histondéw ma
dziatanie plejotropowe I reguluje rowniez wiele czasteczek niehistonowych, takich jak czynniki
transkrypcyjne [139]. W badaniach przeprowadzonych przez Zespot z Zaktadu Neurobiologii
Naprawczej IMDIK PAN wykazano znaczny wzrost poziomu czynnika transkrypcyjnego
NF-xB ispadek acetylacji o-tubuliny, wmoézgach szczuréw po HI, ktore powrodcity
do poziomow kontrolnych po podaniu maslanu sodu [165], [174]. W innych badaniach
wykazano, ze szlaki sygnatowe, takie jak PTEN/PI3K/AKT i MAP/ERK/INK/p38, moga by¢
zaangazowane W modulacj¢ odpowiedzi zapalnej po niedokrwieniu [180]. Badania
molekularnego mechanizmu dziatania maslanu sodu wymagaja wigec kontynuacji

I doktadniejszych badan, niemniej jednak nasze wczesniejsze badania wskazuja, ze
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neuroprotekcyjne dziatanie SB w modelu asfiksji okotoporodowej, przynajmniej czg¢sciowo

zwigzane jest z redukcja/modulacjg odpowiedzi zapalne;.

Coraz liczniejsze badania wskazuja, ze hamowanie stanu zapalnego moze promowac
neuroprotekcje i ma potencjal do wykorzystania w klinicznym leczeniu niedokrwiennego
uszkodzenia mozgu u noworodkow [181], [182]. Wptyw maslanu sodu na aktywnos$¢ uktadu
dopetniacza po encefalopatii niedotlenieniowo-niedokrwiennej jest nieznany. Biorac jednak
pod uwage fakt, ze dopelniacz jest czgscia odpornosci wrodzonej, ajego aktywno$¢ jest
zwigzana Z aktywacja mikrogleju, mozna spekulowac, ze mechanizm dziatania tego inhibitora

HDAC moze réwniez obejmowac modulacj¢ uktadu dopetniacza.
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2.

Zalozenia i cele pracy

Realizacja niniejszej dysertacji stanowi kontynuacje¢ badan prowadzonych przez Zespo6t
Zakladu Neurobiologii Naprawczej IMDiK PAN, dotyczacych wpltywu czynnikow
epigenetycznych na modulacje procesow indukowanych przez neonatalng hipoksje-ischemig.
Uzyskane do tej pory wyniki wskazujg, ze maslan sodu poprzez utatwienie konwersji komorek
o fenotypie M1 do fenotypu M2 oraz obnizenie ekspresji czynnikow prozapalnych dziata
neuroprotekcyjnie. Wydaje sie, ze biatka dopelniacza, oraz prowadzona za ich posrednictwem
przebudowa sieci synaptycznej moze by¢ niezwykle waznym elementem sktadowym rozwoju
uszkodzenia mdzgu po neonatalnej HI, dlatego tez wyjasnienie roli uktadu dopetniacza, jaka
spelnia W tym procesie, pozwoli wypeli¢ dotychczasowg luke W naszej wiedzy. Wplyw
maslanu sodu na aktywno$¢ uktadu dopelniacza po asfiksji okotoporodowej jest nadal
nieznany. Biorgc jednak pod uwagg, ze dopetniacz jest czgsciag odpornosci wrodzonej, a jego
aktywno$¢ jest zwigzana z aktywacja mikrogleju, postawiliSmy hipoteze, ze maslan sodu moze
rowniez regulowaé uktad dopelniacza oraz mie¢ korzystny efekt na przebudowe sieci
synaptycznej wywotanej urazem niedotlenieniowo-niedokrwiennym. Poniewaz szereg
wczesniejszych badan wykazato neuroprotekcyjny wptyw maslanu sodu w modelu neonatalnej
hipoksji-ischemii, wydaje si¢, ze zwigzek ten moze by¢ W przysztosci rozwazany jako
potencjalny lek tagodzacy skutki asfiksji okotoporodowej. Dlatego tez niezwykle istotne
wydaje si¢ doktadne i kompleksowe wyjasnienie wptywu tego inhibitora na procesy zapalne

W niedojrzalym mozgu.

Podstawowym celem prowadzonych badan byta ocena stopnia uszkodzenia i zaburzenia
cytoarchitektury ze szczegdlnym uwzglednieniem potaczen synaptycznych w tkance w réznym
czasie po neonatalnej hipoksji-ischemii u szczura w obecnosci inhibitora deacetylaz histonow
— maslanu sodu oraz ocena aktywnosci uktadu dopeliacza zwigzana z przebudowa

synaptyczng i zaangazowanie komoérek mikrogleju w ten proces.
Weryfikacja zalozen badawczych opierata si¢ na realizacji celow szczegdtowych pracy:

e Ocena potencjalnego przeciwzapalnego dziatania maslanu sodu po hipoksji-ischemii.
W tym celu zostala przeprowadzona analiza ekspresji mRNA (Clga, C3, CS5, C9, C3aR,
C5aR — metoda qPCR) oraz biatek uktadu dopetniacza (C3, C5 — metoda Western Blot)
w potkulach moézgu zwierzat w réznym czasie po HIl, w obecnosci |1 bez badanego

inhibitora. Wykonano rowniez podwojne barwienia immunohistochemiczne na materiale
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pochodzgcym od zwierzat poddanych procedurze HI w obecnosci i bez badanego inhibitora
oraz zwierzat kontrolnych. Zastosowano markery znakujace dla biatek synaptycznych:
PSD-95 i synaptofizyny oraz dla biatek C3 i C5 uktadu dopetniacza.

Ocena poischemicznej modyfikacji sieci synaptycznych w moézgach zwierzat po HI
po zastosowaniu maslanu sodu. W tym celu zostata przeprowadzona analiza ekspresji
biatek obecnych w btonach synaptycznych (synaptofizyna, synapsyna I, PSD-95) metoda
Western Blot oraz ocena morfologiczna, ze szczegélnym uwzglgdnieniem oceny potaczen
synaptycznych, wykonana technikg mikroskopii elektronowej, W moézgach zwierzat
kontrolnych oraz poddanych procedurze HI, w obecnosci i bez badanego inhibitora,
Ocena wplywu maslanu sodu na funkcje lokomotoryczne oraz poznawcze u zwierzat po HI
(przeprowadzenie testow behawioralnych).

Okres$lenie zalezno$ci pomiedzy poischemiczng modyfikacjg sieci synaptycznych
a ekspresja/lokalizacjg biatek dopetniacza w uktadzie in vitro (immunocytochemia).
Analiza efektu maslanu sodu na morfologi¢ i stopien skomplikowania budowy neuronéw
w modelu in vitro (analiza Sholla).

Zbadanie wplywu maslanu sodu na profil aktywacji komorek mikrogleju po hipoksji-
ischemii w uktadzie in vitro. Analiza wybranych markerow pro- i przeciwzapalnych
(IL-1B, TNFa, CD86, IL-4, arginaza 1, CD206 — metoda qPCR) oraz markerow
powierzchniowych (CD86, CD206 — cytometria przeptywowa).

Zbadanie wptywu maslanu sodu na wybrane $ciezki sygnatowe np. PI3K/AKT oraz MAP
kinazy/ERK (testy immunoenzymatyczne ELISA/Western Blot).
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3.

Materialy i metody

Wszystkie do$wiadczenia wykonano na zwierzgtach pochodzacych ze Zwierzetarni
IMDIiK  PAN. Milode zwierzgta wykorzystywane do doswiadczen, przebywaty
w standardowych warunkach hodowlanych, w klatkach ze stalg wilgotno$cig i temperaturg
okoto 20°C, z zachowaniem statego fotoperiodu 12 h/12 h — $wiatto$¢/ciemnos¢, ze statym

dostgpem do jedzenia, w obecnosci matki.

Wszystkie procedury, ktérym poddane zostaly zwierzeta, przeprowadzono zgodnie
Z protokotem zatwierdzonym przez II Lokalng Komisje Etyczng ds. Doswiadczen
na Zwierzg¢tach w Warszawie (zezwolenie nr WAW?2/081/2018) oraz zgodnie z Dyrektywa UE
2010/63/EU. Wszystkie metody i eksperymenty byty realizowane zgodnie zZ obowigzujacymi
przepisami i wytycznymi ARRIVE.

3.1. Modele badawcze

3.1.1. Model okoloporodowego niedotlenieniowo-niedokrwiennego uszkodzenia
maézgu in vivo

Uszkodzenie niedotlenieniowo-niedokrwienne zostalo wywotane U szczuréw stada
Wistar obu ptci, w 7. dniu po urodzeniu (P7) poprzez trwate jednostronne podwigzanie tgtnicy
szyjnej wspolnej, a nastepnie przez zastosowanie niedotlenienia ogolnoustrojowego wedhug
metody zaproponowanej przez Rice’a, Vannucciego i Brierleya (1981) [183]. Na poczatku
miode szczury zostaly znieczulone izofluranem w tlenie (4% indukcja, 2% podtrzymanie),
po czym lewa tgtnica szyjna wspodlna zostata wyeksponowana i trwale podwigzana za pomoca
nici chirurgicznej. Czas trwania znieczulenia nie przekraczal 5 minut, aby unikngé
neuroprotekcyjnego wpltywu izofluranu. Po operacji mlode szczury zostaly umieszczone
z powrotem w Klatce z matkg nal godzine. Nastepnie niedotlenienie wywotano przez
umieszczenie zwierzat W komorze hipoksyjnej o kontrolowanej temperaturze (okoto 35°C),
gdzie podawano mieszanke 7,6% tlenu W azocie przez 1 godzing. Samo podwigzanie tetnicy
niewystarczajaco zmniejsza perfuzje mozgu, a dodanie hipoksji jest konieczne do wywotania
uszkodzenia moézgu [183]. Zwierzeta kontrolne poddano jedynie procedurze operacji
pozorowanej, bez podwigzania tetnicy i1 bez wystawienia na warunki hipoksyjne (Ryc. 4).
Po zakonczeniu procedury zwierzeta zostaly umieszczone W swojej Kklatce z matka,
w temperaturze 22 + 2°C i wilgotnoséci 55 + 5%, wcyklu 12 h/12 h — $wiatto/ciemnos¢,

Z nicograniczonym dostepem do pokarmu. W tym modelu obserwowano uszkodzenie
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hipoksyjno-ischemiczne w pétkuli mozgu po stronie podwigzanej tetnicy (strona ipsilateralna)

I tylko te potkule byly wykorzystywane w dalszych eksperymentach.

3.1.1.1. Stymulacja farmakologiczna

Maslan sodu (Sigma-Aldrich) byl podawany zwierzetom podskornie w postaci
roztworu w soli fizjologicznej w dawce 300 mg/kg masy zwierzecia raz dziennie przez
5 kolejnych dni (rozpoczynajac bezposrednio po wywotaniu HI). Maslan sodu podawano
zarowno zwierzetom kontrolnym (grupa K+SB), jak izwierz¢tom po HI (grupa HI+SB)
(Ryc. 4). Optymalne dawki iczas podawania maslanu sodu zostaly okresSlone

we wczesniejszych eksperymentach naszego Zespotu [173].

Zwierzeta losowo podzielono na4 grupy eksperymentalne, wedhug nastepujacego

wzorca (5 szczurdw na grupe i punkt czasowy):

1) kontrola (K);

2) kontrola traktowana maslanem sodu, W celu oceny potencjalnych niepozadanych efektow
podania maslanu sodu w grupach kontrolnych (K+SB);

3) zwierzgta po niedotlenieniu i niedokrwieniu (HI);

4) zwierzeta po niedotlenieniu i niedokrwieniu traktowane maslanem sodu (HI+SB).

Mobzgi do dalszych procedur byty izolowane 1, 3, 5, 7 i 14 dni po indukcji hipoksji-

e — Y > > : \
1h P
el odpoczynku w & - —
g i klatce z matkg = o
; —_— Oseski pozronie Kontrola beziz S8
B operowane
s 1 Znieczulenie /
izofluranem f
T-dniowe oseski 5 min.
szczura stada ;
Wistar > y » —_— /] |
$ L 4 Maslan sodu (SB) = =
Ischemia - trwale _— 300”2’59_"‘-5-‘ HI beziz SB
jedostronne ni
podwigzanie Oseski Hipoksja - 35°C,

tetnicy szyjnej ischemiczne 7,6% O, 60 min.
wspolnej
lub operacja
pozorowana

Rycina 4. Schemat okoloporodowego niedotlenieniowo-niedokrwiennego modelu uszkodzenia mozgu

in vivo. Rycina stworzona w programie BioRender.com.
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3.1.1.2. Przygotowanie tkanki mézgu do dalszych analiz

W wybranych punktach czasowych (7 i 14 dni po zabiegu chirurgicznym) zwierzgta
ze wszystkich grup badawczych byly gleboko znieczulane za pomoca dootrzewnowej iniekcji

ketaminy (100 mg/kg masy ciala) polaczonej z ksylazyng (10 mg/kg masy ciata).

Do badan immunohistochemicznych, szczury perfundowano przez serce roztworem soli
fizjologicznej buforowanej fosforanem (PBS, z ang. phosphate-buffered saline) (100 mM
NaCl, 80 mM NaHPO4, 20 mM NaH2POs; pH 7,4), a nastgpnie roztworem utrwalajagcym
4% paraformaldehydu (PFA) w PBS, przy uzyciu pompy perystaltycznej typu PP1B-05A
(zalimp), z predkoscia przeptywu cieczy 5 ml/minute. Mozgi wyizolowano, utrwalono przez
kolejne 3 godziny w tym samym roztworze PFA w 4°C, nastepnie W 30% roztworze sacharozy
przez 48 h, wcelu uchronienia tkanki przed zniszczeniem spowodowanym zamrozeniem.
Na koniec zamrozono tkanke na suchym lodzie. Pétkule moézgu w kolejnym etapie zostaty
pokrojone (z punktu Bregma -2,80 mm Lambda 4,80 do punktu Bregma 3,40 mm Lambda 4,20)
w rejonach kory mozgu i hipokampa, na skrawki grubosci 30 um, tak aby uzyskaé 10 kolejnych
skrawkow, z wykorzystaniem kriostatu Microm HMS550 (ThermoFisher). Skrawki moézgu
umieszczono w ptytkach 24-dotkowych w buforze chronigcym przed zamrozeniem AntiFreeze
Buffer (roztwor 30% etyloglikolu (Sigma-Aldrich), 30% gliceryny (Sigma-Aldrich), 0,01 M
NaH2PO4 (Sigma-Aldrich) i 0,04 M Na;HPO4 (Sigma-Aldrich)) i przechowywano w -20°C

do czasu uzycia.

Do analiz z zastosowaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM, zang.
transmission electron microscopy) zwierzeta zostaly perfundowane przez serce roztworem
PBS, a nastepnie mieszaning 2,5% roztworu glutaraldehydu (GA), 2% roztworu PFA i 0,1 M
buforu kakodylowego, po czym mozgi zostaly wyizolowane iinkubowane w 4°C przez

48 godzin w tej samej mieszaninie.

Analizy molekularne (QPCR) i biochemiczne (Western Blot) zostaty przeprowadzone
na nieperfundowanej tkance izolowanej 1, 3, 5 114 dni poindukcji HI lub w grupach
kontrolnych w analogicznych punktach czasowych. Zwierzeta zostaly znieczulone poprzez
wziewne podanie izofluranu i zdekapitowane. Potkule, bez mézdzku, zostaty wyizolowane,
natychmiast zamrozone nasuchym lodzie i przechowywane w temperaturze -80°C
do momentu dalszych doswiadczen. Analizowane byty tylko ipsilateralne (niedotlenieniowo-

niedokrwienne) potkule (od zwierzat HI i HI+SB) oraz lewa potkula (od zwierzat K i K+SB).
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3.1.2. Izolacja i wspothodowla pierwotnych komorek mikrogleju i pierwotnych
neuronow korowych — model in vitro

Hodowle neurondéw i mikrogleju zostaty przeprowadzone wedtug zmodyfikowanych
metod opisanych przez Vaslin i wsp. (2007), Ginet i wsp. (2014) oraz Ji i wsp. (2013), Chen
i wsp. (2007), Sypecka i Sarnowska (2014), Gargas$ i wsp. (2022) oraz Lui i wsp. (2016) [184]
[185], [186], [187], [188], [189], [190].

Pierwotne neurony korowe zostaly wyizolowane zkory mozgowej 2-dniowych
szczurzych oseskow (P2). Poczatkowo zwierzeta zostaly uspione nalodzie, nastepnie
zdekapitowane, atkanka moézgu, bez mozdzku, wyizolowana. Zobu potkul mozgu
odseparowano kor¢ mozgu, ktorg w kolejnym kroku pocigto na drobne fragmenty przy uzyciu
skalpela chirurgicznego. Tak przygotowang tkanke umieszczano W probdwcee typu falcon
Z pozywka utrzymujaca Hbernate-A Medium (Gibco). Zawiesing krotko wirowano, tak aby
tkanka opadta na dno, a gorng frakcje z pozywka usuwano. Nastepnie do probéwki dodawano
roztwor papiny (200U, Sigma-Aldrich) w zbalansowanym roztworze soli Hank’a, bez dodatku
wapnia imagnezu (HBSS, zang. Hanks’ balanced salt solution, Gibco). Zawiesing
inkubowano w 37°C, przez 30 minut, co jaki$ czas potrzagsajac probowka. Po inkubacji,
czekano, aby na dno opadta tkanka, odciggano i odrzucano supernatant (zostawiajac minimum
roztworu), osadzona tkanke zawieszano W pozywce utrzymujacej i homogenizowano
mechanicznie przy uzyciu pipety. Nastepnie czekano okoto 1 minute, tak aby na dno probdéwki
opadta tylko niestrawiona/niezhomogenizowana tkanka, po czym do nowej proboéwki typu
falcon zbierano goérng frakcje z komorkami, atkanke odrzucano. Nastgpnie wirowano
zawiesing z komorkami przez 5 minut w 200 x g. Na koniec odrzucano supernatant, a osad
zawieszano w pozywce hodowlanej DMEM GlutaMAX High Glucose (Gibco) z dodatkiem
ptodowej surowicy bydlecej (FBS, z ang. fetal bovine serum, Gibco) — 10% v/v (stosunek
objetosciowy, z ang. volume to volume ratio), antybiotyku (AAS, z ang. antibiotic antimycotic
solution, o sktadzie: amfoterycyna B, penicylina, streptomycyna, Gibco) — 1% v/v i suplementu
NeuroBrew-21 (NB-21, MiltenyiBiotec) — 2% v/v. Neurony wysiewano w gestosci 30000
komorek/dotek na szkietka (pokryte poli-D-lizyng (PDL, Gibco), aby zwigkszy¢ adhezje
komorek neuronowych) umieszczone na plytkach 24-dotkowych (Nunclon) i hodowano
w inkubatorze o statej wilgotnosci powietrza, W temperaturze 37°C, w warunkach normoksji
fizjologicznej (atmosferze zawierajacej 5% O2 15% CO2) [191] przez 10 dni. Niska ggstos¢
wysiania komorek umozliwiala réwnomierny rozwoj dendrytow, co bylo kluczowe przy

dalszych analizach. Po 72 godzinach medium hodowlane wymieniano napozywke
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bez surowicy Neurobasal (Gibco) z dodatkiem L-glutaminy (0,5 mM) (Sigma-Aldrich),
suplementu B-27 (ThermoFisher) — 2% v/v iantybiotyku penicylina-streptomycyna (PS,

ThermoFisher) — 1% vi/v.

W celu izolacji komorek glejowych dwudniowe oseski szczura (P2) umieszczano
na lodzie, wprowadzajac je w stan letargu, a nast¢pnie poddawano dekapitacji. Wyizolowane
potkule mozgu, bez moézdzka, przeptukiwano zimnym buforem PBS w celu pozbycia si¢
zanieczyszczen | nastgpnie homogenizowano mechanicznie przy uzyciu pipety Pasteura oraz
strzykawki z igtg 0 $rednicy 0,23 mm w zimnej pozywce DMEM GlutaMAX High Glucose
z dodatkiem FBS — 10% v/v i AAS —1% v/v. Rozdrobniona mechanicznie tkanka zostata
przefiltrowana na sitku zawierajgcym membrang 0 $rednicy porow 40 um (Hydrophilic Nylon
Net Filter), a otrzymang zawiesing mieszanych pierwotnych komorek glejowych wysiewano
do butelek hodowlanych o powierzchni 75 cm? (Nunclon EasY), uprzednio pokrytych
roztworem poli-L-lizyny (PLL, Sigma-Aldrich), aby zwigkszy¢ adhezje komorek, w gestosci
9,5 x 10* komoérek/cm?. Hodowle prowadzono przez 10-12 dni w inkubatorze o statej
wilgotno$ci powietrza, w 37°C, w atmosferze zawierajacej: 21% O, 5% CO». Po tym czasie
przystepowano do izolacji komoérek mikrogleju. W celu mechanicznej izolacji frakcji
mikrogleju, butelki hodowlane umieszczano na wytrzasarce orbitalnej (Biosan) wewnatrz
inkubatora i wytrzasano przez 1 godzing (160 rpm). Po tym czasie pozywke z odklejonymi
komorkami zbierano i wirowano (5 minut, 2500 rpm), supernatant zlewano, a osad komorek
zawieszano W pozywce Neurobasal bez surowicy, z dodatkiem L-glutaminy (0,5 mM),
suplementu B-27 - 2% v/v iantybiotyku penicylina-streptomycyna — 1% v/v. Tak
przygotowang zawiesing koméorkowa dosiewano do neuronow korowych (10 dnia ich hodowli),
w stosunku 1:3 mikroglej:neurony. Wspothodowle pierwotnych neuronéow korowych
i pierwotnego mikrogleju hodowano w inkubatorze o statej wilgotnosci powietrza,
w temperaturze 37°C, w warunkach normoksji fizjologicznej (atmosferze zawierajacej 5% O
i 5% CO>). Pozostate frakcje komdrkowe (oligodendrocyty i astrocyty) z pierwotnej mieszanej
hodowli glejowej, niestanowigce przedmiotu moich badan, byly wykorzystywane
do eksperymentéw prowadzonych przez pozostatych czltonkéw Zaktadu Neurobiologii

Naprawczej IMDIK PAN, w celu ograniczenia liczby zwierzat do§wiadczalnych.

3.1.2.1. Procedura kontrolowanego deficytu tlenowo-glukozowego (OGD)

Uszkodzenie komorek symulujgce uszkodzenie niedotlenieniowo-niedokrwienne,

zostalo wywolane na drugi dzien po wysianiu mikrogleju, poprzez usuni¢cie glukozy i tlenu
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z ich $rodowiska na okres 40 minut — jest to procedura kontrolowanego deficytu tlenowo-
glukozowego (OGD). W tym celu wspothodowle komodrek zostaty umieszczone w buforze,
w ktorym glukoza zostata zastgpiona roztworem Ringer’a zawierajacym 10 mM mannitol.
W celu usunigcia tlenu z pozywki zastata ona przeptukana mieszankg 95% N2/5% CO» przez
10 minut, anast¢pnie komorki byty inkubowane W komorze beztlenowej wypelnionej
mieszaning gazéw pozbawiong tlenu — wg. zmodyfikowanej metody Fernandez-Lopez’a
I wspolpracownikow (2005) [192]. Po 40-minutowej procedurze OGD, bufor mannitolowy
zostal zastgpiony $wiezg pozywka lub Swieza pozywka uzupelniong 0 maslan sodu (Sigma-
Aldrich) w stezeniu 1 mM, ktore zostato ustalone na podstawie naszych wczesniejszych badan
[175]. W hodowlach kontrolnych (niepoddanych procedurze OGD), w tym samym czasie
pozywka zostala wymieniona na swiezg. Dodatkowo, czgs¢ wspothodowli kontrolnych byta

hodowana w pozywce uzupetnionej 0 1mM SB (Ryc. 5).
Wspothodowle podzielono na 4 grupy eksperymentalne, wedtug nastepujacego wzorca:

1) kontrola (hodowle, na ktorych nie przeprowadzano procedury OGD) (K);

2) kontrola traktowana maslanem sodu, w celu oceny potencjalnych niepozadanych
efektow podania maslanu sodu w hodowlach kontrolnych (K+SB);

3) hodowle po procedurze OGD (OGD);

4) hodowle po procedurze OGD traktowane maslanem sodu (OGD+SB).

W dalszych etapach hodowle byly prowadzone w temperaturze 37°C, w atmosferze
5% Oz, 5% CO2 i 95% wilgotnosci. Materiat do analiz zbierano w dwoch punktach czasowych:
24 i 72 godziny liczac od dnia przeprowadzenia procedury OGD lub w analogicznym czasie

w przypadku hodowli kontrolnych.
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Rycina 5. Schemat przedstawiajacy izolacje¢ i hodowle pierwotnych komérek mikrogleju z pierwotnymi

neuronami korowymi — model in vitro. Rycina przygotowana w programie BioRender.com.

3.1.3. Hodowla komoérek mikrogleju linii BV2 — model in vitro

W celu zoptymalizowania liczby komoérek mikrogleju oraz zredukowania liczby
uzytych do eksperymentéw zwierzat, czes¢ doswiadczen zdecydowano si¢ przeprowadzié
na komercyjnej, utrwalonej linii komorek mikrogleju BV2 (Elabscience). Hodowle komorek
mikrogleju linii BV2 prowadzono w pozywce DMEM GlutaMAX High Glucose z dodatkiem
FBS —10% v/v i AAS — 1% v/v (zgodnie z zaleceniami producenta), na szalkach hodowlanych
0 $rednicy 10 cm (Nunclon), w inkubatorze w warunkach 5% O3, 5% CO2, 37°C zgodnie
z normoksja fizjologiczng [191]. Komorki pasazowano po osiagnigciu 80% konfluencii.
Uszkodzenie hipoksyjno-ischemiczne hodowanych komoérek indukowano przez eliminacje
ze srodowiska glukozy i tlenu przez 40 minut (procedura OGD), tak jak opisano w poprzednim
podrozdziale. Po procedurze OGD, bufor mannitolowy zostat zastapiony §wieza pozywka bez
FBS z dodatkiem antybiotyku (AAS) — 1% v/v lub §wieza pozywka DMEM GlutaMAX High
Glucose bez FBS z dodatkiem antybiotyku (AAS) — 1% v/v, uzupelniong 0 maslan sodu
(Sigma-Aldrich) wstezeniu 1 mM (analogicznie jak w przypadku hodowli komorek

pierwotnych, opisanych powyzej) (Ryc. 6).
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Hodowle komorek BV2 podzielono na 4 grupy eksperymentalne, wedtug nastgpujacego

wzorca:

1) kontrola (hodowle, na ktorych nie przeprowadzano procedury OGD) (K);

2) kontrola traktowana maslanem sodu, W celu oceny potencjalnych niepozadanych
efektow podania maslanu sodu w hodowlach kontrolnych (K+SB);

3) hodowle po procedurze OGD (OGD);

4)  hodowle po procedurze OGD traktowane maslanem sodu (OGD+SB).

W dalszych etapach hodowle mikrogleju BV2 byly prowadzone w temperaturze 37°C,
w atmosferze 5% Oz, 5% CO2 i95% wilgotnosci. Materiat do analiz zbierano w dwoch
punktach czasowych: 24 i 72 godziny liczac od dnia przeprowadzenia procedury OGD lub
analogicznym czasie w przypadku hodowli kontrolnych.

Linia komoérek
mikrogleju BV2

OGD bez/z TmM SB

OGD: 0% 0., mannitol,
40 min.

Rycina 6. Schemat hodowli komérek mikrogleju linii BV2 — modelu in vitro. Rycina przygotowana

w programie BioRender.com.

