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I. Wstep

1.1. Ekscytotoksycznosé, jako czynnik wspdlny dla wielu procesow
neurodegeneracyjnych
Neurodegeneracja, postepujgcy proces uszkodzenia i zwyrodnienia komodrek
nerwowych lezy u podstaw wielu choréb uktadu nerwowego prowadzgcych do
obumierania neurondéw. Dotychczasowe  obserwacje  przebiegu procesow
neurodegeneracyjnych i towarzyszacych im zmian w morfologii komdrek nerwowych
wskazujg, ze patomechanizmy wielu jednostek chorobowych obejmujg, jako wspdlny
wtérny element, nadmierne lub diugotrwate pobudzenie receptorow dla kwasu
glutaminowego, zwane ekscytotoksycznoscig (Salinska i wsp., 2005). Wystgpienie
ekscytotoksycznosci moze wywotywac:
1. zmiany ostre - uszkodzenia powstate w wyniku udaréw niedokrwiennych oraz
urazéw mazgu, hipoglikemii oraz stanéw padaczkowych;
2. zmiany przewlekte - obserwowane w przebiegu choréb neurodegeneracyjnych
osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) m.in.: choroby Parkinsona, Alzheimera,

Huntingtona, w stwardnieniu rozsianym.

Kwas glutaminowy (Glu) jest gtéwnym pobudzajgcym neuroprzekaznikiem
w moézgu ssakéw, biorgcym udziat w szybkiej transmisji sygnatu czynnosciowego oraz
plastycznosci synaptycznej zwigzanej z procesami uczenia sie i pamieci. Pobudzajgcy
system glutaminianergiczny pozostaje w dynamicznej rownowadze z hamujgcym uktadem
GABA-ergicznym, co ma kluczowe znaczenie dla fizjologicznej réwnowagi w OUN.

Termin ekscytotoksycznos¢ (toksycznos¢ pobudzeniowa) wprowadzony przez
Olneya (1971) w ujeciu klasycznym zaktada, ze podwyzszony poziom glutaminianu w
przestrzeni miedzykomodrkowe] skutkujgcy przedtuzong depolaryzacjg i zaburzeniami
homeostazy jonowej, prowadzi do uruchomienia ciggu reakcji mogacych prowadzié¢ do

Smierci komorki (Danysz i wsp., 1995; tazarewicz i wsp., 2003). Warunkiem wstepnym



pojawienia sie ekscytotoksycznosci jest nadmierne lub dtugotrwate pobudzenie
receptorow glutaminianergicznych jonotropowych (iGluR) - AMPA, NMDA oraz
metabotropowych - (mGIluR) grupy | (mGluRI), mGIuR1 i mGIuR5, co moze nastgpi¢ w
wyniku wzrostu zewngtrzkomdrkowego stezenia agonisty receptoréw  kwasu
glutaminowego.

Efekt ten moze by¢ nastepstwem:

- silnej stymulacji transsynaptycznej i uwolnieniem glutaminianu z  puli
neuroprzekaznikowej,

- wycieku glutaminianu z puli metabolicznej na skutek uszkodzenia mechanicznego (uraz
mozgu) lub udaru niedokrwiennego,

- zahamowania transportu zwrotnego lub odwrdcenia aktywnosci transporteréw
wychwytu zwrotnego glutaminianu tak jak to ma miejsce w ischemii.

Ekscytotoksycznos¢ moze takze wystgpi¢ w wyniku dziatania endogennych Ilub
egzogennych analogéw glutaminianu, bedgcych agonistami receptorow dla
pobudzajgcych aminokwaséw. Badania wykonane w latach dziewieédziesigtych,
uzupetniajgce klasyczny model ekscytotoksycznosci, wskazujg na istotng role zaburzen
energetycznych. Wedtug koncepcji powolnej ekscytotoksycznosci, neurony stajg sie
bardziej wrazliwe na znajdujacy sie w przestrzeni zewnatrzkomérkowej glutaminian z
powodu zaburzen energetycznych zachodzgcych w komdrkach. Kluczowa role w tych
procesach odgrywajg mitochondria. Uszkodzenie mitochondriéw czynnikami stresujgcymi
(hipoksja, niedobdr glukozy), zwigzkami blokujgcymi taricuch oddechowy (jony cyjankowe,
rotenon) lub/i powodujgcymi stres oksydacyjny prowadzi do spadku produkcji ATP w
neuronach i promuje szlaki prowadzace do neurodegeneracji (Urbaniska i wsp., 1991;
Turski i wsp., 1991). Przy niedoborze ATP ulega zwolnieniu praca pompy sodowo -
potasowej (Na+/K+-ATP-azy btonowej) odpowiedzialnej za utrzymywanie potencjatu
btonowego. Zwieksza to prawdopodobienstwo aktywacji zaleznych od potencjatu
kanatéw sodowych i wapniowych oraz wytwarzania przez nie potencjatéw
czynnosciowych w odpowiedzi na nawet nieznaczng stymulacje, uwrazliwiajgc neurony na
glutaminian. Nastepuje zwolnienie zaleznego od potencjatu bloku magnezowego na

receptorach NMDA.