3.2. Barwienia immunohistochemiczne

W celu oceny wplywu maslanu sodu nazmiany w sieci synaptycznej oraz
na wyrazanie/lokalizacj¢ wybranych biatek dopelniacza w mozgach po urazie hipoksyjno-
ischemicznym, przeprowadzono podwdjne barwienie immunohistochemiczne z uzyciem
przeciwcial znakujacych wybrane biatka dopetniacza (C3 (ThermoFisher), C5 (ThermoFisher))
oraz biatka zlokalizowane W blonie presynaptycznej i postsynaptycznej (synaptofizyna (Sigma-
Aldrich), PSD-95 (ThermoFisher)). Doktadne informacje 0 przeciwciatach pierwszorzedowych

uzytych do barwien immunohistochemicznych zawarto w Tabeli 3. Skrawki mozgu zostaly
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umieszczone w nowej 24-dotkowej ptytce i przeptukane PBS. Nastepnie, skrawki inkubowano
w medium blokujacym (10% roztwor normalnej surowicy koziej (NGS, z ang. normal goat
serum (Sigma-Aldrich) lub 10% roztwor surowicy oslej (DS, z ang., donkey serum (Sigma-
Aldrich) — w zaleznosci od uzytego przeciwciata pierwszorzedowego) W PBS zawierajacym
0,25% Tritonu X-100 (Sigma-Aldrich)) przez 1 godzing w temperaturze pokojowej.
W kolejnym etapie skrawki byly inkubowane przez noc w4°C z pierwszorzgdowym
przeciwcialem specyficznym dla biatek dopetniacza (kozie poliklonalne przeciwciato
przeciwko C3 (w rozcienczeniu 1:500) lub krolicze poliklonalne przeciwciato przeciwko C5
(w rozcienczeniu 1:100)). Nastepnie skrawki przeptukano trzykrotnie PBS-em przez 5 minut,
po czym inkubowano je w ciemno$ci z odpowiednim drugorzedowym przeciwciatem
sprzezonym z fluorochromemm (Alexa Fluor 546, w rozcienczeniu 1:500 (ThermoFisher)).
W kolejnym etapie barwienia skrawki blokowano w 10% roztworze NGS w PBS przez
1 godzing w temperaturze pokojowej (jesli uprzednio skrawki blokowano w DS) lub trzykrotnie
ptukano PBS-em (jesli poprzedniego dnia skrawki blokowano w NGS), po czym inkubowano
przez noc w 4°C z pierwszorzgdowym przeciwciatem przeciw biatkom synaptycznym (mysie
monoklonalne przeciwcialo przeciwko PSD-95 (w rozcienczeniu 1:500) Iub mysie
monoklonalne przeciwcialo przeciwko synaptofizynie (w rozcienczeniu 1:200)).
Po trzykrotnym przeptukaniu PBS-em przez 5 minut, skrawki inkubowano z odpowiednim
drugorzgdowym przeciwciatem sprzezonym z fluorochromem (Alexa Fluor 488,
w rozcienczeniu 1:500 (ThermoFisher)) przez 1 godzing W ciemnosci, W temperaturze
pokojowej. Doktadne informacje 0 drugorzedowych przeciwciatach uzytych do barwien
immunohistochemicznych zawarto w Tabeli 4. Po kolejnych trzech 5-minutowych ptukaniach
w PBS, wybarwiono jadra przy uzyciu fluorescencyjnego barwnika Hoechst 33258 (2 pg/ml
PBS; Sigma-Aldrich) przez 20 minutowg inkubacj¢ W ciemno$ci W temperaturze pokojowej.
Nastgpnie skrawki zostaly ponownie przemyte trzykrotnie PBS-em (dwukrotnie przez 5 minut
i jednokrotnie przez 10 minut) i umieszczone na szkietkach mikroskopowych. Utrwalono je
przy pomocy fluorescencyjnego srodka zamykajacego Fluorescent Mounting Medium (Dako)
I pokryto szkietkiem nakrywkowym. Nastepnie preparaty zostaly wysuszone i poddane analizie

mikroskopowe;j.
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Tabela 3. Spis przeciwciat pierwszorzedowych uzytych do immunofluorescencyjnego barwienia skrawkow

mozgu.
marker przeciwcialo I-rzedowe rozcienczenie producent
- — . - 5
c3 kOZIe.prZCCIWCIalo poliklonalne IgG | 1:500 w 5% roztworze DS ThermoFisher
przeciwko C3 w PBS
kroélicze przeciwciato poliklonalne 1:100 w 5% roztworze .

. Th Fish
cs 1gG przeciwko C5 NGS w PBS ermorisher
i mysie przeciwciatlo monoklonalne 1:500 w 5% roztworze .
PSD-95 IgG2a przeciwko PSD-95 NGS w PBS ThermoFisher

. mysie przeciwciatlo monoklonalne 1:200 w 5% roztworze . .
tof . o -Aldrich
Synaptofizyna 1gG1 przeciwko synaptofizynie NGS w PBS Sigma-Aldric

Tabela 4. Spis przeciwciat drugorzedowych uzytych do immunofluorescencyjnego barwienia skrawkow mozgu.

przeciwcialo II-rzedowe fluorochrom | rozcienczenie producent

osle przeciwko koziemu IgG (H&L) Alexa Fluor 546 | 1:500 w PBS ThermoFisher
kozie przeciwko kroliczemu IgG (H&L) | Alexa Fluor 546 | 1:500 w PBS ThermoFisher
kozie przeciwko mysiemu 1gG1 Alexa Fluor 488 | 1:500 w PBS ThermoFisher
kozie przeciwko mysiemu 19G2a Alexa Fluor 488 | 1:500 w PBS ThermoFisher

3.3. Barwienia immunocytochemiczne

W celu okreslenia aktywacji uktadu dopetniacza i mikrogleju oraz poziomu
rozgalezienia neurondw we wspothodowlach komorkowych in vitro, wykonano potrojne
barwienia immunocytochemiczne z zastosowaniem odpowiednich markerow znakujacych.
Doktadne informacje 0 pierwszorzedowych  przeciwciatach uzytych  do barwien
immunocytochemicznych zawarto w Tabeli 5. Pierwszy etap polegal na utrwaleniu komorek
wysianych na ptytke 24-dotkowa. W tym celu komorki przeptukano dwukrotnie cieptym
PBS-em, nastepnie do kazdego dotka w ptytce hodowlanej dodano 0,2 ml cieptego
paraformaldehydu (stezenie: 4% PFA w PBS) i inkubowano w temperaturze pokojowej przez
20 minut. Nastepnie komorki przeptukano trzykrotnie PBS-em przez 5 minut. W ostatnim
ptukaniu PBS zawieral dodatek 1% AAS, co umozliwiato przechowanie utrwalonego materiatu
w temperaturze 4°C. W celu oceny immunocytochemicznej utrwalone komorki ponownie
ptukano PBS-em, inkubowano przez 15 minut w roztworze 0,1% Tritonu X-100 w PBS,
a nastgpnie blokowano miejsca niespecyficznie wigzgce antygeny mieszaning blokujaca: 10%
roztwor normalnej surowicy koziej przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Nastepnie
komorki inkubowano przez noc W temperaturze 4°C z kurzym poliklonalnym przeciwcialem
przeciw MAP2 (biatko zwigzane z mikrotubulami 2, z ang. microtubule-associated protein 2)

(w rozcienczeniu 1:10000, ThermoFisher). Nastepnie niezwigzane Z antygenami przeciwciata
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usuwano przez trzykrotne ptukanie w PBS przez 5 min, po czym komoérki inkubowano przez
1 godzing W ciemno$ci z odpowiednim przeciwcialem drugorzgdowym sprzezonym
z fluorochromem (Alexa Fluor 488, w rozcienczeniu 1:500, ThermoFisher) w temperaturze
pokojowej. Komorki przeptukano ponownie PBS-em i w drugim etapie inkubowano je przez
noc w4°C zpierwszorzedowym przeciwcialem przeciw specyficznemu markerowi
dla mikrogleju ED1 (mysie monoklonalne przeciwciato przeciwko CD68, W rozcienczeniu
1:400, BioRad). Nast¢pnie komorki przeptukano trzykrotnie w PBS przez 5 minut, po czym
przez 1 godzing¢ inkubowano je w temperaturze pokojowej (w ciemnosci), Z odpowiednim
drugorzgdowym przeciwciatem sprzezonym z fluorochromem (Alexa Fluor 633,
w rozcienczeniu 1:500, ThermoFisher). W kolejnym etapie barwien komorki przeptukano
ponownie PBS-em, anastgpnie zablokowano miejsca niespecyficznie wigzace antygeny
mieszaning blokujaca: 10% roztworem surowicy o$lej w PBS. Nastgpnie komorki byty
inkubowane przez noc w 4°C z pierwszorzedowym przeciwciatem specyficznym dla biatka
dopetniacza (kozie poliklonalne przeciwciato przeciwko C3, w rozcienczeniu 1:500). Po tym
etapie komorki przeptukano trzykrotnie w PBS przez 5 minut, po czym inkubowano je przez
1 godzing W temperaturze pokojowej, W ciemnosci z odpowiednim drugorzgdowym
przeciwciatem sprzgzonym z fluorochromem (Alexa Fluor 546, w rozcienczeniu 1:500,
ThermoFisher). Doktadne informacje 0 drugorzedowych przeciwciatach uzytych do barwien
immunocytochemicznych zawarto w Tabeli 6. Nastepnie przystapiono do wybarwienia jader
komorkowych. W tym celu na komorki naktadano 5 uM roztwor Hoechst 33258 w PBS
(0,25 ml) i inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Po tym czasie komorki
ponownie ptukano przez 5 minut w PBS (dwukrotnie) i 10 minut (jednokrotnie). Nastepnie
szkietka z wybarwionymi komorkami usuwano z dotkow plytek hodowlanych, naktadano na
szkietka podstawowe pokryte fluorescencyjnym srodkiem zamykajacym Fluorescent Mounting

Medium (Dako) i suszono, pozostawiajac w ciemno$ci na noc w 4°C.

Tabela 5. Spis przeciwcial pierwszorzedowych uzytych do immunofluorescencyjnego barwienia wspothodowli

pierwotnych neuronéw korowych z pierwotnymi komorkami mikrogleju.

marker przeciwcialo I-rzedowe rozcienczenie producent
kurze przeciwko poliklonalne IgY 1:10000 w 5% roztworze .
MAP2 przeciwcialo MAP2 NGS w PBS ThermoFisher
- — . - .
c3 k02|e_przec1wc1alo poliklonalne 1gG 1:500 w 5% roztworze DS ThermoFisher
przeciwko C3 w PBS
mysie przeciwciatlo monoklonalne 1:400 w 5% roztworze NGS .
ED1 . BioR
1gG1 przeciwko ED1 w PBS oRad
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Tabela 6. Spis przeciwciat drugorzedowych uzytych do immunofluorescencyjnego barwienia wspolhodowli

pierwotnych neuronéw korowych z pierwotnymi komorkami mikrogleju.

przeciwcialo II-rzedowe fluorochrom rozcienczenie producent

kozie przeciwko kurzemu IgY (H&L) | Alexa Fluor 488 1:500 w PBS ThermoFisher
ole przeciwko koziemu IgG (H&L) | Alexa Fluor 546 1:500 w PBS ThermoFisher
kozie przeciwko mysiemu 1gG1 Alexa Fluor 633 1:500 w PBS ThermoFisher

3.4.  Wizualizacja mikroskopowa

Ocena barwienia immunohisto- iimmunocytochemicznego skrawkow mozgu
I wspothodowli komorek mikrogleju 2z neuronami byta przeprowadzona za pomoca
konfokalnego mikroskopu skanujacego (LSM 780, CarlZeiss) oraz mikroskopu
fluorescencyjnego Axioskop 2 (CarlZeiss) wyposazonego W kamer¢ (AxioCam MRm),
z oprogramowaniem AxioVision Release 4.8.1. W mikroskopii konfokalnej, do wzbudzania
fluorochromu Alexa Fluor 633 uzywano lasera helowo-neonowego (632,8 nm), do Alexa Fluor
546 uzywano lasera helowo-neonowego (543 nm), natomiast Alexa Fluor 488 byt wzbudzany
za pomocy lasera argonowego (488 nm). Obrazy byly zbierane z trzech r6znych pdl widzenia
(1214,6 pm x 1214,6 pum, rozmiar piksela 1,19 pum), ztrzech powtorzen biologicznych.
W $wietlnym mikroskopie fluorescencyjnym wzbudzanie fluorescencji odbywato sie
za pomocg uktadu filtrow selekcjonujacych odpowiednig dlugos¢ fali. Obrazy byly zbierane
Z trzech roznych p6l widzenia, z trzech powtdrzen biologicznych. Do analizy obrazéw uzyto

oprogramowania Zeiss LSM ImageBrowser.

3.5. Analiza Sholla

W celu oceny wplywu uszkodzenia hipoksyjno-ischemicznego oraz podawania maslanu
sodu namorfologi¢ neurondéw, przeprowadzono analiz¢ Sholla, na preparatach
immunocytochemicznych (opisanych wyzej) pochodzacych ze wspolhodowli komorek
neuronow | mikrogleju. Ocene ilosci wypustek neuronéw przeprowadzono po 24 172
godzinach od wykonania procedury OGD oraz na komoérkach kontrolnych, traktowanych
I nietraktowanych maslanem sodu. Najbardziej reprezentatywne zdjecia mikroskopowe
neuronéw, wyznakowanych przeciwcialem przeciw MAP2, zostaly przekonwertowane
na obrazy 8-bitowe. Nast¢pnie przy uzyciu rozszerzenia NeuronlJ (https://imagej.net/NeuronJ)
do programu ImageJ wersja Fiji 2.16.0 wykonywano tzw. maski komorek, ktore
odzwierciedlaty wszystkie wypustki neuronéw. Dzigki rozszerzeniu Sholl Analysis programu

ImageJ, na przygotowane maski komorek naktadano serie koncentrycznych kregow (co 4 pm),
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ktorych $rodek znajdowat si¢ w obrgbie jadra komorki, anastepnie zliczano wszystkie
przecigcia wypustek z poszczegélnymi okregami. Otrzymane dane postuzyly do obliczenia
szeregu parametrow charakteryzujacych stopien ztozonosci budowy neuronéw (m.in. wielko$é
komorki, liczba wypustek, gesto§¢ wypustek, stopien rozgalezienia komorek), ktoére opisujg

morfologi¢ komorek.

3.6. Oznaczanie poziomu mRNA genéw metod3 ilosciowego PCR w czasie
rzeczywistym

W celu oceny wptywu maslanu sodu na ekspresje gendw wybranych bialek dopetniacza
(Clq, C3, C5, C9) oraz ich receptorow (C3aR, C5aR) w mozgach zwierzat po uszkodzeniu
hipoksyjno-ischemicznym oraz wplywu tego zwigzku na polaryzacje mikrogleju oraz ekspresje
genow wybranych sktadnikoéw prozapalnych (IL-1p, TNFa, CD86) i przeciwzapalnych (IL-4,
arginaza, CD206) w hodowlach komoérkowych mikrogleju linii BV2 po procedurze OGD,
przeprowadzono analize ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym w wybranych punktach

czasowych eksperymentu.

Z homogenatow mozgu | zebranego materialu z hodowli komorkowych in vitro
izolowano catkowite RNA za pomocg zestawu kolumienkowego Total RNA Mini Kit (A&A
Biotechnology), zgodnie z instrukcjami producenta. W pierwszym etapie ipsilateralne potkule
mozgu byly homogenizowane poprzez ucieranie W ciektym azocie. Do sproszkowanej tkanki
oraz zwirowanego materialu komorkowego pochodzacego z hodowli in vitro dodawano
po 0,8 ml Fenzolu i kazda probe mieszano poprzez pipetowanie, az do catkowitej lizy komorek.
Nastgpnie probki inkubowano w termobloku TS-100 (Biosan) w temperaturze 50°C przez
5 minut. Do przygotowanych tym sposobem lizatow dodano po 0,2 ml chloroformu i mieszano
przez kilkukrotne odwracanie proboéwek. Nastepnie probki pozostawiono przez 3 minuty
w temperaturze pokojowej, po czym wirowano przez 10 minut w 11000 rpm. Pobrano okoto
0,45 ml przesaczu (gorng frakcje) do nowych probowek i dodano po 0,25 ml izopropanolu.
Cato$¢ doktadnie wymieszano, nastepnie probki naniesiono na minikolumny do izolacji RNA
i wirowano przez 1 minutg w 11000 rpm. Kolumienki przeniesiono do nowych sterylnych
probowek i naniesiono na nie roztwor ptuczacy (0,7 ml). Probki ponownie zwirowano przez
1 minutg¢ w 11000 rpm, poczym usunigto przesacz. Dwukrotnie powtdrzono ptukanie.
Po ostatnim wirowaniu kolumienki umieszczono w nowych jatowych, wolnych od RNazy
probowkach elucyjnych. Na ztoze znajdujace si¢ na dnie minikolumn dodano po 0,1 ml wody

jatowej pozbawionej nukleaz. Probki pozostawiono na 3 minuty w temperaturze pokojoweyj,
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a nastgpnie zwirowano przez 1 minutg¢ przy 11000 rpm. Stezenie iczystos¢ RNA
W otrzymanych probkach oznaczano przy pomocy spektrofotometru NanoDrop One
(ThermoFisher). Do dalszych analiz wykorzystywano probki, ktorych warto$¢ proporcji
absorbancji przy dtugosci fali 260 nm do absorbancji przy dtugosci fali 280 nm — A260/A280
przekraczata 1,9, co Swiadczylo 0 czystosci otrzymanego materiatu (A260 wskazuje stezenie
kwasu nukleinowego w probce, a A280 wskazuje przede wszystkim zanieczyszczenie
biatkiem). Probki przechowywano w temperaturze -80°C do czasu przeprowadzenia reakcji

odwrotnej transkrypcji i dalszych analiz.

Lancuchowa reakcja polimerazy z odwrotng transkrypcja (RT-PCR, z ang. reverse
transcription-polymerase chain reaction) zostala przeprowadzona za pomocg zestawu High
Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems) zgodnie z instrukcjami producenta. Reakcje
przeprowadzono wykorzystujac 250 ng/ul wyizolowanego mRNA, bedacego matryca
do syntezy cDNA (komplementarnego DNA, z ang. complementary DNA) w reakcji odwrotnej
transkrypcji. Mieszanina reakcyjna dla pojedynczej probki skladata sie z odpowiedniej
objetosci mRNA, 10 pl buforu RT, 1 pl mieszaniny enzyméw. Catos¢ dopetniano woda wolng
od nukleaz do objetosci 20 pl. Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej przeprowadzano
na lodzie. Nastepnie probki umieszczono W termocyklerze (Eppendorf Mastercycler pro
vapo.protect), gdzie byly inkubowane w temperaturze 37°C przez 60 minut. Reakcje
zakonczono przez inkubacje probek przez 5 minut w 95°C, w celu dezaktywacji polimerazy,
po czym probki schtadzano do temperatury 4°C. Ilo$¢ otrzymanego ¢cDNA mierzono przy
uzyciu spektrofotometru NanoDrop One, a probki przechowywano w -20°C do czasu dalszych

analiz.

Na potrzeby analizy zmian poziomu ekspresji genow technikg qPCR zaprojektowano
pary starterow dla wybranych genow, postugujac si¢ sekwencjami referencyjnymi
udostepnionymi W bazie NCBI (National Center for Biotechnology Information). W programie
Primer-BLAST zaprojektowano pary starteréw, starajac si¢ stosowa¢ do nast¢pujacych zasad:
pary starterow oddzielone przynajmniej 1 intronem W odpowiadajagcym im genomowym DNA
(uniemozliwienie amplifikacji ewentualnych pozostatosci genomowego DNA), dlugos¢
starterow: 19-23 zasad, dtugo$¢ produktu PCR: 75-200 zasad, temperatura topnienia starteréw
(Tm): 55-60°C, udzial zasad GC: 40-60% sekwencji. Nastgpnie sprawdzono specyficznosé
zaprojektowanych par starterow W programie Nucleotide BLAST. Sekwencje starterow

dla poszczegdlnych gendéw analizowanych w modelu in vivo zestawiono w Tabeli 7,
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a dla poszczegolnych genow analizowanych w modelu in vitro zestawiono w Tabeli 8. Startery
zsyntetyzowano w Pracowni Sekwencjonowania DNA Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej
Akademii Nauk.

llosciowg reakcje tancuchowg polimerazy (qPCR) przeprowadzono z zastosowaniem
zoptymalizowanej mieszaniny reakcyjnej: (1) dla modelu in vivo — FAST SYBR™ Green
Master Mix (Applied Biosystems), zawierajacej m.in. polimeraz¢ DNA AmpliTaq Fast,
dezoksyrybonukleotydy, barwnik SYBR Green i barwnik referencyjny ROX lub (2) dla modelu
invitro — SYBR™ Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), zawierajgcej m.in.
polimeraz¢ DNA AmpliTaq Gold, dezoksyrybonukleotydy, barwnik SYBR Green i barwnik
referencyjny ROX. Reakcj¢ qPCR przeprowadzono w 96-dotkowych ptytkach (Applied
Biosystems), w 20 ul objetosci mieszaniny reakcyjnej na dotek, zawierajacej: 2,5 ng/ul cDNA,
po 0,5 ul kazdego ze starterow W stezeniu 10 uM w orientacji forward i reverse, 10 ul FAST
SYBR™ Green Master Mix lub SYBR™ Green PCR Master Mix. Cato$¢ dopetniono
odpowiednig objetoscig wody wolnej 0d nukleaz. Reakcje prowadzono z uzyciem termocyklera
z systemem 7500 Fast Real-Time PCR (Applied Biosystem). Etapy reakcji przeprowadzanej
na materiale pochodzacym z potkul mézgow zwierzat w modelu in vivo obejmowaty: (1) faza
poczatkowa: aktywacja polimerazy i denaturacja DNA — 20 sek. w 95°C; (2) faza cykliczna —
40 cykli amplifikacji: denaturacja — 3 sek. w 95°C, przytaczanie starterow — 30 sek. w 60°C
I wydtuzanie amplifikonu — 45 sek. w 72°C; (3) faza krzywej topnienia — 15 sek. w 95°C,
1 min. w 60°C, 30 sek. w 95°C, 15 sek. w 60°C. Etapy reakcji przeprowadzanej na materiale
pochodzacym z hodowli komoérkowych w modelu in vitro obejmowaty: (1) faza poczatkowa:
aktywacja polimerazy i denaturacja DNA — 20 sek. w 50°C i 10 minut w 95°C; (2) faza
cykliczna — 40 cykli amplifikacji: denaturacja — 15 sek. w 95°C, przylaczanie starterow —
60 sek. w 60 °C i wydtuzanie amplifikonu — 45 sek. w 72°C; (3) faza krzywej topnienia —
15 sek. w95°C, 1 min. w 60°C, 30 sek. w 95°C, 15 sek. w 60°C. Kazda probke badano
trzykrotnie, do doswiadczen wykorzystano trzy powtorzenia biologiczne. Krzywa topnienia
byta wykorzystywana do okreslenia specyficznosci amplifikacji. Sygnaty fluorescencyjne dla
konkretnego transkryptu byly normalizowane wzgledem sygnatow dla genu referencyjnego
dla B-aktyny (act). Wyniki przedstawione zostaly w postaci wartosci cyklu progowego ACT:
ACT = CT analizowanego genu — CT act. Wzgledna ekspresja genéw zostata obliczona

z zastosowaniem algorytmu 2-AACT [193].
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Tabela 7. Lista zaprojektowanych starteréw uzytych do ilosciowej analizy PCR w czasie rzeczywistym

na materiale pochodzacym z mézgéw zwierzat w modelu in vivo.

Temperatura
Starter Sekwencja (5°-3”) toppnienia Zawa[r Ot/g ]S ¢GC
(Tw) [°C]

Clga forward GCTAACACCTGAAAGAGCCC 53,8 55,0
Clqga reverse GTGATCTCCAAGTGGGACCT 53,8 55,0
C3 forward CGCACTGTTTCTGGTTCTTCTG 54.8 50,0
C3 reverse AGGTCAGGAACGAAGGTTCATC 54.8 50,0
C5 forward CAGCATAATTCAGGGTGAACG 52.4 47,6
C5 reverse CAGCTTGTCATTTGAGCCAC 51.8 50,0
C9 forward TTTATTAACGAGAGATTGGCATTG 50.6 33,3
C9 reverse TGATGTCGTCTCTGTTTCAGGTC 55.3 47,8
C3aR forward GACCTACACTCAGGGC 48.5 62,5
C3aR reverse ATGACGGACGGGATAAG 47.1 52,9
C5aR forward ATGCCTGCAGATGGCGTTTA 51.8 50,0
C5aR reverse CAGAAACCAAATGGCGTTGAC 52.4 47,6
B-actin forward CGGTCAGGTCATCACTATCG 53.8 55,0
[-actin reverse TTCCATACCCAGGAAGGAAG 51.8 50,0
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Tabela 8. Lista zaprojektowanych starteréw uzytych do ilosciowej analizy PCR w czasie rzeczywistym

na materiale pochodzacym z hodowli komérkowych mikrogleju linii BV2 w modelu in vitro.

Starter Sekwencja (5°-3°) Temperatura | Zawartos¢ GC

topnienia [90]

(Twm) °C]
IL-1pB forward CCACCTTTTGACAGTGATGA 49.7 45.0
IL-1p reverse GAGATTTGAAGCTGGATGCT 49.7 45.0
TNFA forward CCCTCCAGAAAAGACACCATG 54.4 52.4
TNFA reverse GCCACAAGCAGGAATGAGAAG 54.4 52.4
CD86 forward TCTCCACGGAAACAGCATCT 51.8 50.0
CD86 reverse CTTACGGAAGCACCCATGAT 51.8 50.0
IL-4 forward ATCGGCATTTTGAACGAGGTCACA 55.7 45.8
I1L-4 reverse CGAAGCACCTTGGAAGCCCTA 56.3 57,1
Argl forward AGGAAAGCTGGTCTGCTGGAA 54.4 52.4
Argl reverse GATGCTTCCAACTGCCAGAC 54.4 52.4
CD206 forward CTCAACCCAAGGGCTCTTCTAA 54.8 50.0
CD206 reverse AGGTGGCCTCTTGAGGTATGTG 56.7 54.5
B-actin forward CTGAGAGGGAAACGTGCGT 53.8 55.0
B-actin reverse CCACAGGATTCCATACCCAAGA 54.8 50.0

3.7. Analiza biochemiczna poziomu ekspresji bialek metoda Western Blot.

Technika Western Blot okreslono wplyw maslanu sodu na: (1) poziom ekspresji biatek
dopetniacza oraz bialek presynaptycznych i postsynaptycznych w poétkulach mozgu
po uszkodzeniu hipoksyjno-ischemicznym oraz (2) wybrane $ciezki sygnatowe zwigzane

z poischemiczng aktywacjg mikrogleju w komorkach linii BV2 po procedurze OGD.

Tkanke (potkule mézgu) lub zebrany materiat komérkowy homogenizowano w buforze
do lizy RIPA (10 mM Tris-HCI; pH 7,5, zawierajacym 150 mM NaCl (Sigma-Aldrich),
1% niedenaturujgcego, niejonowego detergentu Nonidet P40 (octylofenoksypolietoksyetanol,
Sigma-Aldrich), 0,1% SDS (dodecylosiarczan sodu, Sigma-Aldrich), 1% Triton X-100, PMSF
0,1 mg/ml (fluorek fenylometylosulfonylu, Sigma-Aldrich), uzupetnionym o inhibitor proteaz

I fosfataz (w rozcienczeniu 1:100, Sigma-Aldrich), a nastgpnie inkubowano przez 30 minut
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na lodzie. Lizaty poddano wirowaniu przy 13000 rpm przez 10 minut w 4°C. Supernatant zostat
zebrany iuzyty do dalszych badan. Catkowite stezenie biatka w supernatancie oceniono
zapomoca zmodyfikowanej metody Lowry’ego, z uzyciem zestawu do oznaczania biatka
Bio-Rad DCTM (Bio-Rad). Do wyznaczenia krzywej standardowej uzyto wzorcowych
roztworow albuminy z surowicy bydlecej (Sigma-Aldrich). Odczyt absorbancji (przy dtugosci
fali 750 nm) przeprowadzano na spektrofotometrze Fluostar Omega (BMG Labtech).
W kolejnym etapie przygotowywano probki do analizy Western Blot. W tym celu lizaty
inkubowano w tazni wodnej z buforem denaturujgcym (Laemmli Sample Buffer, BioRad),
wstosunku 1:1, w 100°C przez 5 minut. Bufor denaturujacy zawieral dodatek
B-merkaptoetanolu (BioRad) — 1% v/v, ktory degraduje trzecio- i czwartorzgdowe struktury
biatek. Probki zawierajace 50 ng biatka poddano rozdziatowi elektroforetycznemu SDS—-PAGE
w buforze o sktadzie: 25mM Tris, 192 mM glicyna, 0,5% SDS, przy statym napigciu pradu
wynoszacym 180V przez okoto 45 minut. Po zakonczeniu rozdziatu elektroforetycznego biatka
przeniesiono z zelu poliakrylamidowego na nitroceluloze (AmershamTM ProtranTM
Supported 0,45 um NC) w buforze o sktadzie: 25mM Tris, 192 mM glicyna, 20% metanol, przy
statym napigciu pradu 100V, przez okoto 90 minut. Biatka znajdujace si¢ na blonie
nitrocelulozowej zostaly nastepnie poddane analizie immunochemicznej. Po zablokowaniu
W 5% roztworze mleka odtluszczonego w TBST (mieszanina buforowanego trisem roztworu
soli fizjologicznej (TBS) — 20 mM Tris (Sigma-Aldrich), 150 mM NaCl (Sigma-Aldrich)
10,1% Tween 20 (polisorbat 20 — niejonowy srodek powierzchniowo czynny) (Sigma-
Aldrich)), membrany inkubowano przez noc w4°C zodpowiednim przeciwciatem
pierwszorzedowym (anty-C3, anty-C5, anty-PSD95, anty-synapsyna |, anty-synaptofizyna,
anty-pAKT, anty-AKT, anty-pERK, anty-ERK). Doktadne informacje 0 pierwszorzedowych
przeciwciatach uzytych do analiz Western Blot znajduja si¢ w Tabeli 9. W kolejnym etapie
analizy Western Blot, membrany przeptukano 3 razy w buforze TBST, a nastepnie inkubowano
przez 1 godzing w temperaturze pokojowej z odpowiednim drugorzedowym przeciwciatem
sprzezonym  Z peroksydazag = chrzanowg  (Sigma-Aldrich).  Dokladne  informacje
0 drugorzgdowych przeciwciatach uzytych do analiz Western Blot znajduja si¢ w Tabeli 10.
W celu weryfikacji otrzymanych wynikow | wyeliminowania ewentualnych btedow
wynikajacych  z niewtasciwej iloSci nalozonego biatka przeprowadzono reakcje
immunochemiczng z przeciwciatem skierowanym przeciw [-aktynie (CellSignaling, 1:1000),
jako kontrole wewnetrzng dla kazdej analizy Western Blot. Sygnaly immunochemiczne
uwidoczniono za pomoca zestawu do chemiluminescencji ECL (GE Healthcare Life Sciences),

czyli reakcji $wietlnej, ktora towarzyszy reakcji chemicznej katalizowanej przez rozktad
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peroksydazy chrzanowej zwigzanej z przeciwcialem drugorzedowym, przez naswietlanie
membrany HyperfilmTM ECL (GE Healthcare Life Sciences). Potilosciowa ocene poziomow
bialek wykrytych przez immunoblotting okreslono densytometrycznie zuzyciem
oprogramowania LKB Utrascan XL Program GelScan. Warto$ci densytometrii obliczono
dla wszystkich grup, nastepnie wartosci dla jednego powtdrzenia biologicznego usredniono.
Tak obliczone wartoéci densytometrii dla grup kontrolnych przyjeto jako 100%. Dane
Z odpowiednich grup eksperymentalnych przedstawiono jako udzial procentowy wartosci

kontrolnej. Do analiz wykorzystano minimum trzy powtorzenia biologiczne.

Tabela 9. Spis przeciwciat pierwszorzedowych uzytych do analiz Western Blot.

bialko przeciwcialo I-rzedowe rozcienczenie producent
kozie przeciwciato poliklonalne

C3 IgG przeciwko C3 1:1000 w TBST | ThermoFisher
C5 kro.hcze przemww_ﬁo 196 1:2000 w TBST | ThermoFisher
poliklonalne przeciwko C5
mysie przeciwciato IgG2a
PSD-95 monoklonalne przeciwko 1:2000 w TBST | ThermoFisher
PSD-95
mysie przeciwciato 1gG1
Synaptofizyna monoklonalne przeciwko 1:1000 w TBST | Sigma-Aldrich
synaptofizynie
krolicze przeciwciato IgG
Synapsyna | poliklonalne przeciwko 1:1000 w TBST | ThermoFisher

synapsynie |

krolicze przeciwciato 19G
poliklonalne przeciwko p-AKT
krolicze przeciwciato IgG
poliklonalne przeciwko AKT
krolicze przeciwciato 1gG Affinit
poliklonglne przeciwkogp-ERK 1:1000 w TBST Bioscezces
krolicze przeciwciato 19G
poliklonalne przeciwko ERK
mysie przeciwciato IgG2b
B-aktyna monoklonalne przeciwko 1:1000 w TBST | CellSignaling
B-aktynie

phospho-AKT (Ser473) 1:1000 w TBST | CellSignaling

AKT 1:1000 w TBST | CellSignaling

p-ERK 1/2 (Thr202/Tyr204)

p44/42 MAPK (ERK 1/2) 1:1000 w TBST | CellSignaling

Tabela 10. Spis przeciwciat drugorzedowych uzytych do analiz Western Blot.

przeciwcialo II-rzedowe rozcienczenie producent
krélicze przeciwko koziemu IgG (whole 1:8000 w 2,5% roztworze mleka Siama-Aldrich
molecule) odtluszczonego w TBST g
kozie przeciwko kroliczemu IgG (whole 1:8000 w 2,5% roztworze mleka . .
Sigma-Aldrich

molecule) odttuszczonego w TBST

. . . - 1:4000 w 2,5% roztworze mleka . .
kozie przeciwko mysiemu IgG (Fab specific) odttuszezonego w TBST Sigma-Aldrich
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3.8. Analiza biochemiczna poziomu ekspresji bialek za pomoca plytkowego testu
immunoenzymatycznego — ELISA

Czgé¢  wynikow otrzymanych metoda Western Blot zostalo dodatkowo
zweryfikowanych za pomoca testow ELISA. Metoda ta okreslono wplyw maslanu sodu
na poziom ekspresji i fosforylacji/aktywacji kinaz ERK/pERK i AKT/pAKT, ktére biorg udziat
w poischemicznej aktywacji mikrogleju. W tym celu wykonano analiz¢ biochemiczng poziomu
ekspresji wyzej wspomnianych biatek za pomoca ptytkowego testu immunoenzymatycznego —
ELISA nakomoérkach mikrogleju linii BV2 24 172 godziny po procedurze OGD

i po traktowaniu maslanem sodu.

W wybranych punktach czasowych hodowle komoérkowe przeptukano PBS-em,
nastgpnie dodawano bufor Cell Extraction Buffer PTR (znajdujacy si¢ W zestawie testow
ELISA) z dodatkiem inhibitora proteaz i fosfataz (w stosunku 1:100; Sigma-Aldrich)
W objetosci 400 pl na dotek i inkubowano w 4°C przez 15 minut. Nastgpnie komorki zebrano
do probowek iwirowano przez 10 min w 13000 x g w4°C. Otrzymany supernatant
umieszczano w nowych, jatowych probéwkach i przechowywano w temp. -80°C do dalszych
analiz. Catkowite st¢zenie biatka w lizatach komérkowych oznaczane bylo testem Bradford
(Sigma-Aldrich). Do krzywej standardowej uzyto wzorcowych roztworow albuminy
pochodzacej z surowicy bydlecej (Sigma-Aldrich). Odczyt absorbancji (przy ditugosci fali
595 nm) przeprowadzano na spektrofotometrze Fluostar Omega. Stezenia kinaz AKT i ERK
W probkach  oznaczano  z zastosowaniem  komercyjnie  dostepnych  zestawow
immunoenzymatycznego testu ELISA (Tabela 11) wedtug protokotéw dostarczonych przez
producentow. Na spektrofotometrze FluoStar Omega przeprowadzano odczyt absorbancji przy
dhugosci fali 450 nm. Aby znormalizowa¢ wyniki otrzymane za pomocg testu ELISA, uzyskane
stezenia analizowanych bialek odniesiono do stezenia catkowitego biatka w badanej probcee.
Wyniki dla prébek kontrolnych przyjeto jako 100%, adane z odpowiednich grup

eksperymentalnych przedstawiono jako udziat procentowy wartosci kontrolne;.
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Tabela 11. Spis zastosowanych komercyjnie dostepnych zestawéw immunoenzymatycznych testow ELISA.

Nazwa zestawu ELISA Producent Numer katalogowy
AKT 1/2/3 pS473 + AKT 1/2/3 Total ELISA Kit abcam ab253299
ERK 1/2 (pT202/Y204 + Total) ELISA Kit abcam ab176660

3.9. Cytometria przeplywowa

W celu oceny wpltywu maslanu sodu na polaryzacje mikrogleju po procedurze OGD
w hodowlach komorkowych linii BV2, przeprowadzono analiz¢ metoda cytometrii
przeptywowej W roznych punktach czasowych po OGD. Do tego zadania uzyto przeciwcial
skierowanych przeciw markerom charakterystycznym dla fenotypu M1 i M2 (Tabela 12).
Komoérki mikrogleju oznaczone zostaly przeciwciatami CDI11b (szczurze przeciwciato
przeciwko mysiemu CD11b, sprzezone z APC, BD Pharmingen™), atakze przeciwcialem
CDB86 znakujacym mikroglej o fenotypie prozapalnym M1 (szczurze przeciwciato przeciwko
mysiemu CD86, sprzezone z BV421, BD Pharmingen™) oraz przeciwcialem CD206
charakterystycznym dla mikrogleju M2 (szczurze przeciwciato przeciwko mysiemu CD206,

sprzezone Z PE, BD Pharmingen™).

Aby zablokowac¢ niespecyficzne wigzanie receptoréw Fc, probki inkubowano przez
15 minut w temperaturze pokojowej w 500 ul mieszaniny blokujacej: roztwor 10% FBS
w HBSS bez wapnia i bez magnezu. Nastepnie, probki inkubowano z przeciwciatami przez
30 minut w temperaturze pokojowej, w200 ul catkowitej objetosci. Przeciwciata zostaty
rozcienczone W roztworze 5% FBS w HBSS w stosunku 1:200. Po inkubacji probki zostaty
trzykrotnie przeptukane 1 ml roztworu 5% FBS w HBSS i przeniesione do probowek typu
FACS (Falcon™, ThermoFisher).

Analizy przeprowadzono przy uzyciu cytometru przeptywowego BD FACSCanto™ II
(BD Bioscences) z laserami wzbudzajacymi 0 dtugosci fali 405 nm, 488 nm i 633 nm oraz
filtrami detekcyjnymi dla dlugosci fal 450 + 50 nm (dla przeciwciata sprzezonego z BV421),
585 = 42 nm (dla przeciwciata sprzezonego z PE) oraz 660 + 20 nm (dla przeciwciala
sprzezonego z APC). Strategia bramkowania polegata na oddzieleniu komoérek na podstawie
wzglednej wielkosci i ziarnisto$ci, czyli odpowiednio rozpraszania swiatta na przednim (FSC,

z ang. forward scatter) i bocznym (SSC, z ang. side scatter) detektorze optycznym w celu
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usuni¢cia agregatow komorek imatych zanieczyszczen, a nastepnie bramkowaniu
pojedynczych komorek napodstawie parametrow obszaru piku rozproszenia $wiatta
na przednim detektorze (FSC-A, z ang. forward scatter-area) i wysokosci piku rozpraszania
Swiatta na przednim detektorze (FSC-H, z ang. forward scatter-height). Do poszczegolnych
subpopulacji komorki byty kwalifikowane na podstawie wzglgdnej intensywnosci fluorescencji
charakterystycznych markerow. Komorki mikrogleju byly okreslane na podstawie ekspresji
markera CD11b. Za komoérki mikrogleju uznano populacje CD11b+. Nastgpnie fenotypy
mikrogleju okreslano na podstawie intensywnos$ci fluorescencji przeciwcial przeciwko
markerowi CD86 lub markerowi CD206. Prozapalng populacj¢ mikrogleju M1 zdefiniowano
jako CD11b+CD86+, a przeciwzapalng populacje mikrogleju M2 jako CDI11b+CD206+.
Z kazdej zebranej probki zadano, aby uktad cytometru pobrat i zliczyt 3 x 10* zdarzen, czyli

odczytow sygnatu rozpraszania Swiatla.

Tabela 12. Spis przeciwciat uzytych do cytometrii przeptywowe;j.

marker przeciwcialo rozcienczenie producent

SzCzurze przeciwciato
CD11b przeciwko mysiemu 1:200 w 5% FBS BD Pharmingen™
CD11b, sprzezone z APC | W HBSS

szczurze przeciwciato

przeciwko mysiemu 1:200 w 5% FBS . ™
CD86 CD86, sprzgzone w HBSS BD Pharmingen
z Bv421

szczurze przeciwciato
CD206 przeciwko mysiemu 1:2200w 5% FBS | BD Pharmingen™
CD206, sprzezone z PE w HBSS

3.10.  Transmisyjna mikroskopia elektronowa

Badania technikg transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM) zostaly
przeprowadzone we wspotpracy z Pracowniag Badan Mikroskopowo-Elektronowych IMDiK
PAN.

Zwierzeta doswiadczalne zostaly perfundowane przez serce roztworem PBS,
a nastgpnie mieszaning 2,5% glutaraldehydu (GA), 2% PFA 10,1 M buforu kakodylowego,

po czym moézgi zostaly wyizolowane i inkubowane w 4°C przez 24 godziny w tej samej
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mieszaninie. Po 24-godzinnej inkubacji kora mézgu i hipokamp obu potkul zostaty izolowane
Zmoézgu ipocigte namate fragmenty, ktore byly ptukane trzykrotnie w 0,1 M buforze
kakodylowym, a nastepnie utrwalane w 1% tetroksydzie osmu (OsOs) i 0,8% cyjanidzie potasu
(Ks(FeCN)e) przez 2 godziny. Tak przygotowane fragmenty tkanki w kolejnym etapie
odwodniono w szeregu alkoholi o0 wzrastajacym stezeniu (30% - 99,8%) oraz w tlenku
propylenu. Nastgpnie probki zostaly zatopione W zywicy Epon i poddane polimeryzacji
w temperaturze 60°C przez 24 godziny. Tak przygotowana tkanka zostala pocigta
na ultracienkie skrawki (grubosci 40-60 nm) na ultramikrotomie MTXL (RMC), przy uzyciu
noza diamentowego. Nastepnie skrawki zostaly umieszczone na siatkach miedzianych
(300 oczek) i wybarwione metoda podwdjnego kontrastu z uzyciem octanu uranylu (30 minut)
I cytrynianu otowiu (15 minut). Analiza przygotowanych preparatow zostata przeprowadzona
za pomoca transmisyjnego mikroskopu elektronowego JEM-1011 (JEOL) dziatajacego przy
napigciu przyspieszajacym 80 kV. Ocena poziomu uszkodzenia cytoarchitektury tkanki mozgu

zostala przeprowadzona ze szczeg6lnym uwzglednieniem potaczen synaptycznych.

3.11. Badania behawioralne

Badania behawioralne zostaly przeprowadzone we wspdlpracy z Pracownig
Behawioralno-Metaboliczng IMDiK PAN. Podczas trwania eksperymentéw behawioralnych,
szczury trzymano w standardowych warunkach hodowlanych, w klatkach ze stala wilgotnoscia
i temperatura okoto 20°C, z zachowaniem statego fotoperiodu 12 h/12  h — $wiatto$é/ciemnose,

z dostepem do wody i jedzenia ad libitum (z tac. wedtug upodoban — bez ograniczen).

Badania behawioralne przeprowadzono w celu oceny reakcji na bodzce za pomoca
wybranych testow oraz zmian W funkcjach motorycznych, sensorycznych iréwnowagi,
zapomoca zmodyfikowanej skali nasilenia neurologicznego (mNSS, zang. modified
neurological severity scores) uzwierzat po urazie hipoksyjno-ischemicznym i po podaniu

maslanu sodu.
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Zwierzeta zostaly podzielone na4 grupy eksperymentalne, analogicznie jak

w przypadku wyzej opisanych analiz (6 szczuréw na grupe):

1) kontrolne (K),

2) kontrolne traktowane maslanem sodu (K+SB),

3) zwierzeta po niedokrwieniu-niedotlenieniu (HI),

4) zwierzeta po niedokrwieniu-niedotlenieniu traktowane maslanem sodu (HI+SB).

Wszystkie testy behawioralne byty przeprowadzane w pokoju izolowanym od bodzcow
zewnetrznych. Pigtego isiddmego dnia po HI oraz utakich samych wiekowo zwierzat
kontrolnych oceniano odruch przyjmowania wyprostowanej postawy (z ang. righting reflex
test) i zachowanie negatywnej geotaksji (z ang. negative geotaxis behaviour test) w oparciu
0 prace Lyu i wsp. (2021) oraz publikacj¢ Chen i wsp. (2022) [194], [195]. Aby przeprowadzi¢
test przyjecia wyprostowanej postawy, mtode szczury bylty umieszczane w pozycji na plecach,
rejestrowano czas, jaki zajmowal im obrot oraz ustawienie wszystkich czterech tap z powrotem
na podtozu (Ryc. 7). W przypadku testu zachowania negatywnej geotaksji, szczury byly
umieszczane glowag W dot narowni pochylej (umieszczonej pod katem 40°). Rejestrowano
czas, jaki zajmowato im obrocenie si¢ 0 180° do pozycji z gtowa ku gorze ktadki, z krytycznym
punktem czasowym 60 sekund. Przekroczenie 60 sek. byto uznawane za brak wykonania obrotu
(Ryc. 8). Dziesigtego dnia po HI oraz u analogicznych wiekowo zwierzat kontrolnych,
przeprowadzono ocene przy uzyciu zmodyfikowanej skali nasilenia neurologicznego (mNSS),
aby oceni¢ funkcje odruchowe, motoryczne, sensoryczne i rownowagi [196]. Szczegdtowy opis
testow znajduje si¢ W Tabeli 13. W zestawie testow mNSS zwierzg otrzymywato 1 punkt za
kazde pomyslne przejscie testu, do zdobycia byto facznie 11 punktow. Dwunastego dnia po HI
oraz analogicznego dnia zycia U zwierzat kontrolnych oceniano zdolno$¢ do utrzymania sie
na drucianej kratce w pozycji wiszacej (z ang. wire hang test) na podstawie pracy Chen
I wspotpracownikow (2022) [195]. Szczury byty wystawione na druciang kratke, tak aby mogty
si¢ jej uchwyci¢ tapami i ogonem, a nastepnie kratka byta powoli obracana 0 180°. Mierzono
czas, w ktorym zwierzeta zwolnily uchwyt i upadaty na znajdujace si¢ bezposrednio pod nimi

mickkie podtoze (Ryc. 9). Czas zwolnienia uchwytu byt mierzony w 5 kolejnych probach.

Aby zredukowa¢ liczbg zwierzat wykorzystanych we wszystkich do§wiadczeniach,

zwierzeta po badaniach behawioralnych byly przeznaczone dobadan molekularnych
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i biochemicznych. W tym celu poddano je dekapitacji w 14 dniu po urazie hipoksyjno-

ischemicznym i stanowity ostatni badany w tych analizach punkt czasowy.

Tabela 13. Spis testow wykonywanych w zmodyfikowanej skali nasilenia neurologicznego (mNSS).

Porazka/Sukces
Zadanie Opis
(pkt.)

Porazenie konczyn Brak porazenia konczyn 0/1
Chod prosty Chéd aktywny, harmonijny i w linii prostej 0/1
Pozycja ogona Pozycja ogona jest uniesiona 0/1
Odruch matzowiny usznej Potrzasanie glowa podczas kontaktu z zewnetrznym o1

aparatem stuchowym (uchem)
Odruch zaskoczenia Reakcja motoryczna na gto$ny hatas 0/1
Wyjécie 2 kregu Zdolnos¢ do _znale_zienia WYJ $cia z duzego o1

okraglego pojemnika w 2 minuty

. . | Zdolno$¢ do balansowania po precie 0 $rednicy
Balansowanie po okragtym precie 5 mm przez 10 sek. 0/1
. . Zdolno$¢ do odwrdcenia sie z pozycji z glowa

Ujemny odruch biegunowy , . . 0/1

w dot na pochytej platformie
Chod po belce szerokosci 1,5 cm | Zsuniecie si¢ Z belki nie wiecej niz 2 razy 0/1
Chod po belce szerokosci 1,0 cm | Zsunigcie si¢ zZ belki nie wigcej niz 2 razy 0/1
Chdd po belce szerokosei 0,8 cm | Zsunigcie si¢ Z belki nie wigcej niz 2 razy 0/1
Maksymalny wynik 11

180°

L 4

Rycina 7. Uproszczony schemat testu oceniajgcego odruch przyjmowania wyprostowanej postawy (z ang.

righting reflex test). Rycina wykonana w programie BioRender.com.
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Rycina 8. Uproszczony schemat testu oceniajgcego zachowanie negatywnej geotaksji (z ang. negative

geotaxis behaviour test). Rycina wykonana w programie BioRender.com.
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Rycina 9. Uproszczony schemat testu oceniajacego zdolno$¢ do utrzymania si¢ nadrucianej kratce

W pozycji wiszacej (z ang. wire hang test). Rycina wykonana w programie BioRender.com.

3.12. Analiza statystyczna

Statystyczng analiz¢ danych przeprowadzono za pomoca dedykowanego
oprogramowania statystycznego (GraphPad Prism 10.1.0). Wyniki przedstawiono jako $rednie
warto$ci z poszczegdlnych danych eksperymentalnych + odchylenie standardowe (SD, z ang.
standard deviation). Analizy statystyczne przeprowadzono nadanych uzyskanych
z co najmniej 3 eksperymentow (powtdrzen biologicznych) i3 powtorzen technicznych.
Poréwnania miedzy grupami zostaly przeprowadzone przy uzyciu dwukierunkowej analizy
wariancji (two-way ANOVA) z testem post-hoc Bonferroni dla wielokrotnych poréwnan. Dane

zostaly uznane za statystycznie istotne przy wartosci p < 0,05.
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4. Wyniki
4.1. Model in vivo

4.1.1. Ekspresja mRNA bialek ukladu dopelniacza w mézgu po hipoksji-
ischemii

Stan zapalny jest kluczowym czynnikiem patologicznym w uszkodzeniach moézgu
w okresie okoloporodowym, a uktad dopetniacza jako sktadowa stanu zapalnego, aktywuje si¢
po hipoksji-ischemii. Dlatego tez, W pierwszym etapie eksperymentéw obejmujgcych niniejsza
rozprawe doktorskg okreslono poziom ekspresji mRNA molekut bedacych sktadnikami uktadu
dopetiacza oraz wptyw maslanu sodu na te ekspresj¢. Aby zmierzy¢ poziomy ekspresji mRNA
biatek Clqa, C3, C5i C9, wykonano analizy metoda qPCR na probkach pobranych od zwierzat
kontrolnych oraz po HI, atakze od zwierzat kontrolnych i po HI traktowanych inhibitorem.
Materiat pobrano 24 i 72 godziny oraz 5 i 14 dni po indukcji HI. Jako genu referencyjnego
uzyto genu dla f-aktyny amplifikowanego z tego samego cDNA. Po 24 godzinach od epizodu
hipoksyjno-ischemicznego zaobserwowano wzrost ekspresji mRNA dla biatek Clga 1 C3
uktadu dopelniacza, natomiast po podaniu maslanu sodu ekspresja obu biatek zmniejszyta si¢
(Ryc. 10A, B). Ekspresja biatka C5 byta nieznacznie zwigkszona po 5 i 14 dniach od indukcji
HI (wyniki statystycznie istotne). Po podaniu maslanu sodu ekspresja mRNA C5 zmniejszyta
si¢, natomiast Wyniki te nie byly istotne statystycznie (Ryc. 10C). Z kolei po 72 godzinach
zaobserwowano wzrost ekspresji mMRNA dla biatka C9 uktadu dopetniacza, ktory zmniejszyt
si¢ po zastosowaniu maslanu sodu (Ryc. 10D). Po 5 dniach w grupie HI+SB zauwazono wzrost
ekspresji mRNA dla Clga, C3 i C9 w porownaniu do grupy zwierzat po HI nieleczonych
maslanem sodu (Ryc. 10A, B, D).
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Rycina 10. Ekspresja mRNA bialek ukladu dopelniacza. Przeprowadzono analize¢ qPCR na materiale
pochodzacym od zwierzat, uktorych zaindukowano HI izwierzat kontrolnych, W obecno$ci i nieobecnosci
maslanu sodu. Material pobierano 24 h i 72 h oraz 5d i 14 d po indukcji HI. A — wyniki analizy dla Clga, B —
wyniki analizy dla C3, C — wyniki analizy dla C5, D — wyniki analizy dla C9. K — kontrola, HI — niedotlenienie-
niedokrwienie. Wyniki przedstawiono jako warto$ci srednie + odchylenie standardowe (SD), obliczone wzgledem
genu referencyjnego dla B-aktyny. Liczba powtdrzen biologicznych w kazdej grupie eksperymentalnej n=3.
Analiza statystyczna: dwukierunkowa ANOVA z testem post-hoc Bonferroniego: ****p < 0,0001, ***p < 0,001,
**p < 0,01, *p < 0,05.
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4.1.2. Ekspresja mRNA receptoréw dla bialek ukladu dopelniacza w mézgu
po hipoksji-ischemii

Nastgpnym celem badan, byto okreslenie ekspresji mRNA receptorow bialek uktadu
dopetniacza W obecnosci | braku maslanu sodu. Aby zmierzy¢ poziom ekspresji mRNA C3aR
i ChaR, ponownie przeprowadzono analizy qPCR naprobkach uzyskanych od zwierzat
kontrolnych oraz po indukcji HI, a takze od zwierzat kontrolnych oraz po indukcji HI, ktorym
podano SB. Material pobrano 24 i 72 godziny, 5 i 14 dni po indukcji HI. Po 24 godzinach
od epizodu hipoksyjno-ischemicznego zaobserwowano wzrost ekspresji mRNA dla obu
badanych receptoréw, apodanie maslanu sodu nieznacznie zwigkszylo ekspresje C3aR
i zmniejszyto ekspresje C5aR, jednak te wyniki nie byly istotne statystycznie. Po 72 godzinach
od indukcji HI wzrosta ekspresja C5aR, a podanie inhibitora dodatkowo zwigkszyto te
ekspresje, cho¢ i w tym przypadku byly to wyniki nieistotne statystycznie. W analogicznym
punkcie czasowym nie obserwowali$my zmian W ekspresji C3aR po HI, jednak zastosowanie
SB istotnie zwigkszato poziom mRNA dla tego receptora, zardwno W grupie kontrolnej (K+SB)
jak i uzwierzat hipoksyjno-ischemicznych (HI+SB). Po5 dniach i2 tygodniach nadal
obserwowano wzrost ekspresji mRNA obu receptorow W probkach pobranych od zwierzat
po HI w poréwnaniu do grupy kontrolnej, podczas gdy po podaniu maslanu sodu ekspresja ta

ulegta znacznemu zmniejszeniu (Ryc. 11A, B).
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Rycina 11. Ekspresja mRNA receptoréw dla bialek ukladu dopeliacza. Przeprowadzono analiz¢ qPCR
na materiale pochodzacym od zwierzat, U ktérych zaindukowano HI izwierzat kontrolnych, w obecnosci
i nieobecnosci maslanu sodu. Materiat pobierano 24 h, 72 h, 5d i 14 d po indukcji HI. A — wyniki analizy
dla C3aR, B — wyniki analizy dla C5aR. K — kontrola, HI — niedotlenienie-niedokrwienie. Wyniki przedstawiono
jako wartosci $rednie £ odchylenie standardowe (SD), obliczone wzgledem genu referencyjnego dla B-aktyny.

Liczba powtoérzen biologicznych w kazdej grupie eksperymentalnej n=3. Analiza statystyczna: dwukierunkowa
ANOVA z testem post-hoc Bonferroniego: *p < 0,05.

4.1.3. Aktywacja ukladu dopelniacza w uszkodzeniu mézgu wywolanym
neonatalng HI

W kolejnym kroku skupiono si¢ na okresleniu i ocenie ekspresji molekut bedacych
sktadnikami uktadu dopelniacza w obecnosci ibraku badanego inhibitora. Aby zmierzy¢
poziomy biatek C3 i C5 uktadu dopetniacza, przeprowadzono analizy metoda Western Blot
na probkach uzyskanych od zwierzat kontrolnych oraz po indukcji HI, atakze od zwierzat
po HI i kontrolnych traktowanych SB. Materiat do badania (p6tkule mézgu) pobrano 24 i 72
godziny oraz 5 dni po indukcji HI. Po 24 godzinach od wywotania HI odnotowano istotnie
zwigkszong ekspresj¢ C5, a podanie maslanu sodu zmniejszyto poziom ekspresji tego biatka.
Zmiany w poziomie biatka C3 w tym punkcie czasowym byly nieistotne statystycznie
(Ryc. 12A, B). Po 72 godzinach hipoksja-ischemia zwigkszyta ekspresje¢ biatka C3, podczas
gdy podanie maslanu sodu dodatkowo powodowato wzrost poziomu obu badanych biatek,

jednak ponownie wyniki te sg istotne statystycznie tylko dla biatka C5 (Ryc. 12A, B). Przy
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wydhluzeniu czasu przezycia zwierzat do 5 dni, zauwazono wzrost poziomu biatka C3
u zwierzat po hipoksji-ischemii, natomiast podanie maslanu sodu istotnie zmniejszyto poziom
ekspresji tego biatka (Ryc. 12A). W tym punkcie czasowym odnotowano roéwniez spadek

poziomu biatka C5, a w grupie zwierzat traktowanych SB (HI+SB) wykazano wzrost poziomu
tego biatka (Ryc. 12B).
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Rycina 12. Aktywacja dopelniacza w uszkodzeniu mézgu wywolanym przez neonatalna HI. Przeprowadzono
analiz¢ Western Blot na materiale pochodzacym od zwierzat, u ktorych zaindukowano HI i zwierzat kontrolnych,
W obecnosci i nieobecnosci maslanu sodu. Material uzyskano 24 h, 72 h oraz 5 dni po indukcji HI. A — analiza
wynikow dla C3, B — analiza wynikow dla C5. K — kontrola, K+SB — kontrola w obecnos$ci maslanu sodu, HI —
niedotlenienie-niedokrwienie, HI+SB - niedotlenienie-niedokrwienie w obecno$ci maslanu sodu. Wyniki
uzyskano za pomocg analizy densytometrycznej poziomoéw szaro$ci prazkéw po rozktadzie elektroforetycznym,
wyrazonych jako procent stosunku gestosci optycznej (OD z ang. optical density) pragzkéw K+SB, HI i HI+SB
w odniesieniu do K. Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD). Liczba

powtorzen biologicznych w kazdej grupie eksperymentalnej min. n=3. Analiza statystyczna: dwukierunkowa
ANOVA z testem post-hoc Bonferroniego: ****p < 0.,001, ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05.
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4.1.4. Lokalizacja skladnikéw ukladu dopelniacza w mézgu po hipoksji-ischemii

Poniewaz biatka dopelniacza moga odgrywa¢ wazna role w przeorganizowywaniu sieci
synaptycznych w roznych stanach patologicznych, W po6zniejszym etapie badan podjeto probe
zlokalizowania biatek uktadu dopelniacza w mozgu w obecnosci i braku badanego inhibitora.
Sprawdzono, czy biatka dopelniacza znajdujg si¢ W poblizu synaps oraz czy hipoksja-ischemia
oraz podawanie maslanu sodu wptywa na ich lokalizacje. Aby okresli¢ obecnos¢ biatek C3 i1 C5
uktadu dopelniacza, przeprowadzono podwodjne barwienie immunohistochemiczne
na skrawkach moézgu uzyskanych od zwierzat kontrolnych i po HI, w obecnosci lub braku
inhibitora. Materiatl pobrano 2 tygodnie po wywotaniu HI. Wyniki immunohistochemiczne
oceniano za pomoca konfokalnego mikroskopu skanujacego (LSM 780, CarlZeiss)
wyposazonego W oprogramowanie Zeiss LSM ImageBrowser oraz  mikroskopu
fluorescencyjnego Axioskop 2 (CarlZeiss) wyposazonego W kamer¢ (AxioCam MRm),
z oprogramowaniem AxioVision Release 4.8.1. Biatka C3 i C5 uktadu dopetniacza byty obecne
we wszystkich obszarach moézgu, wtym w korze mozgu, hipokampie i prazkowiu,
W przestrzeniach perisynaptycznych, zarowno w tkankach zdrowych, jak i uszkodzonych przez
epizod hipoksyjno-ischemiczny (Ryc. 13, 14). Liczne kolokalizacje biatek C5 i C3 z biatkami
synaptycznymi — PSD-95 i synaptofizyng potwierdzaja, ze znajduja si¢ one W bezposrednim
sgsiedztwie synaps. Niemniej jednak, napodstawie uzyskanych wynikéw, nie mozna

jednoznacznie stwierdzi¢, czy HI lub SB wplywaja na lokalizacje bialek dopelniacza.
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Rycina 13. Lokalizacja skladnikow ukladu dopelniacza w mézgu. Przeprowadzono podwdjne barwienie

immunohistochemiczne na skrawkach moézgu zwierzat, u ktorych zaindukowano HI w obecnosci i przy braku
maslanu sodu (2 tygodnie po indukcji HI), atakze zwierzat kontrolnych. K — kontrola, HI — niedotlenienie-
niedokrwienie, K+SB — zwierzgta kontrolne po leczeniu maslanem sodu, HI+SB — zwierzgta po niedotlenieniu-
niedokrwieniu, ktorym podawano maslan sodu. Kolor zielony — synaptofizyna, czerwony — C3, niebieski —
Hoechst 33258. Skala 20 um.
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50 pm
=i

Rycina 14. Lokalizacja skladnikéw ukladu dopelniacza w mézgu. Przeprowadzono podwoéjne barwienie
immunohistochemiczne na skrawkach mozgu zwierzat, u ktorych zaindukowano HI w obecnosci i przy braku
maslanu sodu (2 tygodnie po indukcji HI), atakze zwierzat kontrolnych. K — kontrola, HI — niedotlenienie-
niedokrwienie, K+SB — zwierzgta kontrolne po leczeniu maslanem sodu, HI+SB — zwierzgta po niedotlenieniu-
niedokrwieniu, ktorym podawano maslan sodu. Kolor zielony — PSD-95, czerwony — C3/C5, niebieski — Hoechst
33258. Skala 50 pm.
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4.1.5. Degradacja bialek synaptycznych wywolana neonatalna hipoksja-ischemia

W kolejnym etapie okreslono wptyw hipoksji-ischemii oraz podawania maslanu sodu
na ekspresje molekut bedacych sktadnikami bton synaptycznych. W tym celu wykonano
analizy metoda Western Blot. Okre$lono poziomy bialek presynaptycznych — synaptofizyny
i synapsyny | oraz biatka postsynaptycznego — PSD-95 w probkach uzyskanych od zwierzat
kontrolnych oraz po indukcji HI, a takze od zwierzat kontrolnych i po HI traktowanych SB.
Hipoksja-ischemia zmniejsza ekspresj¢ biatka PSD-95 w ipsilateralnej potkuli po 72 godzinach
i 5 dniach od indukcji HI, podczas gdy po podaniu maslanu sodu ekspresja wraca do poziomu
obserwowanego w grupie kontrolnej. Maslan sodu rowniez zwigkszyt ekspresje biatka PSD-95
po 14 dniach w mozgach zwierzat po HI w porownaniu do grupy, ktora nie byta traktowana
tym inhibitorem (HI+SB vs HI, p<0,05) (Ryc. 15A). Wptyw HI na biatko presynaptyczne —
synaptofizyng nie byt tak wyrazny jak w przypadku PSD-95. Istotnie statystyczne obnizenie
poziomu tego biatka obserwowaliSmy jedynie po 5 dniach od indukcji HI. Wptyw maslanu
sodu na synaptofizyng rowniez nie byl jednoznaczny. W grupie zwierzat traktowanych
inhibitorem zaobserwowano istotny spadek poziomu synaptofizyny 72 godziny po indukcji Hl,
natomiast w ostatnim badanym punkcie czasowym (14 dni po HI) zastosowanie SB
spowodowalo istotny wzrost poziomu tego biatka (Ryc. 15B). W przypadku drugiego biatka
presynaptycznego — synapsyny | obserwowaliS§my przejSciowy wzrost ekspresji po HI
w pierwszym badanym punkcie czasowym (24 h), natomiast wydtuzenie czasu przezycia
zwierzat istotnie statystycznie obnizalo poziom synapsyny | w potkulach hipoksyjno-
ischemicznych. Zastosowanie maslanu sodu po HI istotnie zwickszatlo ekspresje badanego
biatka jedynie po 72 godzinach od indukcji uszkodzenia w porownaniu do zwierzat

nieleczonych (Ryc. 15C).
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Rycina 15. Ekspresja bialek synaptycznych w moézgach szczuréow po neonatalnej hipoksji-ischemii.
Przeprowadzono analiz¢ Western Blot na materiale uzyskanym od zwierzat po HI izwierzat kontrolnych
W obecnosci i nieobecnosci maslanu sodu. Material uzyskano 24 h, 72 h, 5d i14d poindukcji HI.
A —wyniki analizy dla biatka PSD-95, B — wyniki analizy dla biatka synaptofizyny, C — wyniki analizy dla biatka
synapsyny |. K — kontrola, K+SB — kontrola z zastosowaniem maslanu sodu, HI — niedotlenienie-niedokrwienie,
HI+SB — niedotlenienie-niedokrwienie z zastosowaniem maslanu sodu. Wyniki uzyskano za pomocg analizy
densytometrycznej poziomow szaro$ci prazkow po rozdziale elektroforetycznym, wyrazonych jako procent
stosunku gestosci optycznej (OD) prazkéw K+SB, HI i HI+SB w odniesieniu do K. Wyniki przedstawiono jako
wartoéci $rednie + odchylenie standardowe (SD). Liczba powtorzen biologicznych W kazdej grupie

eksperymentalnej min. n=3. Analiza statystyczna: dwukierunkowa ANOVA z testem post-hoc Bonferroniego:

*kkp < 0,0001, ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05.

90




4.1.6. Architektura tkanki mézgu po neonatalnej hipoksji-ischemii

Przeprowadzono analiz¢ morfologii tkanki mozgu, koncentrujac si¢ na polaczeniach
synaptycznych, z wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowej w Pracowni Badan
Mikroskopowo-Elektronowych IMDiK PAN. Materiat do badan zostal pobrany tydzien
po wywotaniu uszkodzenia hipoksyjno-ischemicznego oraz od bedgcych w tym samym wieku
zwierzat kontrolnych, a takze zwierzat po indukcji HI i kontrolnych, ktérym podano maslan
sodu. Tkanka po uszkodzeniu hipoksyjno-ischemicznym wykazata zmiany ultrastrukturalne
(Ryc. 161-L). Zaobserwowano uszkodzenia w potkulach po hipoksji-ischemii, takie jak: obrzek
tkanki nerwowej (Ryc. 161), ,,ciemne neurony” (Ryc. 161, czerwony asterysk (*)), obrzek
okotonaczyniowy (Ryc. 16J, czerwona strzatka), wypustki $rodblonka w $wietle naczyn
(Ryc. 16K, czerwony grot strzatki), rozwarstwiong, degradujaca mieling (Ryc. 16K, czerwone
strzatki, biate ramki), rozmyte/zatarte struktury synaptyczne (Ryc. 16L, czerwone groty
strzatek, biate ramki) oraz obrzek zakonczen synaptycznych (Ryc. 16L, czerwone strzatki).
Podanie maslanu sodu wykazato efekt neuroprotekcyjny. W tkance pobranej od zwierzat
po indukcji HI, traktowanych inhibitorem wykazano lepsza morfologi¢ neuronow (Ryc. 16M,
zielony asterysk (*)), mniejszy obrzgk tkanki nerwowej (Ryc. 16M), brak powazniejszych
obrzgkéw okotonaczyniowych (Ryc. 16N, zielona strzatka), normalng strukture ostonek
mielinowych w wigkszo$ci badanej tkanki (Ryc. 160, zielone strzatki, biate ramki) oraz lepsza
ultrastrukture potaczen synaptycznych (Ryc. 16P, zielone strzaltki, biate ramki) w porownaniu
do zwierzat po HI, ktore nie byty traktowane maslanem sodu. Tkanka pobrana od zwierzat
kontrolnych, ktérym podawany byt maslan sodu (Ryc. 16E-H) nie réznita si¢ od grupy
kontrolnej (Ryc. 16A-D).
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HI+SB

Rycina 16. Zmiany ultrastruktury tkanki w moézgach zwierzat po neonatalnej hipoksji-ischemii.
Przeprowadzono analizg ultrastrukturalng tkanki mozgowej zwierzat kontrolnych i po HI w obecnosci i przy braku
maslanu sodu za pomoca transmisyjnej mikroskopii elektronowej. Material pobrano 1 tydzien po indukcji HI.
Panele A-D przedstawiajg elektronografie zwierzat kontrolnych. Nie zaobserwowano zadnych zmian
ultrastrukturalnych. U zwierzat po HI zaobserwowano degradacj¢ tkanek (I-L, czerwone strzatki i asterysk):
I — cechy morfologiczne obrzgku tkanki nerwowej, * — ,.ciemny neuron”; J — cechy morfologiczne obrze¢ku
okotonaczyniowego; K, czerwone strzalki, biate ramki — degradacja ostonek mielinowych, czerwony grot strzatki
— wypuklosci $rodbtonka do $wiatta naczynia; L czerwone strzatki — morfologiczne cechy obrzeku zakonczen
synaptycznych, biate ramki, czerwone groty strzatki — zatarte struktury synaptyczne. Efekt neuroprotekcyjny
zaobserwowano po leczeniu maslanem sodu (M-P, zielone strzalki i asterysk): M — brak obrzeku tkanki nerwowej,
* —morfologicznie niezmieniony neuron; N — kapilarne naczynie krwiono$ne, brak obrzeku okotonaczyniowego;
O — zwarte ostonki mielinowe; P — morfologicznie niezmienione struktury synaptyczne. Wyniki te zostaly
zinterpretowane w odniesieniu do kontroli (A-D, zolte strzatki i asterysk). W grupie kontrolnej, ktorej podawano
maslan sodu (E-H, niebieskie strzatki i asterysk) nie zaobserwowano zadnych réznic morfologicznych w tkance
mozgu W porownaniu do grupy kontrolnej. K — kontrola, K+SB — zwierzgta kontrolne, ktorym podawano maslan
sodu, HI — niedotlenienie-niedokrwienie, HI+SB — niedotlenienie-niedokrwienie zwierzat po leczeniu maslanem

sodu. Liczba powtorzen biologicznych w kazdej grupie eksperymentalnej n=5.
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4.1.7. Wplyw maslanu na funkcje lokomotoryczne i poznawcze u zwierzat po HI

W ostatnim etapie badan przeprowadzono eksperymenty majace na celu ocene wptywu
maslanu sodu na funkcje lokomotoryczne i poznawcze u zwierzat po hipoksji-ischemii. Testy
behawioralne przeprowadzono na zwierzetach kontrolnych oraz zwierzetach po indukcji Hl,
bez podania lub po podaniu maslanu sodu. Pigtego isiodmego dnia po indukcji HI oraz
analogicznego dnia u zwierzat kontrolnych oceniano odruch przyjmowania wyprostowanej
postawy (z ang. righting reflex test) izachowanie negatywnej geotaksji (z ang. negative
geotaxis behaviour test). W pierwszym wymienionym te$cie, mtode szczury byly umieszczane
W pozycji na plecach, rejestrowano czas, jaki zajmowat im obrot oraz ustawienie wszystkich
czterech tap z powrotem na podtozu. Wszystkie zwierzeta W kazdej grupie testowej odwrocity
si¢ natychmiast (z ang. instant), a pomigdzy grupami badawczymi ani punktami czasowymi,
w ktoérych testy byly wykonywane nie stwierdzono réznic. W tescie oceniajagcym zachowanie
negatywnej geotaksji, szczury byly umieszczane na pochylonej platformie (pod katem 40°)
glowa w dot. Rejestrowano czas, jaki zajmowato im obrocenie si¢ 0 180° do pozycji z glowsg
ku gorze ktadki, z krytycznym punktem czasowym 60 sekund. Przekroczenie 60 sek. byto
uznawane za brak wykonania obrotu. Wszystkie zwierzgta W kazdej grupie badawczej przeszty
test pomysSlnie, ale nie zauwazono rdéznic W czasie obrotu pomigdzy grupami ani punktami
czasowymi, w ktorych testy byly wykonywane (Ryc. 17C). Dziesigtego dnia po indukcji HI
oraz analogicznego dnia uzwierzat kontrolnych, uzyto zmodyfikowanej skali nasilenia
neurologicznego (MNSS), aby oceni¢ funkcje odruchowe, motoryczne, sensoryczne
i rownowagi. W tym tescie zwierzeta mogly uzyska¢ maksymalnie 11 punktow. Ponownie, nie
stwierdzono ro6znic W wynikach miedzy grupami badawczymi (Ryc. 17A). Dwunastego dnia
po HI oraz analogicznego dnia u zwierzat kontrolnych oceniono zdolno$¢ do utrzymania si¢
na drucianej kratce w pozycji wiszacej (zang. wire hang test). Szczury umieszczano
na drucianej kratce, a nastepnie kratka byta powoli obracana 0 180°. Mierzono czas, W ktorym
zwierzeta zwolnity uchwyt i upadaty na znajdujace si¢ bezposrednio pod nimi migkkie podtoze.
Poraz kolejny, nie stwierdzono r6znic miedzy grupami badawczymi (Ryc. 17B).
W przeprowadzonych testach behawioralnych nie zaobserwowano wplywu hipoksji-ischemii

ani maslanu sodu na funkcje lokomotoryczne i poznawcze u mtodych szczurow.
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A zmodyfikowana skala nasilenia neurologicznego (mNSS) |B utrzymanie sig na drucianej kratce w pozycji wiszacej
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Rycina 17. Wplyw maslanu sodu na funkcje lokomotoryczne ipoznawcze uzwierzat po HI. Testy

behawioralne przeprowadzono na zwierzetach, u ktérych zaindukowano HI, a takze na zwierzetach kontrolnych,

W obecnosci i przy braku maslanu sodu. Test zachowania negatywnej geotaksji przeprowadzono w dniach 5i 7

po HI oraz analogicznego dnia uzwierzat kontrolnych, azmodyfikowang skale nasilenia neurologicznego

i zdolno$¢ do utrzymania si¢ na drucianej kratce w pozycji wiszacej oceniano odpowiednio w 10 i 12 dniu po HI

oraz w analogicznych dniach uzwierzat kontrolnych. A — wyniki dla zmodyfikowanej skali nasilenia

neurologicznego (MNSS), B — wyniki testu utrzymania si¢ na drucianej kratce w pozycji wiszacej, C — wyniki

testu zachowania negatywnej geotaksji. K — kontrola, HI — niedotlenienie-niedokrwienie. Wyniki przedstawiono

jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD). Liczba zwierzat w kazdej grupie eksperymentalnej n=6.

Analiza statystyczna: dwukierunkowa ANOVA z testem post-hoc Bonferroniego.

4.2. Model in vitro — wspéthodowle neuronéw i mikrogleju

4.2.1. Ustalenie warunkéw hodowli pierwotnych neuronéw korowych

Pierwsze proby hodowli in vitro pierwotnych neurondéw korowych przy wysianiu

komorek bezposrednio do pozywki dedykowanej neuronom: Neurobasal + L-glutamina + B-

27+ PS, okreslanej dalej w tekscie jako Neurobasal (zgodnie z protokotem hodowli

pierwotnych neuronéw korowych zaproponowanym przez Vaslin i wspotpracownikow (2007)
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i Ginet i wspotpracownikoéw (2014) [185], [186]), konczyly si¢ niepowodzeniem. Komorki
miaty tendencj¢ do tworzenia agregatow komorkowych, ktore nie nadawaly si¢ po utrwaleniu
I wybarwieniu do przeprowadzenia analizy Sholla oraz szybko obumieraty. W celu
wyeliminowania tego problemu, przeanalizowano r6zne warianty hodowli. Sprawdzono jaki
wpltyw na morfologie¢ neuronow ma dlugo$¢ czasu, w ktérym komorki utrzymywane sg
W pozywce zawierajacej surowice (DMEM + 10% FBS + NB-21 + AAS, okreslang dalej
w tekscie jako DMEM), po ktorym zostaje dokonana zmiana napozywke dedykowang
neuronom — Neurobasal. Pierwotne neurony korowe wysiano na szkietka pokryte poli-D-
lizyng, umieszone W plytkach 24-dotkowych w gestosci 30000 komorek/dotek. Komorki
hodowane w pozywce DMEM zostaty podzielone na kilka grup eksperymentalnych, po czym
w kazdej z grup pozywke DMEM zmieniano na Neurobasal innego dnia (2, 3, 4, 5, 6, 7 dnia
hodowli in vitro). W kolejnych dniach prowadzenia hodowli dokonywano obserwacji i oceny
kondycji i morfologii komorek. Zauwazono, ze najlepszym momentem na wymiang pozywki
DMEM na Neurobasal bedzie 3 dzien prowadzenia hodowli in vitro - 3 DIV (z ang. day
invitro). Zbyt wczesna zmiana pozywki skutkowala tworzeniem agregatow komorek
nerwowych, ktore nie nadawaly si¢ do przeprowadzenia analizy Sholla. Natomiast zbyt dtugie
utrzymywanie komoérek w pozywce DMEM skutkowato bardziej fibroblastyczna morfologia
hodowli komorkowej (Ryc. 18). Kiedy dokonywano zmiany rodzaju pozywki w3 DIV,
w obserwacji tych hodowli przez kolejne dni, dato si¢ zauwazy¢ pojedyncze komorki nerwowe,
0 duzym stopniu rozgalezienia, jak i komorki sieciujace sie, ponadto komorki wykazywaty
lepsza kondycje niz komorki z pozostalych wariantow eksperymentalnych. Oceniono, ze
morfologia neuronéw obserwowana dla hodowli, w ktorej dokonano zmiany pozywki DMEM
na Neurobasal 3-go dnia prowadzenia hodowli in vitro bedzie najlepsza, dla uzyskania
zadowalajacych rezultatoéw podczas dalszych procedur. Dlatego tez W nastepnych etapach tej
czesci eksperymentdw prowadzono hodowle pierwotnych neurondéw korowych ze zmiang

rodzaju medium po 72 godzinach od wysiania komorek.
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Rycina 18. Hodowla in vitro pierwotnych neuronéw korowych. Na ptytk¢ 24-dotkowa wysiano pierwotne

. [
& |

neurony korowe w gestosci 30000 komorek/dotek. Komorki pierwotnie wysiano W pozywce Neurobasal —
Neurobasal + L-glutamina + B-27 + PS. Nastepnie Sprawdzono jaki wptyw na morfologi¢ neuronow ma moment,
w ktorym komorkom utrzymywanym w pozywce zawierajacej surowice: DMEM — DMEM + 10% FBS + NB-
21+ AAS, wymienia si¢ medium napozywke dedykowana neuronom — Neurobasal. Komérki hodowane
w pozywce DMEM podzielono nakilka grup eksperymentalnych, w ktorych pozywke DMEM zmieniano
na Neurobasal innego dnia (2, 3, 4, 5, 6, 7 dnia hodowli in vitro). Hodowle obserwowano przez kolejne dni. DIV
— dzien prowadzenia hodowli in vitro. Liczba powtérzen biologicznych w kazdej grupie eksperymentalnej n=5.
Skala 100 um.
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4.2.2. Wplyw maslanu sodu na aktywacje mikrogleju, lokalizacje bialek
dopelniacza oraz morfologi¢ neuronow po procedurze OGD

Poniewaz komorki mikrogleju przy zaangazowaniu biatek ukladu dopelniacza moga
odgrywa¢ wazna role W przycinaniu wypustek neuronéow podczas rozwoju mozgu,
jak i wréznych stanach patologicznych, podjeto probe zlokalizowania komorek mikrogleju
i bialek ukladu dopeilniacza we wspdthodowlach pierwotnych neuronéw korowych
z pierwotnymi komoérkami mikrogleju, poddanych procedurze OGD, w obecnosci i braku
badanego inhibitora, jak i we wspothodowlach kontrolnych. Sprawdzono, czy mikroglej oraz
biatka dopetniacza znajdujg si¢ W poblizu wypustek neuronalnych oraz czy deficyt tlenowo-
glukozowy oraz podawanie maslanu sodu wplywa na ich lokalizacje. Aby okresli¢ obecnos¢
mikrogleju i biatka C3 uktadu dopelniacza w poblizu neuronéw, przeprowadzono potrdjne
barwienie immunocytochemiczne. Materiat komorkowy utrwalano 24 172 godziny
po procedurze OGD. Wyniki immunocytochemiczne oceniano za pomocg konfokalnego
mikroskopu skanujacego (LSM 780, CarlZeiss) wyposazonego W oprogramowanie Zeiss LSM
ImageBrowser. Odnotowano mniejszg liczb¢ wypustek neuronalnych oraz mniejsze ich
rozgalezienie we wspothodowlach neuronow z mikroglejem po OGD, zaréwno po 24,
jak i 72 godzinach od przeprowadzenia procedury. Podanie maslanu sodu powodowato ochrong
komoérek nerwowych. Neurony we wspdothodowlach po OGD, w obecnosci SB wykazywaty
dhuzsze wypustki, wigksza ich liczbg oraz wigkszy stopien ich rozgalgzienia w poréwnaniu
do grupy po OGD bez traktowania maslanem sodu (24 i 72 godziny od OGD) (Ryc. 19 i 20).
Pomimo wykonania wielu prob barwienia immunocytochemicznego, komorki aktywowanego
mikrogleju oraz biatko C3 uktadu dopetniacza zauwazano w sasiedztwie wypustek neuronow
we wszystkich badanych grupach w obu analizowanych punktach czasowych (Ryc. 19, 20).
Biorac po uwage uzyskane wyniki, nie mozemy jednoznacznie stwierdzié, czy procedura OGD
I podawanie maslanu sodu wplywaja nalokalizacje¢ 1 aktywacje mikrogleju oraz biatek
dopetiacza (Ryc. 19 i 20). Liczne kolokalizacje aktywnego mikrogleju z biatkiem C3 przy
wypustkach neuronow sugeruja, ze uktad dopelniacza angazuje mikroglej w ich przycinanie,
jednak, napodstawie uzyskanych barwien immunocytochemicznych, nie mozemy tego
jednoznacznie potwierdzi¢. Poniewaz nie udato nam si¢ wykaza¢ zadnych roéznic w aktywacji
mikrogleju pomigdzy analizowanymi grupami badawczymi, w dalszej czgsci eksperymentu
skupiono si¢ wylacznie na doktadniejszej ocenie wpltywu procedury OGD i podawania SB

na morfologi¢ neuronow.
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Rycina 19. Wplyw maslanu sodu na aktywacje mikrogleju iochrone neuronéw po 24 godzinach
od procedury OGD. Przeprowadzono potrojne barwienie immunocytochemiczne na wspothodowlach
pierwotnych komorek mikrogleju z pierwotnymi neuronami korowymi, ktére poddano procedurze OGD
W obecnosci i przy braku maslanu sodu, a takze na wspothodowlach kontrolnych. Komoérki utrwalano 24 godziny
od procedury OGD. K — kontrola, K+SB — kontrola traktowana maslanem sodu, OGD — deficyt tlenowo-
glukozowy, OGD+SB — komorki po procedurze OGD traktowane maslanem sodu. Kolor zielony — MAP2, bialy
— ED1, czerwony — C3, niebieski — Hoechst 33258. Skala 50 um.
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Rycina 20. Wplyw maslanu sodu na aktywacje mikrogleju iochrone neuronéw po 72 godzinach
od procedury OGD. Przeprowadzono potrojne barwienie immunocytochemiczne na wspdthodowlach
pierwotnych komorek mikrogleju z pierwotnymi neuronami korowymi, ktére poddano procedurze OGD
W obecnosci i przy braku maslanu sodu, a takze na wspothodowlach kontrolnych. Komoérki utrwalano 72 godziny
od procedury OGD. K - kontrola, K+SB — kontrola traktowana maslanem sodu, OGD - deficyt tlenowo-
glukozowy, OGD+SB — komorki po procedurze OGD traktowane maslanem sodu. Kolor zielony — MAP2, biaty
— ED1, czerwony — C3, niebieski—Hoechst 33258. Skala 50 pm.

4.2.3. Wplyw maslanu sodu na morfologi¢ neuronow po procedurze OGD —
analiza Sholla
Sposobem na oceng¢ wplywu maslanu sodu na morfologie¢ neuronéw po procedurze
OGD byta analiza liczby wytwarzanych przez nie wypustek oraz stopnia ich rozgatg¢zienia.
Na podstawie reprezentatywnych zdje¢ mikroskopowych pierwotnych neuronéw korowych
wyznakowanych przeciwciatlem anty-MAP2 (Ryc. 21A.1, A2 oraz 22A1 1A.2)
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we wspothodowlach  z pierwotnym mikroglejem przy uzyciu rozszerzenia Neuron)
(https://imagej.net/NeuronJ) do programu Image] wykonywano tzw. maski komorek,
odzwierciedlajace dendryty neurondéw (Rycina 21A.3 - A.5 oraz 22A.3 - A.5). Nastepnie przy
pomocy rozszerzenia Sholl Analysis programu Imagel, na przygotowane maski komorek
naktadano serie koncentrycznych kregdw w odstepach co 4 pum, 0 srodku W obrgbie ciata
komorki (Rycina 21A.6 oraz 22A.6). W kolejnym kroku zliczano wszystkie przecigcia
wypustek z poszczegdlnymi okregami. Otrzymane dane postuzyty do obliczenia szeregu
parametrOw charakteryzujacych stopien rozgalezienia wypustek neurondéw i ztozonos¢ ich

budowy.

Przeprowadzono cen¢ wplywu OGD ipodawania maslanu sodu na stopien
rozgalezienia wypustek neurondow z zastosowaniem analizy Sholla obrazow mikroskopowych
komorek utrwalonych 24 172 godziny po procedurze OGD, wyznakowanych markerem
anty-MAP2, ktory dobrze wybarwia dendryty komorek nerwowych. Na Rycinie 21B i Rycinie
22B przedstawiono reprezentatywne schematy komorek poddane analizie Sholla. Wyniki
pomiarow 30 reprezentatywnych komorek dla kazdej z grup eksperymentalnych pokazujace
$rednig liczbe przecie¢ wypustek na okrag w odniesieniu do odlegtosci od srodka ciata komorki
przedstawiono na Rycinie 23. Zauwazono, ze neurony po procedurze OGD charakteryzuja si¢
najmniejszg dlugosciag wypustek W porownaniu do pozostatych grup badawczych w obu
analizowanych czasach. Dodatkowo charakteryzujg si¢ najmniejszym stopniem rozgalezienia
wypustek. W hodowlach poddanych procedurze OGD po zastosowaniu maslanu sodu,
charakterystyka wypustek neuronéw byta zblizona do wypustek komoérek kontrolnych, co
szczegdlnie wida¢ po 72 godzinach od deficytu tlenowo-glukozowego (Ryc. 23A i B).
Wspoétczynnik regresji Sholla (z ang. k-Sholl’s regression coefficient) przedstawiony zostat
jako wspotczynnik k z rownania regres;ji liniowej log10 (%) =—k x r + m, gdzie N odpowiada
sredniej liczbie przecig¢ na dany okrag 0 promieniu r; S odpowiada dtugosci obwodu tego
okregu (Ryc. 24 i25). Wspotczynnik k okreslajacy nachylenie krzywej regresji liniowej
na otrzymanych wykresach wskazuje nastopien rozgatgzienia komorek w odniesieniu
do odlegtosci od $rodka komorki. Im wigksza wartos¢ wspotczynnika, tym rozgatezienie
komorek jest wieksze blizej ciala komorki. Otrzymane wyniki wskazuja, ze wartos¢
wspotczynnika k byta najmniejsza dla komoérek poddanych procedurze OGD w obu
analizowanych czasach (Ryc.24 i25). W analizie neuronow po OGD, hodowanych
W obecno$ci maslanu sodu wspotczynnik regresji liniowej k byl wyzszy niz dla komorek

po OGD hodowanych bez inhibitora i zblizat si¢ do wartosci wspotczynnika k otrzymanego
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dla komorek kontrolnych (Ryc. 24 i25), co jest szczegdlnie widoczne po 72 godzinach
od procedury OGD. Swiadczyé to moze 0 tym, ze maslan sodu dziata ochronnie na komorki
nerwowe. Analiza pozostatych parametrow wskazuje przede wszystkim na zwigkszenie
dhugosci wypustek w grupie OGD+SB w stosunku do komoérek po OGD (Rycina 26, Tabele 14
i 15), 0 czym $wiadczy dluzszy promien ostatniego okregu, na ktorym wykryto przeciecia
z komorka (72,00 + 33,42 um w OGD+SB vs. 44,61 + 25,26 um w OGD po 24 h oraz 100,19
+ 56,90 um w OGD+SB vs. 51,33 £+ 18,34 um w OGD po 72 h). Maksymalna liczba przecigé
dendrytow z okregiem réwniez byta duzo wieksza dla grupy poddanej deficytowi tlenowo-
glukozowemu, ktorej podawano inhibitor, niz w grupie, ktorej nie aplikowano SB (Ryc. 26,
Tabele 14 i 15). O wigkszym skomplikowaniu budowy neuronéow po OGD, ktérym podawano
SB w odniesieniu do komoérek bez wystawienia na dziatanie inhibitora, swiadczy roéwniez
wigksza liczba wypustek pierwszorzedowych (Ryc. 26, Tabele 14 i15). Do ocenianych
parametrow nalezy rowniez wspotczynnik rozgalezienia RI (z ang. ramification index),
obliczany jako iloraz maksymalnej liczby przeci¢¢ oraz liczby wypustek pierwszorzedowych.
| w tym przypadku mozemy mowi¢ 0 korzystnym efekcie podawania maslanu sodu po OGD.
Stopien rozgat¢zienia komorek w grupie OGD+SB byt wyzszy od stopnia rozgalg¢zienia
komorek po OGD i zblizat si¢ do wartosci charakterystycznych dla komoérek z grup
kontrolnych, szczegoélnie po 72 godzinach od procedury deficytu tlenowo-glukozowego
(Ryc. 26, Tabele 14 i15). Warto réwniez podkresli¢, ze po procedurze OGD wykazano
mniejsza przezywalno§¢ neurondow. Z przeprowadzonych pomiardw mozna zatem
wywnioskowa¢, ze maslan sodu dziata ochronnie na neurony poddane procedurze OGD, maja
one wiecej wypustek, ktore sg jednoczes$nie dtuzsze i bardziej rozgatezione. Podsumowanie
wynikow oceny wptywu OGD i podawania maslanu sodu przedstawiono na Rycinie 26
i w Tabelach 14 i 15.
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Rycina 21. Schemat przygotowania analizy Sholla — 24 godziny po procedurze OGD. A— Schemat
przygotowania obrazéw mikroskopowych do analizy Sholla. A.1 — oryginalny obraz z mikroskopii konfokalnej
(kolor zielony — MAP2, czerwony — C3, biaty — ED1, niebieski — Hoechst 33258, skala 50 um. A.2 — kanat C1
z mikroskopii konfokalnej (zielony — MAP2); A.3 — tworzenie binarnego obrazu komorki; A.4 — tworzenie $ciezek
wypustek komorki; A.5 — tworzenie maski komorki; A.6 — nakladanie serii koncentrycznych okregoéw
i wykrywanie przecig¢ z wypustkami komorki. B — Analiza rozgalezien neuronéw metoda Sholla po 24 godzinach
hodowli. B.1 — reprezentatywny schemat komorki kontrolnej w analizie Sholla; B.2 — reprezentatywny schemat
komorki kontrolnej po podaniu SB w analizie Sholla; B.3 — reprezentatywny schemat komorki po procedurze
OGD w analizie Sholla; B.4 — reprezentatywny schemat komorki po OGD traktowanej maslanem sodu w analizie
Sholla.
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Rycina 22. Schemat przygotowania analizy Sholla — 72 godziny po procedurze OGD. A - Schemat
przygotowania obrazéw mikroskopowych do analizy Sholla. A.1 — oryginalny obraz z mikroskopii konfokalnej
(kolor zielony — MAP2, czerwony — C3, biaty — ED1, niebieski — Hoechst 33258, skala 50 um. A.2 — kanat C1
z mikroskopii konfokalnej (zielony — MAP2); A.3 — tworzenie binarnego obrazu komorki; A.4 — tworzenie $ciezek
wypustek komorki; A.5 — tworzenie maski komorki; A.6 — nakladanie serii koncentrycznych okrggoéw
i wykrywanie przecig¢ z wypustkami komorki. B — Analiza rozgatezien neuronéw metoda Sholla po 72 godzinach
hodowli. B.1 — reprezentatywny schemat komorki kontrolnej w analizie Sholla; B.2 — reprezentatywny schemat
komorki kontrolnej po podaniu SB w analizie Sholla; B.3 — reprezentatywny schemat komorki po procedurze
OGD w analizie Sholla; B.4 — reprezentatywny schemat komorki po OGD traktowanej maslanem sodu w analizie
Sholla.
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Rycina 23. Wykres typu heatmap pokazujacy Srednia liczbe przecie¢ wypustek na okrag w odniesieniu
do odlegtosci od srodka komorki. A — wykres przedstawiajacy $rednia liczbe przecigé wypustek na okrag
w odniesieniu do odlegtosci od $rodka ciata komorki po 24 godzinach od procedury OGD, B — wykres
przedstawiajacy $rednig liczbe przecie¢ wypustek na okrag w odniesieniu do odlegtosci od srodka ciata komorki
po 72 godzinach od procedury OGD. K — kontrola, K+SB — kontrola traktowana SB, OGD — deficyt tlenowo-
glukozowy, OGD+SB — komorki po procedurze OGD traktowane SB. Liczba komorek poddanych analizie

w kazdej z grup n=30. Skala: kolor czerwony — najwigksza liczba przecigé, kolor fioletowy — brak przecigé.
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Rycina 24. Wykres poéllogarytmiczny przedstawiajacy Srednia liczbe przecieg¢ znormalizowana
w odniesieniu do obwodu okregu — 24 godziny po procedurze OGD; nachylenie krzywej regresji liniowej
na uzyskanym wykresie wskazuje na stopien rozgatezienia komorki w stosunku do odlegtosci od $rodka komaorki,
oceniony przez obliczony wspotezynnik regresji Sholla k; K — kontrola, K+SB — kontrola traktowana SB, OGD —
deficyt tlenowo-glukozowy, OGD+SB — komorki po procedurze OGD traktowane SB. Liczba komoérek poddanych

analizie w kazdej z grup n=30.
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Rycina 25. Wykres péllogarytmiczny przedstawiajacy S$rednia liczbe przecig¢ znormalizowana
w odniesieniu do obwodu okregu — 72 godziny po procedurze OGD; nachylenie krzywej regresji liniowej
na uzyskanym wykresie wskazuje na stopien rozgatezienia komorki w stosunku do odlegtosci od $rodka komorki,
oceniony przez obliczony wspotezynnik regresji Sholla k; K — kontrola, K+SB — kontrola traktowana SB, OGD —
deficyt tlenowo-glukozowy, OGD+SB — komérki po procedurze OGD traktowane SB. Liczba komorek poddanych

analizie w kazdej z grup n=30.
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iki Sholla obliczone na podstawie uzyskanych danych.
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30. Analiza statystyczna: dwukierunkowa ANOVA z testem post-hoc Bonferroniego: *p < 0,05,

**p < 0,01, ***p < 0,005, ****p < 0,001.

godzinach od OGD. K — kontrola, OGD — deficyt tlenowo-glukozowy. Wyniki przedstawiono jako wartosci

A — analiza rozgal¢zien metoda Sholla po 24 godzinach od OGD. B — analiza rozgal¢zien metoda Sholla po 72
$rednie otrzymanych wynikow + odchylenie standardowe (SD). Liczba komorek poddanych analizie w kazdej

Rycina 26. Wykresy przedstawiajace wskazn

zgrup n



Tabela 14. Zestawienie wskaznikow Sholla obliczone na podstawie uzyskanych danych — 24 godziny
od OGD. K —kontrola, K+SB — kontrola traktowana SB, OGD — deficyt tlenowo-glukozowy, OGD+SB — komorki
po procedurze OGD traktowane SB. Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie otrzymanych wynikow =+
odchylenie standardowe (SD). Liczba komorek poddanych analizie w kazdej z grup n=30. Aby Tabela pozostata

czytelna, nie przedstawiono w niej istotnosci statystycznych. Wszystkie istotno$ci statystyczne naniesiono

na Rycine 26.

K K+SB OGD OGD+SB
Liczba wszystkich 98,62+57,71 | 82,64+77,10 | 2638+16,16 | 4511784
przecieé
Liczba okregow 2221+10,90 | 1927+1229 | 9,79+ 4,69 15,47 + 7,16
Z przeci¢ciami
predniiiczbaiprzecicCl SNVl RIG) 3964234 | 2664082 3,08+ 085
na okrag
Maksymalna liczba 757+ 2575 573+299 | 4,07+142 48+ 151
przecieé na okrag
Promien okregu
Z maksymalna liczba 28,67 +26,08 | 18,91+12,49 | 13,69 +8,88 18,27 + 10,36
przecieé (nm)
Promien ostatniego | g39 | 1198 | 810044916 | 446142526 | 72,00+ 3342
okregu (um)
e R 4.61+1.36 405+133 | 3364107 3,53+ 1,02
pierwszorzedowych
Stopien rozgalezienia 1,82 +1,00 1,44 £ 0,57 1,23+ 0,30 1,40+ 0,44
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Tabela 15. Zestawienie wskaznikow Sholla obliczone na podstawie uzyskanych danych — 72 godziny
od OGD. K —kontrola, K+SB — kontrola traktowana SB, OGD - deficyt tlenowo-glukozowy, OGD+SB — komorki
po procedurze OGD traktowane SB. Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie otrzymanych wynikow =+
odchylenie standardowe (SD). Liczba komorek poddanych analizie w kazdej z grup n=30. Aby Tabela pozostata
czytelna, nie przedstawiono w niej istotnosci statystycznych. Wszystkie istotno$ci statystyczne naniesiono

na Rycine 26.

K K+SB OGD OGD+SB

Liczba wszystkich

przecieé 125,48 94,19 | 79,93+47,29 | 24,33+9,05 87,53 +48,85

Liczba okregéw

R 27,10+ 18,08 | 22,63 + 14,46 11,78 + 4,55 24,07 + 14,20
Z przecieciami

Srednia liczba przecieé
na okrag 4,80 +1,89 3,71 +£1,03 2,11+£0,38 3,95+1,42

Maksymalna liczba

. 8,19+ 2,67 6,50+2,11 3,06 +0,97 7,16 +2,69
przecieé na okrag

Promien okregu
Z maksymalng liczba 25,14 £ 14,19 22,13 £ 23,82 12,22 +£9,19 29,95 + 20,07
przecieé (nm)

Promien ostatniego | 15 30 7531 | 945345782 | 513341834 | 100,19 £ 56,90

okregu (um)
Liczba wypustek 4524126 | 450£134 | 272+009 | 407+125
pierwszorzedowych
Stopien rozgalezienia 1,97 £ 0,95 1,51 +0,45 1,17+ 0,33 1,84 +0,75

4.3. Model in vitro - linia BV2 mikrogleju

4.3.1. Wplyw maslanu sodu na ekspresje wybranych genéw mikrogleju
po procedurze OGD

W pierwszym etapie badan nad linig BV2 mikrogleju wykonano ilo$ciowg analiz¢ PCR
do oceny wplywu maslanu sodu na ekspresje genow pro- i przeciwzapalnych w hodowlach
kontrolnych, jak réwniez w hodowlach poddanych procedurze OGD. Eksperymenty
przeprowadzono po 24 i 72 godzinach od OGD oraz w dopasowanych czasowo hodowlach
kontrolnych. Poziomy ekspresji ocenianych gendéw prozapalnych (IL-1B, TNFa, CD86)
I przeciwzapalnych (IL-4, CD206, arginaza) obliczono wzgledem genu referencyjnego dla
B-aktyny, ktory amplifikowano z tego samego cDNA. Analiza uzyskanych wynikoéw wykazata
zwigkszong ekspresje mRNA wszystkich gendéw prozapalnych 24 h po procedurze OGD
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W poroéwnaniu do kontrolnych, nietraktowanych probek. Suplementacja pozywki hodowlane;j
maslanem sodu po deficycie tlenowo-glukozowym znaczaco obnizyta poziom mRNA IL-1,
TNFa i CD86 w komorkach BV2 24 godziny po OGD, przy czym poziom mRNA IL-1B
i CD86 do poziomu obserwowanego w hodowlach kontrolnych (Ryc. 27A, B, C). Podobny
wzor ekspresji markerow prozapalnych po procedurze OGD i zastosowaniu inhibitora
zaobserwowano w drugim badanym punkcie czasowym. Poziom IL-1p znaczaco wzrdst 72
godziny po OGD, a zastosowanie maslanu sodu zmniejszylo te ekspresj¢, jednak nie tak
wyraznie, jak we wczesniejszym punkcie czasowym (Ryc. 27A). Podobny efekt SB 72 h
po OGD obserwowalismy takze w przypadku CD86 (Ryc.27C). Ekspresja TNFa
w komorkach mikrogleju w tym punkcie czasowym nie zmienita si¢ znaczaco W poréwnaniu

do hodowli kontrolnej (niepoddanej procedurze OGD) (Ryc. 27B).

Niedobor tlenu i glukozy nie miat wptywu na ekspresj¢ markerow przeciwzapalnych
(IL-4, arginazy i CD206) w komorkach BV2 w pierwszym badanym punkcie czasowym
(24 godziny) w poréownaniu do hodowli kontrolnej. Przedtuzenie hodowli komoérek do 72
godzin po OGD spowodowato niewielkie, ale statystycznie istotne zmniejszenie ekspresji
wszystkich badanych markerow przeciwzapalnych w komoérkach BV2 poddanych OGD
(Ryc. 27D, E, F). Podanie SB znacznie zwigkszylo ekspresj¢ analizowanych markerow
przeciwzapalnych po OGD we wczesniejszym punkcie czasowym (24 godziny). Jednak
po wydtuzeniu okresu hodowli do 72 godzin, efekt ten byl obserwowany jedynie dla IL-4
(Ryc. 27D, E, F).

Warto zauwazy¢, ze obecnos¢ inhibitora HDAC w hodowli kontrolnej BV2 wptywa
takze na ekspresj¢ markeréw zarowno pro- jak i przeciwzapalnych. W komoérkach kontrolnych
BV2 traktowanych SB po 24 godzinach obserwowaliSmy istotny wzrost ekspresji TNFa, CD86,
IL-4, CD206 i arginazy. Po wydtuzeniu czasu hodowli kontrolnych do 72 h maslan sodu miat
efekt odwrotny — obnizat ekspresj¢ CD86 oraz wszystkich badanych markerow
przeciwzapalnych. W tym punkcie czasowym jedynie poziom mRNA dla IL-1 w grupie
K+SB byl znaczaco wyzszy w stosunku do hodowli kontrolnych nietraktowanych SB
(Ryc. 27).
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Rycina 27. Ekspresja mRNA genéw bialek charakterystycznych dla profilu pro- i przeciwzapalnego
mikrogleju. Przeprowadzono analiz¢ qPCR na materiale pochodzacym z hodowli mikrogleju linii BV2,
na ktorych przeprowadzono procedure OGD i komorek kontrolnych, w obecnosci i nieobecno$ci maslanu sodu.
Materiat pobierano 24 h i 72 h po procedurze OGD. A — wyniki analizy dla IL-1p8, B — wyniki analizy dla TNFa,
C — wyniki analizy dla CD86, D — wyniki analizy dla IL-4, E — wyniki analizy dla arginazy, F — wyniki analizy
dla CD206. K — kontrola, OGD - deficyt tlenowo-glukozowy. Wyniki przedstawiono jako warto$ci $rednie +
odchylenie standardowe (SD), obliczone wzgledem genu referencyjnego dla B-aktyny. Liczba powtdrzen
biologicznych w kazdej grupie eksperymentalnej n=3. Analiza statystyczna: dwukierunkowa ANOVA z testem
post-hoc Bonferroniego: ****p < 0,0001, ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05.

4.3.2. Wplyw maslanu sodu na polaryzacje¢ mikrogleju po procedurze OGD

W celu okreslenia dziatania maslanu sodu na polaryzacj¢ mikrogleju po procedurze
OGD okreslono populacje fenotypow M1 i M2 mikrogleju metoda cytometrii przeptywowej.
Strategia bramkowania polegata na oddzieleniu komoérek na podstawie rozpraszania $wiatla
na przednim detektorze optycznym (FSC) ibocznym (SSC), w celu usunigcia agregatow
komorek | matych zanieczyszczen. Parametr FSC wskazuje rozmiar komorki, a SSC wskazuje

ziarnisto§¢ komorek. Populacja komorek byta okreslana przez wykluczenie populacji
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najbardziej wysunietej nalewo (zanieczyszczenia iagregaty). Nastepnie skupiono sie¢
na bramkowaniu pojedynczych komorek na podstawie parametrow obszaru rozproszenia
Swiatla na przednim detektorze optycznym (FSC-A) i wysokosci rozpraszania $wiatla
na przednim detektorze optycznym (FSC-H). Pojedyncze komorki okreslono jako najbardziej
gestg populacje umieszczong wzdtuz przekatnej wykresu obydwu parametréw (Ryc. 28A, C,
E, G, I, K oraz Rycina 29A, C, E, G, I, K). Do poszczegolnych subpopulacji komorki byty
kwalifikowane na podstawie wzglgdnej intensywnosci fluorescencji charakterystycznych
markeréw. Komorki mikrogleju byly okreslane na podstawie ekspresji markera CD11b.
Za komorki mikrogleju uznano populacj¢ CD11b+. Nastepnie fenotypy mikrogleju okreslano
na podstawie intensywnosci fluorescencji przeciwcial skierowanych przeciwko markerowi
CD86 lub markerowi CD206. Prozapalng populacje mikrogleju M1 zdefiniowano jako
CD11b+CD86+, a przeciwzapalng populacj¢ mikrogleju M2 jako CD11b+CD206+ (Ryc. 28B,
D, F, H, J, L oraz Rycina 29B, D, F, H, J, L). Wykaz procentowego udziatu poszczegdlnych
populacji w analizowanych probkach przedstawiono w Tabelach 16 i17. Na podstawie
otrzymanych wynikow wykazano, ze komorki kontrolne w obu analizowanych czasach
wykazywaty ekspresje markera CD86. Nie wykazano takze rdznic W wyrazaniu tego markera
pomiedzy grupa, na ktorej przeprowadzono OGD a grupa po OGD, ktora byta traktowana SB
(OGD vs. OGD+SB), w obu punktach czasowych (Ryc. 30A, B). Nie zauwazono rowniez
roznic W udziale populacji okreslonej jako przeciwzapalna pomigdzy wszystkimi czterema
badanymi grupami 24 godziny po OGD. 72 godziny po procedurze OGD odnotowano spadek
populacji CD11b+CD206+ po OGD w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 30B). Podane
maslanu sodu po OGD spowodowato wzrost udziatu przeciwzapalnej populacji po 72
godzinach od deficytu tlenu iglukozy w analizowanych probkach (OGD+SB) (Ryc. 30B).
Po 72 godzinach zauwazono rowniez wzrost udziatu populacji CD11b+CD206+ w grupie
kontrolnej, ktora byta traktowana SB w porownaniu do grupy kontrolnej, nie traktowanej
inhibitorem. Jednakze zaden z opisanych wynikow nie jest istotny statystycznie (Ryc. 30B).
Warto zwroci¢ uwage, ze odnotowano znaczny odsetek komorek wyrazajacych oba markery
(komorki CD86+CD206+), co moze sugerowal, ze cze$¢ mikrogleju jest w stanie
"przej$ciowym" pomigdzy fenotypem pro- a przeciwzapalnym (Tabela 16 i 17). Specyficznos¢
uzytych przeciwcial sprawdzono poprzez dodanie do komoérek kontrolnych odpowiednich

kontroli izotypowych przeciwciat (Ryc. 31).
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Rycina 28. Analiza subpopulacji komoérek mikrogleju linii BV2 — 24 godziny po procedurze OGD.
Przeprowadzono analize metoda cytometrii przeplywowej na materiale komorkowym w celu oceny liczebnosci
populacji poszczegdlnych fenotypow mikrogleju po procedurze OGD i mikrogleju kontrolnym w obecnosci
i bez maslanu sodu. Materiat zbierano 24 godziny po procedurze OGD. A, C, E, G, I, K — strategia bramkowania
celem wylonienia pojedynczych komoérek, B, D, F, H, J, L — strategia bramkowania celem okreSlenia
poszczegblnych populacji mikrogleju i wyniki tego bramkowania; A, B — mikroglej kontrolny niewyznakowany,
C, D — mikroglej kontrolny wyznakowany, E, F — mikroglej kontrolny wyznakowany, traktowany maslanem sodu,
G, H — mikroglej po OGD niewyznakowany, I, J — mikroglej po OGD wyznakowany, K, L — mikroglej po OGD
wyznakowany, traktowany maslanem sodu. Komoérki CD11b+CD86+ zdefiniowano jako fenotyp prozapalny
(M1), a komorki CD11b+CD206+ jako przeciwzapalny (M2). Liczba powtdrzen biologicznych w kazdej grupie
eksperymentalnej n;=4. Liczba analizowanych zdarzen w kazdej grupie eksperymentalnej n,=30000. Na panelu

przedstawiono analize dla jednego reprezentatywnego powtorzenia biologicznego.
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Rycina 29. Analiza subpopulacji komoérek mikrogleju linii BV2 — 72 godziny po procedurze OGD.
Przeprowadzono analiz¢ metoda cytometrii przepltywowej na materiale komorkowym w celu ocenienia
liczebnos$ci populacji poszczegdlnych fenotypow mikrogleju po procedurze OGD i mikrogleju kontrolnym
W obecnosci i bez maslanu sodu. Materiat zbierano 72 godziny po procedurze OGD. A, C, E, G, |, K — strategia
bramkowania celem wytonienia pojedynczych zywych komorek, B, D, F, H, J, L — strategia bramkowania celem
okreslenia poszczegoélnych populacji mikrogleju iwyniki tego bramkowania; A, B - mikroglej kontrolny
niewyznakowany, C, D — mikroglej kontrolny wyznakowany, E, F — mikroglej kontrolny wyznakowany,
traktowany maslanem sodu, G, H — mikroglej po OGD niewyznakowany, I, J — mikroglej po OGD wyznakowany,
K, L — mikroglej po OGD wyznakowany, traktowany maslanem sodu. Komorki CD11b+CD86+ zdefiniowano
jako fenotyp prozapalny, a komoérki CD11b+CD206+ jako przeciwzapalny. Liczba powtérzen biologicznych
w kazdej grupie eksperymentalnej ni=4. Liczba analizowanych zdarzen w kazdej grupie eksperymentalnej

n,=30000. Na panelu przedstawiono analiz¢ dla jednego reprezentatywnego powtdrzenia biologicznego.
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Rycina 30. Analiza subpopulacji komérek mikrogleju linii BV2. Wykresy przedstawiajace obliczony odsetek

komoérek CDI11b+CD86+, CD11b+CD206+ w populacji

mikrogleju po procedurze OGD i mikrogleju

kontrolnym, traktowanym i nie traktowanym maslanem sodu. Materiat zbierano 24 i 72 godziny po procedurze

OGD. Komorki CD11b+CD86+ zdefiniowano jako fenotyp prozapalny, a komoérki CD11b+CD206+ jako

przeciwzapalny. A —wyniki analizy dla komorek zebranych 24 godziny po OGD, B — wyniki analizy dla komorek

zebranych 72 godziny po OGD. K — komoérki kontrolne, OGD — komorki po procedurze OGD. Liczba powtorzen

biologicznych w kazdej grupie eksperymentalnej n;=4. Liczba analizowanych zdarzen w kazdej grupie

eksperymentalnej n,=30000. Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD).
Analiza statystyczna: dwukierunkowa ANOVA z testem post-hoc Bonferroniego.
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Tabela 16. Wykaz procentowego udzialu poszczegélnych populacji w analizowanych probkach 24 godziny
po OGD. Komdrki CD11b+CD86+ zdefiniowano jako fenotyp prozapalny (kolor czerwony), komorki
CD11b+CD206+ jako przeciwzapalny (kolor zielony), a komorki CD86+CD206+ jako mikroglej “przejsciowy”
(kolor z6tty). K — komorki kontrolne, K+SB — komorki kontrolne traktowane maslanem sodu, OGD — komorki
po procedurze OGD, OGD+SB — komorki po procedurze OGD traktowane maslanem sodu. Liczba powtorzen
biologicznych w kazdej grupie eksperymentalnej n;=4. Liczba analizowanych zdarzen w kazdej grupie

eksperymentalnej nz=30000. Wyniki przedstawiono jako warto$ci $rednie + odchylenie standardowe (SD).

K K+SB 0GD OGD+SB
% pojedynczych | o) o5 91501 | 812422190 | 847+ 18,131 | 823420446
komorek
Yozewszystkich | 5o 5\ 1544 | 617417.1401 | 67.65+ 14,884 | 63.48 + 16,026
zdarzen
K K+SB 0OGD OGD+SB
% z pojedynczych komérek
CD11b+CD86- | 0,025 + 0,043 0+0 0£0 0+0
CD11b+CD206- | 96,475+2,028 | 959+ 1,7161 | 95275+ 1,366 | 96,225+ 1,814
CD11b+CD86+ = 99.4+ 0,324 9920561 | 9645+3.545 | 99,525+ 0303
CD11b+CD206+ | 3,05+2.112 38+1,771 | 3,075+1,7302 | 3,475+ 1,931
CD86+CD206+ | 2.4+ 1,987 2775+ 1,871 | 2451847 | 2,725+ 1,865
CD86+CD206- | 97,45+1936 | 97,15+ 1,890 | 97,45+1,792 | 97,2+ 1,893
CD206+CD86- 0+0 0+0 0+0 0+0
CD11b-CD86+ | 0,525+ 0,349 0,5+ 0,520 34543545 | 0,375 0,303
CD11b-CD206+ | 0,025 = 0,043 0+0 0£0 0£0

115



Tabela 17. Wykaz procentowego udzialu poszczegélnych populacji w analizowanych probkach 72 godziny
po OGD. Komdrki CD11b+CD86+ zdefiniowano jako fenotyp prozapalny (kolor czerwony), komorki
CD11b+CD206+ jako przeciwzapalny (kolor zielony), a komorki CD86+CD206+ jako mikroglej “przejsciowy”
(kolor z6tty). K — komorki kontrolne, K+SB — komorki kontrolne traktowane maslanem sodu, OGD — komorki
po procedurze OGD, OGD+SB — komoérki po procedurze OGD traktowane maslanem sodu. Liczba powtdrzen
biologicznych w kazdej grupie eksperymentalnej ni=4. Liczba analizowanych zdarzen w kazdej grupie

eksperymentalnej nz=30000. Wyniki przedstawiono jako warto$ci $rednie + odchylenie standardowe (SD).

K K+SB 0GD OGD+SB
Yopojedynczych | o), 4003 | 91,88£0,020 | 92875£3,642 | 91,375+ 4,080
komorek
Yozewszystkich | o)1, ggg1 | 50025424533 | 6945+ 1631 70,55 + 27,12
zdarzen
K K+SB 0GD OGD+SB
% z pojedynczych komérek
CD11b+CD86- 0,1 +0,071 0,125+ 0,164 |  0,075+0,083 0,075 % 0,130
CD11b+CD206- | 88,95+6,500 | 82,759,500 | 93875+2249 | 7625 12,691
CD11b+CD86+ | 96,95+3,725 | 97,55+ 3,677 98,9+ 1,332 91,7 + 12,746
CD11b+CD206+ | 8475+4402 | 15375+10,883 | 52751295 16,375 + 3,628
CD86+CD206+ 7.0+4294 | 14,075+9944 | 4775+1295 16,725+5,007
CD86+CD206- | 91,625+4,492 | 85,55=9,622 94,9 + 1,608 82,675 + 5,55
CD206+CD86- 0£0 0£0 0+0 0£0
CD11b-CD86+ 2,6 +3,348 2.1 +3.407 0,75 + 0,955 7,625 + 12,356
CD11b-CD206+ | 03 +0354 0,125+ 0,164 | 0,025+0,043 1,825 + 2,935
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Rycina 31. Wykresy analizy przeprowadzone z uzyciem kontroli izotypowych. Przeprowadzono analize

metodg cytometrii przeptywowej na materiale komérkowym W celu sprawdzenia specyficznosci uzywanych

przeciwcial. Do analizy wykorzystano materiat kontrolny zbierany po 24 godzinach od momentu wysiania. A —

kontrola dla przeciwciata sprzezonego z APC, B — kontrola dla przeciwciata sprz¢zonego z BV421, C — kontrola

dla przeciwciata sprz¢zonego z PE, D — kontrola dla wszystkich przeciwcial lacznie. Liczba powtdrzen

biologicznych w kazdej grupie eksperymentalnej ni=4. Liczba analizowanych zdarzen w kazdej grupie

eksperymentalnej n,=30000. Na panelu przedstawiono analiz¢ dlajednego reprezentatywnego powtorzenia

biologicznego.
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4.3.3. Wplyw maslanu sodu na wybrane Sciezki sygnalowe po procedurze OGD
— analizy Western Blot

W kolejnym etapie skupiono si¢ na okresleniu wptywu maslanu sodu nawybrane
Sciezki sygnalowe zaangazowane W aktywacj¢ mikrogleju. W tym celu wykonano analize
metodg Western Blot na lizatach komoérkowych z hodowli mikrogleju BV2 poddanych
procedurze OGD, w obecnosci SB i przy braku inhibitora oraz na hodowlach kontrolnych.
Materiat zbierano 24 i 72 godziny od procedury OGD. Odnotowano niewielki spadek poziomu
ufosforylowanej formy AKT (p-AKT) 24 godziny po procedurze OGD w pordéwnaniu
do hodowli kontrolnej, cho¢ wynik ten nie byl istotny statycznie. Podanie maslanu sodu
po OGD spowodowalo wzrost tej formy biatkka (OGD+SB vs. OGD) (Ryc. 32A).
Po wydluzeniu czasu prowadzenia hodowli do 72 godzin zauwazono, ze zastosowanie SB
po OGD takze zwigkszato poziom p-AKT w poroéwnaniu do grupy po OGD nietraktowanej SB
(OGD+SB vs. OGD) oraz w stosunku do hodowli kontrolnych (OGD+SB vs. K; OGD+SB vs.
K+SB) (Ryc. 32A). Analiza calkowitego poziomu biatka AKT (total AKT) nie wykazata
zadnych istotnych zmian pomiedzy wszystkimi czterema badanymi grupami w obu

analizowanych punktach czasowych (Ryc. 32B).

W przypadku kinazy ERK, nie zauwazono zadnych istotnych statystycznie zmian
zardbwno W poziomie ufosforylowanej formy biatka, jak i catkowitym poziomie ERK,
pomig¢dzy badanymi grupami po 24 godzinach od przeprowadzenia procedury OGD (Ryc. 32C
i 32D). Po 72 godzinach od deficytu tlenowo-glukozowego odnotowano wzrost catkowitego
poziomu biatka ERK po zastosowaniu SB (OGD+SB vs. OGD) (Ryc. 32D). Poziom p-ERK

w tym punkcie czasowym nie ulegat Zadnym istotnym zmianom pomig¢dzy grupami (Ryc. 32C).
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Rycina 32. Wplyw maslanu sodu na wybrane $ciezki sygnalowe po procedurze OGD —analiza Western Blot.
Przeprowadzono analiz¢ Western Blot na materiale pochodzacym z hodowli komoérek mikrogleju linii BV2,
na ktorych przeprowadzono procedure OGD i komorek kontrolnych, w obecnosci i nieobecno$ci maslanu sodu.
Materiat uzyskano 24 h i72h po procedurze OGD. A— wyniki analizy dlap-AKT, B — wyniki analizy
dla catkowitego poziomu AKT (total AKT), C — wyniki analizy dla p-ERK, D — wyniki analizy dla catkowitego
poziomu ERK (total ERK). K — kontrola, K+SB — kontrola traktowana maslanem sodu, OGD - deficyt tlenowo-
glukozowy, OGD+SB — komorki poddane procedurze OGD traktowane maslanem sodu. Wyniki uzyskano za
pomocg analizy densytometrycznej poziomoéw szaro$ci prazkoéw uzyskanych po rozdziale elektroforetycznym,
wyrazonych jako procent stosunku gesto$ci optycznej (OD) prazkéw K+SB, OGD i OGD+SB w odniesieniu do K.
Wyniki przedstawiono jako warto$ci $rednie = odchylenie standardowe (SD). Liczba powtdrzen biologicznych

w kazdej grupie eksperymentalnej n=3. Analiza statystyczna: dwukierunkowa ANOVA z testem post-hoc

Bonferroniego: ****p < 0.,001, ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05.
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4.3.4. Wplyw maslanu sodu na wybrane $ciezki sygnalowe po procedurze OGD
— testy ELISA

W celu weryfikacji wynikéw okreslajacych wptyw maslanu sodu na wybrane $ciezki
sygnatlowe zaangazowane W aktywacje mikrogleju, uzyskanych za pomoca analizy Western
Blot, przeprowadzono dedykowane testy immunoenzymatyczne ELISA na lizatach
komorkowych z hodowli mikrogleju BV2 poddanych procedurze OGD, w obecnosci SB i przy
braku inhibitora oraz nahodowlach kontrolnych. Materiat zbierano 24 i 72 godziny
od procedury OGD. Podobnie jak w przypadku analizy Western Blot, odnotowano niewielki
spadek ufosforylowanej formy AKT (p-AKT) 24 godziny od procedury OGD w poréwnaniu
do komorek kontrolnych, natomiast zastosowanie maslanu sodu po OGD spowodowato wzrost
fosforylacji tego biatka (Ryc. 33A). Réwniez calkowity poziom biatka AKT (total AKT)
po procedurze OGD ulegt niewielkiemu obnizeniu W poréwnaniu do hodowli kontrolnych,
natomiast zastosowanie SB nie spowodowalo zadnych istotnych statystycznie rdznic
w catkowitym poziomie tego biatka, w poroéwnaniu do komorek po procedurze OGD
bez podawania inhibitora (OGD+SB vs. OGD) (Ryc.33B). Przy wydluzeniu czasu
prowadzenia hodowli komérek do 72 godzin, odnotowano wzrost poziomu p-AKT po OGD,
apodanie maslanu sodu, podobnie jak w przypadku testow Western Blot, dodatkowo
zwigkszylo stopien fosforylacji tej kinazy (Ryc.33A). Wtym punkcie czasowym nie
odnotowano istotnego wplywu maslanu sodu po OGD (OGD+SB vs. OGD) na catkowity
poziom biatka AKT (total AKT) (Ryc. 33B).

Po 24 godzinach od przeprowadzenia procedury OGD odnotowano niewielki spadek
poziomu ufosforylowanej formy kinazy ERK (p-ERK) zaréwno w hodowlach bez obecnosci
SB (OGD) jak réwniez komorkach traktowanych tym inhibitorem (OGD+SB) w poréwnaniu
do komorek kontrolnych (Ryc. 33C). Podobne wyniki otrzymalismy w przypadku pomiaru
catkowitego poziomu ERK w tym punkcie czasowym. Obserwowalismy spadek catkowitego
poziomu ERK w komoérkach BV2 w grupach OGD i OGD+SB w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (Ryc. 33D). Nie odnotowano zadnych roznic w poziomie biatka p-ERK
I w catkowitym poziomie kinazy ERK w hodowlach poddanych procedurze OGD

i traktowanych SB po wydtuzeniu czasu hodowli do 72 godzin (Ryc. 33C i D).
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Rycina 33. Wplyw maslanu sodu na wybrane $ciezki sygnalowe po procedurze OGD - testy ELISA.

Przeprowadzono analize¢ dedykowanymi testami immunoenzymatycznymi ELISA na materiale pochodzacym

z hodowli komoérek mikrogleju linii BV2, na ktorych przeprowadzono procedure OGD i komoérkach kontrolnych,

W obecnosci i nieobecnosci maslanu sodu. Materiat uzyskano 24 h i 72 h po procedurze OGD. A — wyniki analizy

dla p-AKT, B — wyniki analizy dla catkowitego poziomu AKT (total AKT), C — wyniki analizy dla p-ERK, D —

wyniki analizy dla catkowitego poziomu ERK (total ERK). K — kontrola, OGD - deficyt tlenowo-glukozowy.

Wyniki stezen bialek wyrazono jako procent stgzen K+SB, OGD i OGD+SB w odniesieniu do K. Wyniki

przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD). Liczba powtdrzen biologicznych w kazdej

grupie eksperymentalnej n=3. Analiza statystyczna: dwukierunkowa ANOVA z testem post-hoc Bonferroniego:
***xp < 0.,001, ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05.
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5. Dyskusja

Reakcja zapalna jest jednym z kluczowych mechanizmoéw uszkodzenia neuronalnego
po okotoporodowym niedokrwieniu-niedotlenieniu mézgu. Za indukcje odpowiedzi zapalne;j
odpowiadajg obecne W moézgu aktywowane komorki mikrogleju oraz migrujagce obwodowe
makrofagi, ktore uwalniajg szereg czynnikéw prozapalnych (cytokiny, chemokiny, reaktywne
formy tlenu i azotu) oraz fagocytuja uszkodzone i nieuszkodzone neurony [45], [79], [80].
Niedawne badania wskazujg na niezwykle istotng rol¢ uktadu dopeiniacza jako mediatora

odpowiedzi zapalnej prowadzacej do poischemicznego uszkodzenia tkanki nerwowej [81].

5.1. Wplyw maslanu sodu na aktywacje¢ ukladu dopelniacza w szczurzym modelu
neonatalnej hipoksji-ischemii

Prowadzone przez nas badania wykazatly, ze biatka dopetniacza (C3 i C5)
kolokalizowaty si¢ z biatkiem PSD-95 w korze mozgu, hipokampie i pragzkowiu po epizodzie
niedotlenieniowo-niedokrwiennym. Wyniki te wskazuja, ze uklad dopelniacza moze by¢
zaangazowany w poniedokrwienng degradacje polaczen synaptycznych u niedojrzatych

zwierzat.

Ponadto wykazaliSmy, ze hipoksja-ischemia wywotana u szczurzych oseskow
indukowata ekspresjc mRNA dla Clq, C3, C5 i C9 w ipsilateralnej (uszkodzonej) potkuli
mozgu, chociaz wzor aktywacji poszczegdlnych biatek dopetniacza réznit sig. Ekspresja
mRNA dla C1q i C3 silnie wzrastata 24 godziny po HI, a po tym czasie spadta do wartosci
obserwowanej u zwierzat kontrolnych. Wzrost ekspresji mRNA dla C5 i C9 po niedokrwieniu
byt znacznie stabszy i mial miejsce w pdzniejszych punktach czasowych po HI. Podawanie
zwierzetom po HI maslanu sodu, w wigkszo$ci analizowanych przypadkéw, obnizato poziom
ekspresji mRNA badanych biatek uktadu dopetniacza, cho¢ w jednym z badanych punktow
czasowych (5 dni po HI) obserwowali$my przejsciowy wzrost ekspresji C1ga, C3 i C9 w grupie
HI+SB. Niedotlenienie-niedokrwienie oseskow szczura indukowato takze ekspresjc mRNA
receptoréw C3aR i C5aR. W zaleznosci od czasu po indukcji niedotlenienia-niedokrwienia,
efekt maslanu sodu byt rézny. W pierwszej fazie po uszkodzeniu (24 172 godziny)
odnotowalismy wzrost ekspresji mRNA dla C3aR i C5aR po podaniu SB, aw p6znej fazie

uszkodzenia (5 i 14 dni po HI) obserwowalismy obnizenie poziomu mRNA obu receptorow.

Przeprowadzone analizy poziomoéw biatek uktadu dopetniacza nie do konca koreluja
z wynikami uzyskanymi dla mRNA. Istotny statystycznie wzrost poziomu biatka C3

w potkulach moézgow zwierzat wykazaliSmy wylacznie w 5-tym dniu po uszkodzeniu
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hipoksyjno-ischemicznym. Podanie maslanu sodu spowodowato obnizenie poziomu C3 w tym
punkcie czasowym. Zwigkszenie poziomu biatka C5 w poétkulach mézgow zwierzat po HI
wystepowato wczesniej — juz po 24 godzinach. Podanie maslanu sodu jedynie po 24 godzinach
od HI spowodowato obnizenie poziomu C5, natomiast w pozniejszych punktach czasowych

(72 godziny oraz 5 dni), maslan sodu powodowal wzrost poziomu tego biatka.

Poniedokrwienne zwigkszenie ekspresji Clq 1 C3 zostalo réwniez zaobserwowane
przez innych badaczy w modelach przejsciowego MCAO u dorostych zwierzat [90], [197],
[198], oraz po eksperymentalnej okotoporodowej hipoksji-ischemii [104], [108], [109], [112],
[199], [200]. Dane z badan przeprowadzonych post mortem na pacjentach, ktérzy zmarli
w wyniku udaru mézgu, wykazaly wyrazne odktadanie si¢ komponentéw dopetniacza Clq,
C3c, C4d i C9 w modzgu dotknigetym niedokrwieniem [201]. Poziomy biatek dopetniacza — C5a
i C3a w surowicy pacjentdw po udarze, byly skorelowane ze stopniem ci¢zkosci uszkodzenia
mozgu [201], [202]. Dodatkowo, kilka dostepnych badan klinicznych przeprowadzonych
na noworodkach dotknigtych HIE wskazato rowniez na aktywacje uktadu dopetniacza w ich
mozgach i/lub ptynie mézgowo-rdzeniowym (PMR) [105], [106]. Wyniki powyzszych badan
jednoznacznie wskazuja, ze uktad dopelniacza odgrywa istotng rol¢ w patogenezie
poischemicznego uszkodzenia mozgu. Aktywacja dopetniacza po niedokrwieniu odbywa si¢
goéwnie za posrednictwem przeciwciat (IgM), ktore wiaza si¢ z antygenami wyrazanymi
na powierzchni komorek srodbtonka narazonych na stres hipoksyjny [203]. Biatka dopetniacza
przechodza przez uszkodzong barier¢ krew-mozg do tkanki mézgu, chociaz mogg byc¢ takze
lokalnie produkowane w OUN, glownie przez komorki glejowe i razem z innymi czynnikami
prozapalnymi przyczyniaja si¢ do wtornego uszkodzenia po niedokrwieniu. Ponadto,
aktywacja dopetniacza po niedokrwieniu promuje stres neuronalny, oznaczajac zywe neurony
do fagocytowania przez mikroglej izmniejsza prawdopodobienstwo ich regeneracji,
CO przyczynia si¢ do utraty potgczen synaptycznych [101]. Niedawne badania wskazuja, ze
zahamowanie stanu zapalnego moze wspomaga¢ neuroprotekcj¢ 1ima potencjat
do zastosowania w leczeniu klinicznym uszkodzen mozgu spowodowanych niedokrwieniem-
niedotlenieniem u noworodkow [181], [182]. Jednakze, strategia terapeutyczna oparta
na bezposrednim hamowaniu aktywnosci dopelniacza w rozwijajagcym si¢ mdzgu moze nie by¢
skuteczna, poniewaz dopetniacz bierze udziat nie tylko w procesach zapalnych, ale takze
W rozwoju mozgu iregeneracji tkanek. By¢ moze dlatego wyniki badan dotyczacych
hamowania uktadu dopekliacza po okotoporodowym niedokrwieniu-niedotlenieniu sg

niejednoznaczne. Wyniki naszych eksperymentow wykazaly, ze hipoksja—ischemia silnie
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zwigkszyta poziom mRNA Clq i C3 w mozgach zwierzat, a podanie SB zmniejszyto ich
ekspresje, co skutkowato neuroprotekcjg. Nasze wyniki zgadzaja si¢ z badaniem
przeprowadzonym przez Ten i wsp. (2005), ktore wykazato, ze hamowanie klasycznej $ciezki
aktywacji zaleznej od C1g po HI miato efekt neuroprotekcyjny [108]. Warto zauwazy¢, ze
u oseskow gryzoni, w przeciwienstwie do dorostych zwierzat, aktywacja uktadu dopetniacza
na drodze lektynowej i alternatywnej nie jest w petni rozwinigta, dlatego dopetniacz jest w tym
przypadku aktywowany gtéwnie $ciezka klasyczng. Cytowane powyzej badanie ujawnito, ze
zablokowanie genu C1q u myszy zmniejszyto uszkodzenie moézgu wywotane okotoporodowym
niedokrwieniem-niedotlenieniem i poprawiato zdolnos$ci poznawcze w poréwnaniu do myszy
typu dzikiego (WT+HIE). Efekt neuroprotekcyjny usunigcia Clq byl skorelowany
ze zmniejszeniem liczby krazacych neutrofilow, ktore byly silnie aktywowane po HI u myszy
WT [108]. Ponadto to samo badanie wykazato obnizenie poziomu biatka C3 w niedokrwionych
mozgach myszy Clq(-/-) w poréwnaniu z myszami WT, co moze sugerowac, ze aktywacja C3
odgrywa istotng role wuszkodzeniu moézgu po okotoporodowym niedokrwieniu-
niedotlenieniu. Korzystny efekt hamowania klasycznej $ciezki dopetniacza po neonatalnej Hl
byt takze podkreslany przez Shah i wsp. (2021) [203]. Autorzy pokazali, ze efekt terapeutyczny
leczenia hipotermia byt skorelowany z obnizeniem ekspresji C1q i C3 w mozgach szczurow
po HI, mniejszym odktadaniem si¢ C3 iC9 nakomorkach mikrogleju ineuronach oraz

zmniejszonym wigzaniem C1q do powierzchni komorek apoptotycznych [203].

W literaturze naukowej istnieja doniesienia sugerujace, ze receptor dla czasteczki
dopelniacza C3a (C3aR) moze by¢ obiecujagcym celem terapeutycznym po niedokrwieniu
mozgu. Zwigkszong ekspresje C3aR w tkance mozgowej zaobserwowano w réznych mysich
modelach przejsciowego i trwatego MCAO [204], [205], [206]. Podanie antagonisty C3aR
skutkowato zmniejszeniem rozmiaru uszkodzenia po udarze przez zahamowanie rekrutacji
neutrofili do niedokrwionej tkanki [207]. Z drugiej strony, wyniki przedstawione przez innych
badaczy wykazaly, zZe sygnalizacja przez C3aR ma efekt neuroprotekcyjny
po niedotlenieniu/niedokrwieniu oseskow myszy. Podanie donosowe C3a po hipoksji-ischemii
zmniejszyto neurodegeneracje ireaktywng glejoze w hipokampie oraz poprawito funkcje
poznawcze u myszy po HI [109], [110], [111]. Inne badanie pokazato, Ze niedobodr receptora
C3a uzwierzat C3aR(-/-) zmniejszal wzrost aksondéw i plastycznos¢ w korze mozgu
w okolicach uszkodzenia (w tzw. penumbrze). Podanie donosowe C3a myszom typu dzikiego
zdecydowanie zwiekszylo gesto$¢ synaps i niwelowato uposledzenie funkcjonalne po udarze.

Dodatkowo, w nieuszkodzonej udarem poétkuli mozgu, niedobor C3aR u myszy knock-out
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wigzal si¢ z obnizong eckspresja synapsyny |, elementu strukturalnego presynaptycznych
zakonczen 1 markera plastycznos$ci synaptycznej, oraz VGLUT1, markera presynaptycznego
wigkszosci synaps glutaminergicznych [208]. Inne badanie wykazato, Ze hipotermia
terapeutyczna zwickszata poziom C3ai jego receptora— C3aR w mozgach szczurzych oseskow
po HI, co przyczyniato si¢ do zmniejszenia stanu zapalnego i uszkodzen tkanek, co sugeruje,
ze sygnalizacja C3a/C3aR moze by¢ jednym z mechanizméw neuroprotekcyjnego dzialania
hipotermii [112]. Przedstawione powyzej wyniki wskazuja, ze zaburzenie sygnalizacji
C3a/C3aR prowadzi do poglebienia uszkodzenia po udarze. Ponadto podkreslajg, ze biatka C3a
i C3aR odgrywaja wazng role w regeneracji tkanek po niedokrwieniu. W naszym badaniu
przeanalizowalismy wptyw hipoksji-ischemii i podawania SB na receptor dopetniacza C3aR
w moézgach noworodkéw szczurdw. Wyniki tego eksperymentu wykazaty zwiekszong
ekspresj¢ C3aR w prawie wszystkich badanych punktach czasowych po HI, jednak gléwnie
bez statystycznej istotnosci. Efekt podania maslanu sodu byt rozny w zaleznosci od dtugosci
czasu po wywolaniu uszkodzenia niedotlenieniowo-niedokrwiennego. Wyniki z wczesnych
punktow czasowych po HI (24 h i72 h) wykazaly, ze podanie maslanu sodu nieznacznie
zwigkszyto ekspresje C3aR, podczas gdy w pdzniejszych punktach czasowych (5 114 dni
po HI) SB zmniejszal ekspresj¢ mRNA tego receptora w ipsilateralnej potkuli w poréwnaniu
do zwierzat po HI, ktére nie byly traktowane inhibitorem. Taka dwufazowa odpowiedz
na podanie maslanu sodu po neonatalnej hipoksji-ischemii sugeruje, ze w fazie ostrej,
zwigkszona ekspresja C3aR po podaniu SB moze mie¢ efekt neuroprotekcyjny, podczas gdy
W pozniejszej fazie po HI, zmniejszona ekspresja tego receptora moze sprzyja¢ procesom

neuroregeneracyjnym.

Kolejnym krokiem w aktywacji klasycznej drogi dopetniacza przez Clq jest cigcie C5,
ktore generuje rozpuszczalny CS5a oraz zwigzany z btong C5b. Prozapalny CS5a, dzialajacy
poprzez C5aR, przyczynia si¢ do rekrutacji iaktywacji leukocytow oraz przyspiesza
uszkodzenie mézgu po niedokrwieniu. Biatko C5b razem z C9 inicjuje tworzenie kompleksu
atakujacego btong (C5b-9, MAC), ktory moze powodowac bezposrednig lize komorek,
ale moze takze stymulowa¢ komorki do uwalniania czynnikéw zapalnych [81]. Wyniki
naszego badania wykazatly, ze okotoporodowe uszkodzenie niedotlenieniowo-niedokrwienie
zwigkszato ekspresj¢ mRNA biatka C5 51 14 dni po HI w ipsilateralnej potkuli, a zastosowanie
SB u zwierzat hipoksyjno-ischemicznych zapobiegalo wzrostowi ekspresji C5. Maslan sodu
powodowat spadek poziomu biatka C5 jedynie po 24 godzinach po HI. Dodatkowo,

zaobserwowalismy zwickszong ekspresje C5aR w kazdym badanym punkcie czasowym po Hl,
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jednak bez statystycznej istotno$ci. Efekt dziatania maslanu sodu miat charakter dwufazowy,
72 godziny po HI zaobserwowalismy zwickszong ekspresje mRNA C5aR, a w pdzniejszej fazie
po uszkodzeniu, podanie SB obnizato poziom tego receptora w ipsilateralnych poétkulach (cho¢
rowniez byly to wyniki nieistotne statystycznie). Funkcjonalna rola C5 w hipoksyjno-
ischemicznym uszkodzeniu mézgu jest niejasna i zalezy w duzej mierze od czasu i nasilenia
urazu [82]. Mocco i wsp. (2006) raportowali, ze w grupie myszy pozbawionych genu C5 nie
obserwowano neuroprotekcji 24 godziny po ogniskowym niedokrwieniu mézgu [198]. Wyniki
testow behawioralnych oraz stopien uszkodzenia moézgu u myszy C5(-/-) nie roznity sig
od myszy typu dzikiego, uktéorych wywotano niedokrwienie. Z kolei eksperyment
przeprowadzony przez Arumugam iwsp. (2007) wykazal, ze 72 godziny po indukcji udaru
MCAO, myszy C5(-/-) mialy lepsze wyniki funkcjonalne i mniejszy rozmiar uszkodzenia
mozgu w poréwnaniu do myszy WT [209]. Ponadto, zahamowanie powstawania kompleksu
C5a—C5aR przy uzyciu przeciwciata anty-C5 zmniejszylo uszkodzenie mozgu i poprawito
funkcje motoryczne w szczurzym modelu udaru [210], a zastosowanie antagonisty receptora
C5a — PMX53 istotnie zmniejszyto apoptoze pierwotnych neurondéw korowych poddanych
deprywacji tlenu i glukozy [211]. Podwyzszenie poziomu C5a i C5aR po neonatalnej hipoksji-
ischemii zostalo rowniez zaobserwowane przez Shah iwsp. (2017), a leczenie hipotermig
terapeutyczng zmniejszylo poziom obu biatek, co prowadzito do neuroprotekcji [112]. Jak
wspomniano wczesniej, aktywacja osi C5a—C5aR po niedokrwieniu nasila uszkodzenie moézgu
przez zwigkszenie uwalniania prozapalnych cytokin i chemokin z aktywowanych komorek
mikrogleju i astrocytow, co indukuje chemotaksje¢ i aktywacjg¢ granulocytow oraz leukocytow,
prowadzac do nasilenia procesu zapalnego [212]. Przedstawione powyzej badania
w wigkszosci wykazaly, ze zahamowanie sygnalizacji C5a—C5aR w ostrej fazie uszkodzenia
mozgu po niedokrwieniu ma efekt neuroprotekcyjny. Jednak brak sygnalizacji C5aR
W po6zniejszym okresie moze by¢ szkodliwy dla procesu regeneracji. Badania przedstawione
przez Brennan i wsp. (2015) wykazaty, ze dtugotrwate przerwanie sygnalizacji C5aR po urazie
rdzenia kregowego prowadzi do zaburzenia formowania blizny glejowej, tworzacej bariere
ochronng wokot uszkodzonej tkanki, co skutkowato wigkszym rozmiarem uszkodzen [213].
Zastosowanie maslanu sodu po HI w naszych eksperymentach spowodowato umiarkowany
I statystycznie nieistotny spadek ekspresji C5aR w pozniejszej fazie uszkodzenia
niedotlenieniowo-niedokrwiennego, co sugeruje, ze zmniejszenie poziomu tego receptora 5-14
dni po HI moze mie¢ pozytywny efekt, co jest obserwacjg niezgodng z wnioskami
przedstawionymi przez grup¢ Brennana. Ta rozbiezno$¢ moze wynika¢ z uzycia réznych

modeli zwierzecych i réznych metod modulowania/zahamowania sygnalizacji C5aR.
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Ostatnim sktadnikiem generowanym przez aktywacje klasycznej drogi dopeiniacza,
ktory zostat przez nas zbadany, byto biatko C9. Analiza mRNA tego biatka wykazata znaczacy
wzrost ekspresji w ipsilateralnej potkuli, ale tylko 72 godziny po indukcji hipoksji-ischemii.
Zastosowanie SB zmniejszyto poziom mRNA biatka C9 we wczesnej fazie po HI, jednak 5 dni
po HI zaobserwowalismy wzrost jego ekspresji. Efekt dzialania SB na ekspresj¢ C9 byt
podobny do efektu obserwowanego w przypadku C1q i C3. Sktadnik dopetlniacza C9 jest
glownym bialkiem cytolitycznym, ktoére wspottworzy kompleks atakujacy btong MAC
i prowadzi do zniszczenia docelowych komorek. Badania przeprowadzone przez Schultza
iwsp. (2005) namozgach pobranych posmiertnie od noworodkéw, ktore cierpialy
na encefalopati¢ niedotlenieniowo-niedokrwienng, wykazaly, ze komponent C9 obecny byt
na neuronach (gléwnie w hipokampie), ktére wykazywaly morfologiczne cechy apoptozy (np.
fragmentacje¢ jadra) [105]. Obecno$¢ biatka C9 na neuronach apoptotycznych wskazuje, ze sg
one oznaczane do usuni¢cia np. przez mikroglej. U szczurzych oseskow poddanych
eksperymentalnej hipoksji-ischemii, systemowe zahamowanie uktadu dopetniacza za pomoca
czynnika jadu kobry zmniejszyto osadzanie si¢ biatka C9 na neuronach oraz zmniejszyto
niedokrwienne uszkodzenie mozgu [104]. W innych badaniach, podanie biatka C9 szczurzym
oseskom zwiekszyto uszkodzenie mézgu wywotane hipoksjg-ischemig [113]. Wyniki te
jednoznacznie sugeruja, ze obnizenie poziomu biatka C9 moze mie¢ efekt korzystny
po niedokrwieniu/niedotlenieniu mozgu. Zastosowanie SB w naszych eksperymentach zdaje
si¢ potwierdza¢ te hipoteze, gdyz we wcezesnych punktach czasowych po HI inhibitor ten
obnizal ekspresje C9 w potkulach ipsilateralnych, co moze korelowaé ze zmniejszeniem
uszkodzenia tkanki opisywanym w naszych wczesniejszych badaniach [165], [173], [174],
a takze z wynikami prezentowanej rozprawy doktorskiej.

5.2. Wplyw maslanu sodu na utrate synaps w szczurzym modelu neonatalnej

hipoksji-ischemii

Eksperymenty przedstawione w niniejszej pracy wykazaly, ze zastosowanie SB
przywrocito do wartosci kontrolnych obnizony po hipoksji-ischemii poziom biatek zwigzanych
z synapsami  w ipsilateralnych poétkulach. Synapsyna 11 synaptofizyna to markery
presynaptyczne. Bialka te s3 zlokalizowane w btonach pecherzykéw synaptycznych
i odgrywaja kluczowg role w rozwoju neuronéw oraz uwalnianiu neuroprzekaznikow [214],
[215]. PSD-95 (bialko ggsto$ci postsynaptycznej 95) jest najwazniejszym biatkiem
postsynaptycznym, ktore wptywa na stabilnos¢ i funkcjonowanie synaps. PSD-95 jest biatkiem

strukturalnym, ktore taczy inne biatka, w tym receptory NMDA i kanaly jonowe, w stabilng
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strukture W synapsie. Ponadto odgrywa ono kluczowa role w procesach uczenia si¢ poprzez
regulacje plastyczno$ci synaptycznej [216], [217]. Poniewaz badane przez nas biatka
synaptyczne wplywaja na formowanie i rekonstruowanie synaps, ich zwigkszona ekspresja
po podaniu SB zwierzetom po urazie niedotlenieniowo-niedokrwiennym moze wskazywaé
na wzrost liczby potaczen synaptycznych ipotwierdza¢ neuroprotekcyjny efekt SB.
Mechanizmy molekularne lezace u podstaw przebudowy synaptycznej po niedokrwieniu nie sa
W petni zrozumiane, ale dostepne dane sugeruja, ze istotng role moga odgrywaé procesy

zapalne.

Nasze badanie wykazato ponadto, ze podawanie inhibitora deacetylaz histonow —
maslanu sodu oseskom szczura po neonatalnej hipoksji-ischemii, zapewnia neuroprotekcje.
Uszkodzenie tkanki nerwowej po niedokrwieniu, ze szczeg6lnym uwzglgednieniem degradacji
synaps w ipsilateralnej potkuli, zostato zmniejszone po zastosowaniu SB i byto skorelowane
z modulacja odpowiedzi zapalnej 1 aktywnos$ci uktadu dopelniacza. Analiza ultrastrukturalna
tkanki wykazata rozmyte struktury synaptyczne, cechy morfologiczne obrz¢ku zakonczen
synaptycznych oraz umierajgce neurony w korze moézgowej i hipokampie po uszkodzeniu
niedotlenieniowo-niedokrwiennym. Podawanie maslanu sodu zwierzetom po HI zwigkszyto
poziom biatek synaptycznych, poprawilo ultrastrukturg tkanek izmniejszylo degradacje
synaps. Nasze wyniki w ogélnym zarysie zgadzaja si¢ z wczesniejszymi doniesieniami,
wskazujacymi, ze inhibitory deacetylaz histonow (VPA, TSA, SB) maja dzialanie
neuroprotekcyjne w modelach uszkodzen mézgu u dorostych gryzoni [139], [159], [161]. Dane
te potwierdzajg rowniez neuroprotekcyjny efekt maslanu sodu po neonatalnej hipoksji-ischemii
U szczurOw, opisany W naszych wczesniejszych publikacjach [165], [173], [174].
Zaobserwowali§my atrofi¢ oraz okoto 50% deficyt wagi potkul ipsilateralnych w poréwnaniu
do potkul kontralateralnych (nieuszkodzonych) 14 dni po eksperymentalnym HI. Podawanie
maslanu sodu przez 5 dni po indukcji uszkodzenia hipoksyjno-ischemicznego zmniejszyto
uszkodzenie mézgu, zapobiegajac atrofii, cho¢ nadal widoczna byta niewielka asymetria [173].
Ponadto stosowanie SB chronito przed utrata neuroblastéw i prekursoréw oligodendrocytow
W dwoch obszarach neurogenicznych — strefie podziarnistej (SGZ) zgbatych zakretow

hipokampa (DG) oraz strefie podkomorowej bocznych komoér mozgu (SVZ) [173], [174].
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5.3. Wplyw maslanu sodu na funkcje lokomotoryczne i poznawcze po neonatalnej
hipoksji-ischemii
Potaczenia synaptyczne sg niezbedne do transmisji sygnatéw migdzy neuronami
I tworza skomplikowang sie¢ w mozgu [218]. Z uwagi na ich kluczowa role w rozwijajacym
si¢ uktadzie nerwowym, utrata synaps i dysfunkcja synaptyczna prowadza do deficytow
poznawczych, ruchowych, w uczeniu si¢ i w uwadze [219], [220]. Przywrocenie komunikacji
mi¢dzy komodrkami neuronalnymi i rekonstruowanie sieci neuronalnych sa kluczowe
dla odzyskiwania funkcji neurologicznych. Proces ten zalezy od przebudowy struktur

synaptycznych, co przywraca funkcjonalno$¢ i aktywno$¢ neuronalng [221], [222].

W toku naszych badan zatozyliSmy, Ze neuroprotekcyjne dziatanie SB, stwierdzone
w naszym badaniu, po HI indukowanym u szczurzych oseskow bedzie dalej przektadaé si¢
na poprawe funkcjonalng zwierzat. W tym celu przeprowadziliSmy oceng¢ reakcji na bodzce
zapomoca wybranych testow behawioralnych oraz zmian w funkcjach motorycznych,
sensorycznych iréownowagi, za pomocg zmodyfikowanej skali nasilenia neurologicznego
(mNSS) u zwierzat po urazie hipoksyjno-ischemicznym i po podaniu maslanu sodu. W zadnym
z przeprowadzonych testow nie wykazaliSmy jednak rdéznic w wynikach pomigdzy
analizowanymi grupami doswiadczalnymi. Brak zmian w funkcjach poznawczych pomiedzy
szczurami dotknigtymi HI a grupa kontrolng moze sugerowal, ze uszkodzenie moézgu
indukowane w naszym modelu badawczym jest na tyle tagodne, ze pomimo obserwowanych
histopatologicznych i ultrastrukturalnych uszkodzen tkanki, nie wpltywa ono istotnie
na zachowanie zwierzat. Nalezy podkresli¢, ze w modelu eksperymentalnej hipoksji-ischemii
uszkodzeniu ulega tylko jedna potkula mozgu i brak efektu HI moze wynika¢ z kompensacji
przez druga, zdrowa potkule. Ponadto u oseskow i mtodych szczurdéw plastycznos¢ neuronalna
jest bardzo wysoka, dlatego tez tworzenie nowych potaczen synaptycznych oraz reorganizacja
kory moézgu i struktur podkorowych mogg maskowac deficyty w testach behawioralnych [223],
[224]. Podanie inhibitora HDAC po wystgpieniu urazu rowniez nie miato wptywu na uzyskane
wyniki  we wczes$niejszych  badaniach przeprowadzonych przez Zespot z Zaktadu
Neurobiologii Naprawczej. Wykazano, ze tylko w dwodch testach indywidualnych (z pigciu
przeprowadzonych):  wodnym labiryncie  Morrisa oraz  rejestracji  wokalizacji
ultradzwiekowych byly istotne deficyty behawioralne u szczuréw hipoksyjno-ischemicznych
w porownaniu do grupy kontrolnej [173]. Zastosowanie maslanu sodu u szczurow po HI nie
zdotato znaczaco przeciwdziata¢ uszkodzeniom funkcjonalnym mozgu spowodowanym

niedokrwieniem-niedotlenieniem. Mimo to zaobserwowano tendencje do poprawy zdolnosSci
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uczenia si¢, na co wskazujg wyniki uzyskane w tescie z wodnym labiryntem Morrisa [173].
Brak zaburzenia funkcji poznawczych obserwowany w pozostatych testach potwierdzaja
wyniki naszych obecnych badan i wskazuja, ze szczury poddane dziataniu neonatalnej HI
wykazuja pewien stopien regeneracji tkanki. Pomimo niespodziewanego braku efektu
niedokrwienia-niedotlenienia oraz zastosowania maslanu sodu W przeprowadzonych przez nas
testach behawioralnych wyniki innych badaczy wskazuja, Zze efekt neuroprotekcyjny
po zastosowaniu inhibitoréw HDACs byt skorelowany z poprawa neurobehawioralng zwierzat.
W badaniach na szczurzym modelu tMCAO podanie inhibitora HDAC — SAHA 4 godziny
po rozpoczeciu reperfuzji spowodowato poprawe funkcjonalng zwierzat oraz miedzy innymi
zmniejszylo objetos¢ uszkodzenia iobrzgk, a takze ostabito aktywacje mikrogleju [225].
W modelach uszkodzenia moézgu u dorostych gryzoni leczonych HDACis, poprawa
funkcjonalna korelowata ze zwigkszong neurogeneza izmniejszonym nasileniem urazu
neurologicznego [139], [152], [161], [226]. Autorzy tych badan podkreslali fakt, ze
eksperymentalne ograniczenie neurogenezy u dorostych gryzoni uposledza formowanie
pamigci w hipokampie, natomiast stymulowana neurogeneza wydaje si¢ by¢ jedng z metod
wspomagdajacych regeneracj¢ funkcji poznawczych. Z drugiej strony, istnieja sprzeczne
doniesienia, ktore nie wykazaty wptywu redukcji neurogenezy w mozgu dorostych zwierzat
na procesy formowania pamigci, mimo ze wczesniej silnie sugerowano istotng role nowo
powstajacych neurondéw [227], [228], [229]. W $wietle tych niespdjnych danych, niemozliwe
jest jednoznaczne wskazanie czy efekt neuroprotekcyjny HDAC jest na tyle silny, ze przektada

si¢ na poprawe funkcjonalng zwierzat.

5.4. Wplyw maslanu sodu na aktywacje ukladu dopelniacza w szczurzym modelu in
vitro neonatalnej hipoksji-ischemii

W dalszych czeg$ciach pracy sprawdzono, czy mikroglej oraz biatka dopelniacza
znajdujg si¢ w poblizu wypustek neuronéw oraz czy deficyt tlenowo-glukozowy i podawanie

maslanu sodu wptywa na ich lokalizacje w modelu in vitro neonatalnej hipoksji-ischemii.

Komorki mikrogleju oraz biatko C3 uktadu dopetlniacza byto obecne w sgsiedztwie
wypustek neuronéw we wszystkich badanych grupach zaréwno 24, jak i72 godziny
po procedurze OGD. Potwierdza si¢ wigc, to o czym donosza coraz liczniejsze badania
prowadzone na ro6znych modelach uszkodzenia mozgu i chordb neurodegeneracyjnych — uktad
dopetliacza przy udziale mikrogleju jest zaangazowany w przycinanie synaps/zakonczen

nerwowych. W mysich modelach choroby Alzheimera wykazano, ze brak C1q i C3 zmniejsza
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aktywno$¢ fagocytarng mikrogleju, co skutkuje mniejszg utrata synaps oraz dziata
neuroprotekcyjnie [230], [231], [232], [233]. W eksperymentalnym modelu HI u noworodkow
myszy odnotowano, ze odkladanie si¢ Clq w obrebie uszkodzonej tkanki bylo skorelowane
z obszarami, w ktorych obserwowano utrate synaps [200]. W szczurzym modelu
okotooperacyjnego zaburzenia poznawczego (PND, zang. perioperative neurocognitive
disorders) grupa Liu i wspotpracownikow (2025) badata wpltyw leczenia inhibitorem
deacetylaz histonow z grupy krotkotancuchowych kwasow ttuszczowych (SCFAs, z ang. short
chain fatty acids). Badacze wykazali, ze podawanic SCFAs moze tagodzi¢ objawy PND,
a mechanizmy tego dzialania moga by¢ powiazane zregulacja szlaku dopetniacza Clq
I eliminacjg synaps zalezng od mikrogleju [234]. Niemniej jednak, w naszych badaniach nie
udalo sig¢ stwierdzi¢, czy OGD lub SB wptywaja na lokalizacj¢ mikrogleju i biatek dopetniacza

W mieszanej hodowli pierwotnych komoérek mikrogleju i neuronow.

5.5. Wplyw maslanu sodu na ochrong neuronow w szczurzym modelu in vitro
neonatalnej hipoksji-ischemii

W kolejnym etapie, postugujac si¢ analizag Sholla, potwierdzilismy neuroprotekcyjny
wplyw maslanu sodu w modelu hipoksji-ischemii in vitro. Neurony poddane procedurze OGD,
hodowane w obecnosci maslanu sodu wykazywaty bardziej ztozong budowg, posiadaty dtuzsze
I bardziej rozgatezione wypustki w poréwnaniu do komorek, ktore nie otrzymywaty maslanu
sodu. Cho¢ bez watpienia niedotlenienie-niedokrwienie powoduje utrat¢ neuronéw w obszarze
urazu, apodawanie inhibitorow HDAC ma udowodnione dzialanie neuroprotekcyjne
w licznych modelach urazéw mozgu i choréb neurodegeneracyjnych, cytowanych wyzej
w dyskusji, wedlug naszej wiedzy mato doniesien literaturowych dotyczy morfologii i stopnia
skomplikowania budowy neuronéw po HI i po leczeniu HDACIs. W szczurzym modelu
MCAO badacze wykazali spadek ekspresji biatka MAP2 w potkulach mozgéw dotknietych
ischemia, podczas gdy po podawaniu zwierzgtom maslanu sodu efekt utraty tego biatka byt
znoszony [172]. Badacze zgrupy Liu iwspotpracownicy (2012), wskazywali
na neuroprotekcyjne dziatanie VPA poprzez zwigkszenie przezywalnosci oligodendrocytow
| promowanie rdéznicowania progenitorow oligodendrocytow do dojrzatych komoérek oraz
zwigkszonej gestosci aksonow w obszarze bezposrednio otaczajacym ognisko niedokrwienne
po zastosowaniu inhibitora deacetylaz histonow — kwasu walproinowego (VPA) w szczurzym
modelu MCAO [152]. W innych badaniach skupionych na wptywie inhibitorow HDAC — VPA
I TSA na dhugos$¢ i gegstos¢ neurytow po ischemii in vitro wykazano, iz neurony po procedurze

OGD, ktore hodowano w obecnosci HDACi posiadaty znacznie dluzsze wypustki od neuronow
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nie poddanych leczeniu [235]. Badania z zastosowaniem MC1568 - inhibitora HDAC
specyficznego dla klasy Ila, wykazaty, ze promuje on wzrost i rozw6j neurytOw oraz chroni
neuryty przed uszkodzeniem neurotoksycznym. Ponadto wykazano, ze hamowanie aktywnosci
HDAC przy pomocy inhibitorow specyficznych dla klasy Ila skutkuje aktywacja szlaku
sygnatlowego Smad, o ktérym wiadomo, ze promuje przezycie 1wzrost neurondow
dopaminergicznych srédmozgowia [236]. Kolejna grupa badawcza skupita si¢ na hb-HDACIS
— inhibitorach deacetylaz histonow opartych na kwasie hydroksamowym. Udowodnili

potencjat neurogenny kilku zwigzkow, wraz z ich zdolnoscig do zwickszania ekspresji BDNF

[237].

5.6. Wplyw maslanu sodu na stan zapalny i polaryzacje¢ mikrogleju w modelu in vitro
neonatalnej hipoksji-ischemii

W prezentowanej pracy doktorskiej zbadaliSmy takze wplyw inhibitora deacetylaz
histonow — maslanu sodu — na polaryzacje¢ mikrogleju w hodowli in vitro po deprywacji tlenu
I glukozy (OGD). Czasowe ograniczenie doptywu tlenu i glukozy dobrze odzwierciedla
warunki, jakim poddawany jest m6zg podczas epizodow niedotlenienia-niedokrwienia. Gtowna
role w inicjowaniu reakcji zapalnej odgrywaja aktywowane komorki mikrogleju obecne
w osrodkowym uktadzie nerwowym. Aktywacja i polaryzacja mikrogleju ma kluczowe
znaczenie w rozwoju stanu zapalnego po niedokrwieniu moézgu oraz w poischemicznej
naprawie tkanek. Opisane w niniejszej dysertacji badania wykazaly wyrazng aktywacje
mikrogleju linii BV2 w odpowiedzi na niedobor tlenu i glukozy. Po urazie ischemicznym,
mikroglej zaczyna intensywnie produkowac szereg czynnikow prozapalnych — takich jak
cytokiny, chemokiny, syntaze tlenku azotu (NOS) czy reaktywne formy tlenu (ROS) — ktére
przyczyniaja si¢ do zaburzen funkcjonowania neuronow, a w konsekwencji do ich obumierania
[54], [238]. Podobne wyniki uzyskano réwniez w niektérych badaniach in vitro
z wykorzystaniem pierwotnego mikrogleju i modelu OGD. Zhang i Zhao wykazali zwigkszona
ekspresje cytokin prozapalnych TNF-a, IL-1B i IL-6 w komorkach pierwotnego mikrogleju
myszy 24 godziny po OGD [239]. Co wigcej, poziomy mRNA IL-1f, IL-6 i TNF-a w mysich
komorkach linii BV2 byly znacznie zwigkszone po OGD [240]. Dommergues wraz z zespotem
(2003) udowodnili, ze =zmniejszenie aktywacji mikrogleju umyszy jest zwigzane
ze zmniejszonym uszkodzeniem mozgu [241]. Nalezy jednak podkresli¢, ze odpowiedz zapalna
stanowi istotny element wrodzonej obrony organizmu, uczestniczgc zaréwno w eliminacji

patogendw, jak i w procesach regeneracyjnych po niedokrwiennym uszkodzeniu mézgu. Z tego
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wzgledu catkowite zahamowanie aktywno$ci mikrogleju moze paradoksalnie prowadzi¢

do nasilenia uszkodzen mozgu po epizodzie niedotlenieniowo-niedokrwiennym [52], [61].

W zaleznosci od sygnatéw pochodzacych z mikrosrodowiska, komorki mikrogleju
moga przyjmowac rozne fenotypy, charakteryzujace si¢ odmiennymi stanami aktywacji oraz
sposobami dziatania. Klasyfikacji tych fenotypéw dokonat Colton w 2009 roku wyrdzniajac
prozapalny fenotyp mikrogleju M1 i przeciwzapalny fenotyp M2 [179]. W badaniach
przeprowadzonych przez Wanga i wspotpracownikow (2015) z wykorzystaniem modelu
mechanicznego urazu moézgu (TBI, z ang. traumatic brain injury) wykazano, ze Scriptaid —
inhibitor deacetylaz histonow — tagodzi reakcje zapalna, obnizajac ekspresje markerow
charakterystycznych dla mikrogleju o fenotypie M1 oraz zwickszajac liczb¢ komorek
o fenotypie M2 [180]. Z kolei w modelu uszkodzenia rdzenia kregowego u szczuréw (SCI,
zang. spinal cord injury) zastosowanie kwasu walproinowego (VPA) doprowadzito
do zmniejszenia stanu zapalnego poprzez promowanie przeciwzapalnego fenotypu M2
mikrogleju. Efekt ten osiggnigto dzigki zahamowaniu aktywnosci HDAC3 i modulacji
acetylacji szlaku NF-xB za posrednictwem biatka STAT1 [242].

Wiele danych konsekwentnie pokazuje, Zze niektdre inhibitory HDAC zmniejszaja stan
zapalny w zwierzecych modelach niedokrwienia mozgu [139], [172]. Niektore badania in vivo
wykazaly, ze HDACis wplywaja na aktywacje ipolaryzacje mikrogleju po urazie
niedotlenieniowo-niedokrwiennym. U szczurzych oseskow, u ktorych wywotano taki rodzaj
uszkodzenia mozgu, mikroglej pod wpltywem leczenia HDACi zmienia swoj fenotyp
z prozapalnego M1 na przeciwzapalny M2 [243]. Taka zmiana polaryzacji sprzyja
uruchomieniu sygnalizacji neuroprotekcyjnej i przeciwzapalnej, co moze przyczyni¢ sig¢
do ograniczenia uszkodzen mozgu. Podawanie tych zwigzkéw w szczurzym modelu udaru
moézgu U zwierzat dorostych spowodowalo znaczne zmniejszenie liczby mikrogleju,
zahamowanie jego aktywacji i obnizenie poziomu innych markeréw stanu zapalnego [161].
Patnala i wspotpracownicy (2017) wykazali, ze neuroprotekcyjny efekt SB w mysim modelu
udaru niedokrwiennego byt zwigzany z immunosupresja mediatorow prozapalnych (TNFa
I NOS2) przez specyficzne dziatanie HDACi oraz z podwyzszeniem poziomu genu
przeciwzapalnego IL-10 iaktywacja szlaku sygnalizacyjnego STAT3 w mikrogleju [172].
Ponadto, inhibicja HDAC przez maslan sodu wyraznie zmienita transkryptom mikrogleju,
wplywajac na szlaki biologiczne zwigzane z neurozapaleniem, neuroprotekcja i fagocytoza,
atakze zmienita morfologi¢ mikrogleju, promujac przesunigcie w Kierunku naprawczych,

neurotroficznych fenotypéw w obrebie niedokrwionej penumbry w modelu myszy MCAO

134



[244]. Takze wyniki badan immunohistochemicznych otrzymane przez Zespot z Zaktadu
Neurobiologii Naprawczej IMDIK PAN wskazuja, podobnie jak praca Wanga
I wspolpracownikow (2015), ze obecnos¢ inhibitora deacetylaz histonow, w tym wypadku
maslanu sodu, zwigksza liczebno$¢ komoérek mikrogleju/makrofagéw o fenotypie M2
i redukuje liczbe komoérek o fenotypie M1 oraz obniza stezenie cytokiny prozapalnej IL-1
w potkuli ipsilateralnej (uszkodzonej) w modelu neonatalnej hipoksji ischemii u szczura [165],
[173], [174].

Wyniki niektérych badan in vitro wskazujg, ze inhibitory deacetylaz histonow wykazuja
dzialanie przeciwzapalne wobec komodrek BV2 oraz pierwotnych komoérek mikrogleju
aktywowanych przez LPS lub OGD. Efekt ten przejawia si¢ poprzez obnizenie poziomu
ekspresji wybranych cytokin prozapalnych, takich jak IL-1B, IL-6 i TNF-a [245], [246], [247],
[248]. Dodatkowo, badania na pierwotnych hodowlach mikrogleju, aktywowanych
lipopolisacharydem (LPS) w celu uzyskania prozapalnego fenotypu M1, wykazaly, ze
obecnos¢ inhibitorow HDAC, takich jak TSA i SAHA, prowadzi do zmniejszenia ekspresji
prozapalnych cytokin (IL-6, TNFa, IL-1B) oraz syntazy tlenku azotu [249]. W badaniu in vitro
na szczurzym modelu asfiksji okoloporodowej, przeprowadzonym przez Zespdt z Zaktadu
Neurobiologii Naprawczej IMDiK PAN, wykazano, Zze maslan sodu wptywa na zmiang
polaryzacji pierwotnych komorek mikrogleju. Deprywacja tlenu i glukozy spowodowata
znaczny wzrost ekspresji markerow mikrogleju prozapalnego M1, takich jak CD86 1 IL-1p
24 godziny po procedurze OGD, a jednocze$nie obnizyta poziomy markerow fenotypu
przeciwzapalnego M2, tj. CD200 i arginazy. Podanie SB odwrdcito niekorzystng polaryzacje
mikrogleju po OGD, co objawito si¢ znacznym zmniejszeniem poziomoéw prozapalnych

markerow IL-1pB i CD86 oraz zwigkszeniem ekspresji markerow CD200 i arginazy [175].

W niniejszym badaniu stwierdzono wzrost ekspresji mRNA wszystkich badanych
genow prozapalnych (dla IL-1B, TNFa iCD86) po zastosowaniu procedury OGD
W komorkach mikrogleju linii BV2, w poréwnaniu do probek kontrolnych. Podanie maslanu
sodu po OGD istotnie obnizyto poziomy mRNA tych genow. Analiza ekspresji markerow
przeciwzapalnych wykazata mniej wyrazny wptyw OGD na poziom mRNA tych bialek,
natomiast zastosowanie SB istotnie podwyzszato poziom mRNA IL-4, arginazy i CD206 we

wczesnym czasie po OGD.

IL-1pB jest powszechnie identyfikowana jako istotny regulator zarowno fazy wczesnej,

jak ipdzniejszych etapéw poischemicznego uszkodzenia moézgu, ktore charakteryzujg sig
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aktywacja procesow zapalnych [46], [250], [251]. Kilka badan wykazuje, ze niedotlenienie
I niedokrwienie noworodkéw powoduje szybki i trwaty wzrost ekspresji mRNA i biatka IL-1
[165], [175], [252], [253]. Podwyzszony poziom IL-1f obserwowano réwniez po dtuzszym
czasie reperfuzji (6 i 14 dni). Taka opdzniona odpowiedZ sugeruje utrzymujacy si¢ stan
zapalny, ktory moze prowadzi¢ do trwatego uszkodzenia neuronow [254]. Jak nadmieniono
wczesniej, szereg prac wskazuje na hamujacy efekt inhibitorow HDACS, w tym maslanu sodu,

na ekspresje IL-1B w komodrkach mikrogleju [173], [174], [175], [249].

Aktywowany mikroglej produkuje takze TNFa, ktory stymuluje apoptoze komorek,
zwlaszcza oligodendrocytow, prowadzac do zaburzen mielinizacji neuronow [46]. Liczne
badania wskazuja na patogenny wptyw TNFa indukowanego niedokrwieniem mozgu.
W modelu HIE u oseskow szczurzych stwierdzono istotny wzrost poziomu TNFa zarowno
w surowicy, jak i w uszkodzonych obszarach mézgu juz 4 godziny po urazie [255], [256].
W zwiazku z tym, TNFa moze petni¢ patogenng role w poczatkowej fazie odpowiedzi zapalnej
po niedotlenieniu-niedokrwieniu  u noworodkow. W zwierzgcym modelu uszkodzenia
siatkowki spowodowanego niedokrwieniem/reperfuzja wykazano, ze TSA ma dziatanie
neuroprotekcyjne poprzez redukcje¢ ekspresji prozapalnych mediatoréw, w tym TNFa oraz
jednoczesne zwigkszanie poziomu BDNF w linii komorek siatkowki 661W [257]. W niedawno
opublikowanej pracy wykazano neuroprotekcje poprzez redukcje ekspresji TNFo w mysim

modelu przejsciowej okluzji tetnicy srodkowej mézgu po zastosowaniu HDACi — SAHA [258].

Jak wspomniano wyzej mikroglej M1 wydziela biatka prozapalne, w tym marker
powierzchniowy CD86 [259]. Stymulacja mikrogleju LPS-em w badaniach zespolu Kannan
(2013) skutkowata zwiekszong ekspresja markera CD86 na powierzchni komorek, ktora zostata
zahamowana przez zastosowanie TSA [249]. W cytowane]j wyzej pracy zespotu Li z 2019 roku
roOwniez wykazano, ze zastosowanie inhibitora HDAC — SAHA zmniejsza ekspresj¢ biatka
CD86 w aktywowanym ischemig mikrogleju [258]. Nasze wczesniejsze badania nad efektem
maslanu sodu na pierwotnych komoérkach mikrogleju poddanych procedurze OGD wykazaty
wzrost ekspresji mMRNA markera CD86 24 godziny po OGD, podczas gdy podanie SB
zmniejszato poziom ekspresji tego markera do wartosci poréwnywalnej dla komorek

kontrolnych [175].

Mikroglej o fenotypie M2 wydziela czynniki troficzne i cytokiny przeciwzapalne, takie
jak interleukina 4, ktoéra zmniejsza liczbe makrofagéw w uszkodzonej tkance moézgu oraz

wspomaga aktywacj¢ procesow naprawczych [61]. W badaniach przedstawionych w niniejszej
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rozprawie doktorskiej odnotowali§my spadek poziomu interleukiny 4 jedynie 72 godziny
po OGD. Jak dotad nie ma dostgpnych badan nad wplywem HDACis na ekspresje IL-4
po ischemii. W badaniach Zespotu Neurobiologii Naprawczej nad szczurzym modelem asfiksji
okotoporodowej nie wykazano wptywu stosowania inhibitora HDAC — Givinostatu/ITF2357
po urazie hipoksyjno-ischemicznym na ekspresje IL-4. Co wigcej, w tym badaniu wykazano
wzrost ekspresji tej interleukiny w mozgach zwierzat po HI niepoddanych leczeniu inhibitorem
[260]. Wyniki z cytowanej publikacji oraz wyniki z niniejszej dysertacji, mogg wskazywac
na endogenng obrone¢ komoérek w odpowiedzi nauszkodzenie, ktéora jednak jest

niewystarczajgca do zmniejszenia stanu zapalnego po niedotlenieniu-niedokrwieniu.

Mikroglej o fenotypie M2 prezentuje charakterystyczne markery takie jak arginaza 1
i CD206 [59]. Badania przeprowadzone przez Kannana i wspotpracownikow (2013) wykazaty
spadek ekspresji arginazy po zastosowaniu inhibitora HDAC — TSA, co sugeruje, ze
matoczasteczkowe inhibitory HDAC mogg thumi¢ zar6wno prozapalna, jak i1 przeciwzapalng
aktywacje mikrogleju [249]. Wyniki te sg jednak sprzeczne z obserwacjami zespotu Li (2019),
w ktorych wykazano, ze w mysim modelu przejsciowej okluzji tetnicy $rodkowej moézgu
traktowanie mikrogleju inhibitorem HDAC — SAHA prowadzi do zwigkszenia ekspresji
arginazy 1 [258]. W naszych wczesniejszych badaniach dotyczacych wptywu maslanu sodu
na pierwotne komorki mikrogleju poddane procedurze OGD zaobserwowano obniZzenie
poziomu mRNA arginazy 1 24 godziny po OGD, natomiast zastosowanie SB przywracato

ekspresje tego markera do poziomu porownywalnego z hodowlami kontrolnymi [175].

Jak wspomniano wyzej mikroglej o fenotypie M2 prezentuje charakterystyczny marker
CD206 (antygen réznicowania komorkowego 206) [59]. Wyniki cytowanej uprzednio pracy
zespotu Li (2019), wykazatly, ze traktowanie mikrogleju SAHA réwniez zwigksza ekspresje
CD206 w mikrogleju aktywowanym ischemig [258].

Wyniki naszych badan przeprowadzonych metoda cytometrii przeptywowej wykazaty,
ze w modelu asfiksji okotoporodowe;j in vitro z uzyciem linii BV2 komorki kontrolne w obu
analizowanych czasach (24 h i 72 h) wykazywatly ekspresje markera CD86. Nie odnotowano
rowniez réznic w ekspresji tego markera pomiedzy grupami, w obu punktach czasowych
po OGD. Nie zauwazono rowniez réznic w udziale populacji okreslonej jako przeciwzapalna
(CD11b+CD206+) pomigdzy grupami 24 godziny po OGD. 72 godziny po procedurze OGD
odnotowano spadek liczebnosci populacji CD11b+CD206+ po OGD w poréwnaniu do grupy

kontrolnej. Podane maslanu sodu po OGD spowodowatlo wzrost udziatu przeciwzapalnej
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populacji w analizowanych probkach, cho¢ wyniki nie byty istotne statystycznie. Co cickawe
odnotowano takze spory odsetek populacji komorek CD86+CD206+, co moze sugerowac,
ze dotychczasowy podzial na mikroglej M1 i M2 jest niewystarczajacy. W 2023 Zhang
I wspolpracownicy wykazali w swoich badaniach na dwoch roéznych mysich modelach
zwyrodnienia siatkdéwki obecno$¢ mikrogleju wykazujacego ekspresje zarowno markera CD86

I CD206, ktéry zaangazowany jest w fagocytoze, a nie rozwoj stanu zapalnego [261].

Brak spojnosci wynikow uzyskiwanych przez roéznych badaczy, a niekiedy nawet
sprzeczne wyniki zwigzane z odpowiedzig mikrogleju na obecnos¢ HDAC:s i jego konwersja
z fenotypu prozapalnego do przeciwzapalnego, moze wskazywaé na specyficzno$¢ dziatania
r6znych inhibitoréw deacetylaz histonéw na polaryzacje tych komodrek. Ponadto, istnieje wiele
doniesien podkreslajacych fakt, ze mikroglej wykazuje szerokie spektrum stanow aktywacji
I zgodnie z twierdzeniem niektorych badaczy, nie da si¢ ich precyzyjnie okresli¢ przy uzyciu
uproszczonej klasyfikacji M1/M2 [53], [262], [263].

5.7. Wplyw maslanu sodu na wybrane $ciezki sygnalowe aktywowane w mikrogleju
w modelu in vitro neonatalnej hipoksji-ischemii
Niniejsze badanie wykazato, Zze inhibitor deacetylaz histonow, maslan sodu wywiera
korzystne efekty na polaryzacje mikrogleju po niedoborze tlenu i glukozy (OGD), czyli
w modelu hipoksji-ischemii in vitro. Wykazali$my, ze maslan sodu istotnie zmniejsza poziom
prozapalnych markeréw IL-18, TNFa oraz CD86 w komdrkach BV2 po OGD.

Aby lepiej zrozumie¢ mechanizm przeciwzapalny dziatania HDACI, zbadaliSmy
réwniez wptyw SB na ekspresj¢ 1 fosforylacje kinaz ERK 1 AKT w komodrkach mikrogleju
poddanych hipoksji-ischemii in vitro. Wyniki badan wykonanych metodg Western Blot
i ELISA pokazaty, ze SB zwigkszat poziom fosforylowanego AKT (p-AKT) 24 i 72 godziny
po OGD, w poréwnaniu z komoérkami BV2 nietraktowanymi SB. W zwigzku ztym
zalozylisSmy, ze SB moze hamowac¢ stan zapalny indukowany przez mikroglej po urazie
hipoksji-ischemii prawdopodobnie poprzez aktywacje szlaku sygnalizacji komorkowe;j
PI3K/AKT.

Kinaza serynowo-treoninowa AKT petlni kluczowa rolg w regulacji aktywnoSci
I funkcji mikrogleju. AKT jest gtdwnym enzymem szlaku sygnalizacyjnego PI3K/AKT, ktory
zostaje aktywowany w mikrogleju po uruchomieniu receptoréw, takich jak CSF-1R, TREM2,
CX3CR1 oraz receptory toll-podobne (TLR) [65], [66]. Aktywowany AKT fosforyluje
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roznorodne substraty, takie jak GSK3B, mTOR, czynniki transkrypcyjne FOXO i NF-kB,
koordynujac rozne procesy komorkowe, w tym przezycie komorek, metabolizm, ruchliwos¢

oraz reakcje immunologiczne [67].

Badania wykazuja, ze aktywnos¢ AKT w mikrogleju jest §cisle zwigzana z polaryzacjg
fenotypowa. Zwigkszenie sygnalizacji AKT sprzyja neuroprotekcyjnemu, przeciwzapalnemu
fenotypowi M2, ktory cechuje si¢ wyzsza ekspresja interleukiny 10, antagonisty receptora
IL-1 oraz interferonu P. Z kolei blokada sygnalizacji AKT powoduje przesunigcie mikrogleju
W stron¢ prozapalnego fenotypu M1, co prowadzi do wzrostu produkcji tlenku azotu, TNF-a,
IL-1B, IL-6 i innych mediatoréw zapalnych [68], [69], [70].

Wptyw inhibitorow HDAC na polaryzacj¢ mikrogleju poprzez aktywacje tego szlaku
nie zostal jeszcze jednoznacznie okreslony. Wigkszo$¢ dostepnych danych wskazuje, ze
stosowanie inhibitorow HDAC aktywuje szlaki sygnatowe PI3K/AKT w komorkach
mikrogleju, redukuje stan zapalny i zwigksza ekspresj¢ markerow zwigzanych z polaryzacja
M2 [139], [180], [264]. Huang | wspotpracownicy (2018) badali wptyw hamowania HDAC za
pomoca kwasu walproinowego i TSA na morfologi¢ i polaryzacj¢ mikrogleju i wykazali, ze
oba inhibitory zwigkszaty poziom fosforylacji AKT w pierwotnych hodowlach mikrogleju, co
korelowato z indukcja alternatywnej polaryzacji (M2) [264]. Podobnie inny inhibitor HDAC,
Scriptaid, wzmacnial fosforylacj¢/aktywacje AKT 1 przesuwal polaryzacje¢ mikrogleju
w kierunku fenotypu ochronnego M2 w hodowli mikrogleju pierwotnego traktowanego LPS
[180]. Autorzy wykazali, ze ochronna rola hamowania HDAC w leczeniu uszkodzen istoty
biatej indukowanych wurazem mozgu jest powigzana zmodulacja aktywnosci
mikrogleju/makrofagéw przez szlak PI3K/AKT. Szlak ten bierze rowniez udziat w rozwoju
uszkodzen mozgu po niedokrwieniu [265]. Kim i wspotpracownicy (2007) wykazali,
ze poziom fosforylowanego AKT byt obnizony w moézgach szczurow po niedokrwieniu (model
pPMCADOQ, z ang. permanent middle cerebral artery occlusion). Leczenie inhibitorami HDAC
(TSA lub SB) przywracato poziom p-AKT do wartosci obserwowanych u zwierzat kontrolnych
[139]. Neuroprotekcyjne efekty inhibitorow HDAC w uszkodzeniach mézgu wywotanych
niedokrwieniem prawdopodobnie obejmuja wiele mechanizmow, w tym aktywacje szlaku

PIBK/AKT oraz hamowanie stanu zapalnego po niedokrwieniu.

W przeciwienstwie do wzrostu fosforylacji/aktywacji kinazy AKT po zastosowaniu SB,
kinaza ERK1/2 (w formie calkowitej i fosforylowanej) utrzymywata si¢ na poziomie

kontrolnym przez caly czas trwania badania. Wydaje si¢ wigc, ze nie uczestniczy ona
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w modulacji fenotypu komoérek mikrogleju w warunkach hipoksyjno-ischemicznych. Kinazy
ERK1 i ERK2 pelnig kluczowa rolg¢ jako efektory w szlaku sygnalizacyjnym MAPK.
Po aktywacji (fosforylacji) ERK1/2, przenosza si¢ do jadra komérkowego, gdzie oddziatuja
Z ro6znymi czynnikami transkrypcyjnymi, regulujac ekspresje genow i wplywajgc na wiele
funkcji komoérkowych, co prowadzi do uruchomienia procesoOw naprawczych lub indukcji

$mierci komorki [76].

ERK1/2 wykazuje nieprawidlowa ekspresje w roznych modelach niedokrwienia
mozgu, jednak efekty sygnalizacji ERK1/2 oraz mechanizmy ich dziatania r6éznig si¢
w zalezno$ci od konkretnego modelu eksperymentalnego [73], [74], [75]. Aktywacja ERK
w mikrogleju wptywa na modulacj¢ sygnalizacji zapalnej, aktywno$¢ fagocytarng oraz
ekspresje cytokin, przyczyniajac si¢ zarowno do progresji uszkodzenia, jak i jego zmniejszania.
W badaniach niedokrwienia mozgu u gryzoni fosforylacja ERK1/2 jest szybko indukowana
w rdzeniu niedokrwienia oraz w obszarze penumbry. Farmakologiczne zahamowanie ERK,
przy uzyciu inhibitorow MEK (kinaza kinazy biatkowej aktywowanej mitogenami, z ang.
mitogen-activated protein kinase kinase (MAP2K)), takich jak U0126, znaczaco zmniejszata
objetos¢ ogniska niedokrwiennego oraz hamowata ekspresje mRNA IL-1f3. Ponadto zalezna
od ERK aktywacja czynnika transkrypcyjnego Elk-1 (czynnik transkrypcyjny ETS podobny 1,
z ang. ETS like-1), zwickszata produkcje prozapalnych cytokin przez mikroglej i makrofagi
[266].

Mikroglej jest jednym z pierwszych elementow, ktore reaguja na uraz niedokrwienny,
a fosforylowany ERK (p-ERK) gromadzi si¢ glownie w komorkach mikrogleju i makrofagéw
wyznakowanych markerem Ibal (czasteczka posredniczaca w wigzaniu zjonizowanego
wapnia-1, z ang. ionized calcium-binding adaptor molecule 1, marker charakterystyczny
dla mikrogleju/makrofagéw) juz w ciggu kilku godzin po urazie (< 4 h). Co istotne, leczenie
inhibitorem U0126 nie tylko ttumi sygnalizacj¢ ERK, ale takze znaczaco zmniejsza aktywacje
i proliferacj¢ mikrogleju, oraz tworzenie blizny glejowej. Podkresla to znaczenie ERK
w modulacji odpowiedzi neurozapalnej i procesie glejozy, ktore towarzysza uszkodzeniu
mozgu [267].

Dodatkowo, istniejg doniesienia wskazujace na istotng role ERK w regulacji fagocytozy
przez mikroglej. W modelu udaru niedokrwiennego mézgu aktywacja kanatow potasowych BK
prowadzi do zwickszenia ekspresji p-ERK1/2 w mikrogleju, co wspomaga proces usuwania

obumartych neuronéw [77]. Najnowsze badania wskazujg rowniez, ze ERK moduluje

140



polaryzacje mikrogleju. Aktywacja ERK moze blokowa¢ translokacj¢ czynnika
transkrypcyjnego NF-kB do jadra komoérkowego, co hamuje prozapalng polaryzacje MI,
a jednoczesnie przesuwa mikroglej ku fenotypowi przeciwzapalnemu M2, ktory wspomaga

regeneracje tkanek [78].

Co cieckawe, hamowanie deacetylaz histonéw kwasem walproinowym lub maslanem
sodu nie wptywato istotnie na aktywacje szlakow MAPK, w tym ERK1/2, p38 (klasa kinaz
MAPK) czy JNK (N-koncowe kinazy c-Jun, z ang. c-Jun N-terminal kinases; Jun — nazwa
czynnika transkrypcyjnego)  w pierwotnych  kulturach  mikrogleju  stymulowanych
lipopolisacharydem [176]. Sugeruje to, ze przeciwzapalne dziatanie inhibitoréw HDAC moze
wynikaé¢ z modulacji epigenetycznej — np. poprzez zwigkszong acetylacje histonow i regulacje
transkrypcji genow zwigzanych z zapaleniem — anie przez bezposredni wptyw na kaskady
sygnalizacyjne MAPK. Jak wspomniano wcze$niej, ERK1/2 wplywa na aktywacje
i polaryzacje mikrogleju w r6znych stanach neurozapalnych i niedokrwiennych, jednak zmiany
fenotypu z prozapalnego (M1) do przeciwzapalnego (M2) zwigzane z obecnosciag inhibitorow
HDAC wydaja si¢ zachodzi¢ niezaleznie od modulacji kinazy ERK [172], [268].
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6. Podsumowanie i wnioski

e Poziom ekspresji genoéw sktadnikow dopetniacza w mozgu wzrastal po hipoksji-
ischemii. Bylo to szczegdlnie widoczne po uptywie 24 h od HI dla pierwszych biatek
kaskady (C1q, C3) i po uptywie 72 h i 5 d dla kolejnych biatek kaskady (odpowiednio
C9 iC5). Pozastosowaniu SB poziom ekspresji mRNA badanych sktadnikow
dopetiacza w wigkszosci przypadkdéw obnizat si¢ we wezesnych punktach czasowych
po HIL, a w pdzniejszym czasie (5 d po HI) wzrastat.

e Poziom ekspresji receptorow dla biatek dopelniacza byt wysoki we wszystkich
analizowanych czasach po HI. Po leczeniu SB poziom ten wzrést jeszcze bardziej
w pierwszej fazie po uszkodzeniu (24 i 72 godziny) i zmniejszyt si¢ w poznej fazie
uszkodzenia (5 i 14 dni po HI). W ostrej fazie po niedokrwieniu/niedotlenieniu mozgu
zwigkszona ekspresja receptorow po zastosowaniu SB prawdopodobnie moze wplywaé
na procesy zwigzane z neuroprotekcja, podczas gdy w pozniejszej fazie po HI ich
zmniejszona ekspresja moze promowac procesy naprawcze tkanki nerwowe;.

e (Odnotowano wzrost poziomu biatka C3 po 5 dniach oraz biatka C5 po 24 godzinach
od wywotania HI, a podawanie maslanu sodu powodowato istotny spadek poziomu tych
biatek.

e Sktadniki uktadu dopetiacza znajdowaly si¢ w OUN w bliskim sgsiedztwie neuronow
zarowno w warunkach fizjologicznych jak i po HI. Liczne kolokalizacje C5 iC3
z bialkami synaptycznymi — synaptofizyng iPSD-95 potwierdzaja, ze sa one
zlokalizowane w poblizu synaps. Nie udato si¢ wykaza¢ wptywu SB na kolokalizacje
sktadnikoéw dopetniacza z biatkami synaptycznymi w mozgach zwierzat po Hl.

e Po wywolaniu hipoksji-ischemii, w wigkszoséci analizowanych punktow czasowych,
odnotowano spadek poziomu PSD-95 i synapsyny | w mézgach zwierzat. Wskazuje to
na utrate potaczen synaptycznych wywotanych niedokrwieniem/niedotlenieniem. Efekt
ten w wigkszos$ci przypadkéw zostal zniesiony przez podawanie SB.

e W ultrastrukturze tkanki moézgu, w materiale pochodzacym od zwierzat poddanych
zabiegowi HI, zaobserwowano cechy zwigzane z degradacja tkanki mozgu: obrzek
tkanki nerwowej, ,,ciemne neurony”, obrzek okotonaczyniowy, wypustki $rodblonka
w $wietle naczyn krwiono$nych, rozwarstwiona, degradujaca mieling, zatarte struktury
synaptyczne oraz obrzek zakonczen nerwowych. Degradacja tkanki byla znacznie

mniejsza w mozgach zwierzat po HI, ktorym podano SB.
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W wykonanych testach behawioralnych nie wykazano efektu HI ani maslanu sodu
na funkcje lokomotoryczne i poznawcze u szczurzych oseskow. Brak zmian moze
wynika¢ z kompensacji przez druga, zdrowa poétkule oraz wysoka plastycznosé
neuronalng mtodych osobnikéw.

W badaniach in vitro z wykorzystaniem wspothodowli pierwotnych neurondéw
I mikrogleju sktadniki uktadu dopeilniacza sa odnajdywane w bliskim sgsiedztwie
wypustek neurondw zaréwno w warunkach fizjologicznych jak i po OGD. Zauwazono
takze mikroglej lokalizujgcy si¢ w poblizu dendrytow, zaréwno w hodowlach
kontrolnych, jak i poddanych procedurze OGD. Podobnie jak w badaniach in vivo, nie
wykazali$my efektu HI oraz SB na lokalizacje¢ bialek dopetniacza oraz mikrogleju we
wspothodowlach.

W modelu in vitro wykazano ochronny wptyw maslanu sodu na neurony po procedurze
OGD. Odnotowano wigkszy stopien ztozonosci i rozgalezienia neuronéw w grupie
OGD+SB, a same wypustki komorek byly dluzsze, w stosunku do grupy, ktora nie
otrzymywata inhibitora.

W badaniach in vitro z wykorzystaniem linii BV2 komorek mikrogleju wykazano
zwigkszong ekspresje mRNA wszystkich gendw prozapalnych 24 h po procedurze
OGD w poréwnaniu do probek kontrolnych (bez OGD). Zastosowanie maslanu sodu
po OGD znaczaco obnizyto poziom mRNA IL-1f, TNFa i CD86 w komoérkach BV2 w
wigkszosci przypadkow, do poziomu obserwowanego w hodowlach kontrolnych.
OGD nie mialo wptywu na ekspresj¢ markeréw przeciwzapalnych (IL-4, arginazy
i CD206) w komoérkach BV2 24 godziny po OGD w poréwnaniu do hodowli
kontrolnej. Zastosowanie SB znacznie zwigkszyto ekspresj¢ analizowanych markerow
przeciwzapalnych. 72 godziny po OGD zaobserwowano niewielkie, ale statystycznie
istotne zmniejszenie ekspresji wszystkich badanych markerdw przeciwzapalnych
w komorkach BV2 poddanych OGD. Nie zauwazono jednak wptywu podania SB w tym
punkcie czasowym.

W badaniach prowadzonych metoda cytometrii przeptywowej wykazano, ze komorki
kontrolne linii BV2 (bez OGD) w obu analizowanych czasach (24 h i 72 h) wyrazaty
marker CD86.

Nie zauwazono roéznic w udziale populacji komorek mikrogleju M2 (CD11b+CD206+)
pomiedzy badanymi grupami 24 godziny po OGD. 72 godziny po procedurze OGD
odnotowano spadek populacji CD11b+CD206+ po OGD w poréwnaniu do grupy
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kontrolnej. Podane maslanu sodu po OGD spowodowato wzrost udzialu
przeciwzapalnej populacji komoérek M2 w analizowanych probkach.

o Odnotowano znaczny odsetek komorek wyrazajacych oba markery (komorki
CD86+CD206+), co moze sugerowal, ze cze$¢ mikrogleju jest w stanie
"przejsciowym" pomig¢dzy fenotypem pro- a przeciwzapalnym.

e W modelu in vitro z wykorzystaniem linii BV2 odnotowano spadek ufosforylowanej
formy AKT po 24 h wgrupie poddanej OGD; poziom ufosforylowania/aktywacji
kinazy AKT ro$nie po zastosowaniu SB.

e Poziom ufosforylowanej formy ERK byt podobny we wszystkich badanych grupach

w obu rozpatrywanych czasach.

Badania te potwierdzilty przeciwzapalny wplyw maslanu sodu w modelu
okotoporodowej hipoksji-ischemii, poprzez modulacj¢ aktywacji sktadnikow uktadu
dopetniacza oraz obnizenie ekspresji markeréw prozapalnych i podwyzszenie ekspresji
markerdw przeciwzapalnych produkowanych przez mikroglej. Ponadto potwierdzito si¢
réwniez neuroprotekcyjne dziatanie SB poprzez zmniejszenie eliminacji biatek synaptycznych
w modelu in vivo neonatalnej hipoksji-ischemii, a takze ochrong wypustek neuronéw w modelu
in vitro. Wydaje si¢, ze maslan sodu jest obiecujacym zwigzkiem, ktory moze by¢ rozwazany
jako potencjalny lek stosowany w celu zmniejszenia uszkodzen mézgu w przypadkach asfiksji

okotoporodowe;.
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