W ostatnich latach rosnie liczba prac wskazujacych na role astrocytow w przebiegu
ekscytotoksycznosci. Astrocyty, podobnie jak neurony wydzielajg neuroprzekazniki, w tym
glutaminian, na drodze egzocytozy w sposéb zalezny od jondw Ca®". Wymieniony proces
uwalniania glutaminianu odbywa sie w fizjologicznych zakresach stezen ca®
wewnatrzkomdrkowego w astrocycie. Te obserwacje wskazujg na modulacje proceséw
plastycznosci przez astrocyty (Montana i wsp., 2004; Bergersen i Gundersen, 2009). Z
drugiej strony na powierzchni astrocytéw wystepujg liczne transportery dla glutaminianu,
ktore mogg sprawnie usuwac¢ nadmiar pobudzajgcego przekaznika (Ferrarese i Beal,

2004).

1.1.1. Mechanizmy ekscytotoksycznosci
1.1.1.1. Receptory jonotropowe (iGIluR) AMPA i NMDA

Pierwszym etapem w kaskadzie ekscytotoksycznosci jest aktywacja receptordow
AMPA, co prowadzi do depolaryzacji i umozliwia pobudzenie innych napieciowo zaleznych
receptoréw i kanatow. Wiekszos¢ receptoréw AMPA wykazuje duzg przepuszczalnosé dla
jonéw sodu i potasu a niskg dla wapnia. Przeptyw jonéw wapnia przez kanat AMPA zalezy
od ekspresji podjednostki GluR2 posiadajgcej reszte argininy w miejsce glutaminy w
regionie miedzybtonowym - TM2. Zmiany w budowie receptoréw AMPA, polegajgce na
obnizeniu wzglednej zawartosci podjednostek GIuR2, mogace prowadzi¢ od zwiekszenia
przepuszczalnosci kanatéw AMPA dla jondéw wapnia, opisywano w mdzgu w poczagtkowym
okresie rozwoju osobniczego, w interneuronach hipokampa oraz w réznych stanach
patologicznych (Dingledine i wsp., 1999; Laezza i Dingledine, 2004).

Pobudzenie receptora AMPA jest niezbedne do zaktywowania receptora NMDA
przez glutaminian. Dzieki tej wtasciwosci receptory NMDA uwazane s3 za detektory
koincydencji oraz ogniwo posrednie w procesach plastycznosci neuronalnej (Danysz,
1995). W wyniku aktywacji receptoréw przez glutaminian dochodzi do depolaryzacji
btony. Receptory AMPA ulegajg szybszej aktywacji niz receptory NMDA, ale
powinowactwo glutaminianu do nich jest nizsze. Inng charakterystyczng cechg tych
receptorow jest bardzo szybko (w czasie milisekund) pojawiajgca sie desensytyzacja w
odpowiedzi na obecnos¢ agonisty. Dodatkowo depolaryzacja btony wzmagana jest przez
wtérng aktywacje napieciowo — zaleznych kanatéw sodowych, co wspdlnie indukuje

zniesienie bloku magnezowego i otwarcie dla jonéw wapnia kanatu w receptorach NMDA.



Dowiedziono, iz nadmierna aktywacja receptoréw NMDA odgrywa kluczowg role
w procesach ekscytotoksycznosci. Jest to zwigzane z wysokim przewodnictwem tych
receptordow dla jondw wapnia i sodu naptywajgcych do neurondw, oraz ruchem jondw
potasu wychodzacych z komdrki. W obecnosci jonédw magnezu przy potencjale
spoczynkowym btony przewodnictwo tego receptora jest bliskie zeru (Nowak i wsp.,
1984). Przy petnej depolaryzacji btony moze dojs¢ rowniez do aktywacji receptora NMDA
przy niepodwyzszonym, spoczynkowym stezeniu glutaminianu w przestrzeni
synaptycznej, co moze tatwo indukowaé kaskade ekscytotoksycznosci (Doble i wsp.,
1999). Warunkiem petnej aktywacji receptora NMDA jest nie tylko usuniecie jonu
magnezowego blokujgcego kanat i zwigzanie gtéwnego agonisty - glutaminianu, ale takze
zwigzanie koagonisty tj. glicyny lub D-seryny do miejsca glicynowego GLYg. Bez obecnosci
koagonisty receptor NMDA nie moze ulec aktywacji, nawet przy wysokim stezeniu
agonisty. Dodatkowo aktywno$¢ receptora NMDA podlega regulacji poprzez wigzanie
pozytywnych lub negatywnych modulatoréw takich jak: poliamidy, histamina, Zn?",
pregnenolon oraz poprzez zmiany potencjatu redoks i pH (Danysz i wsp., 1998).

W warunkach prawidtowych w neuronach i komérkach astrogleju zachodzi
zrownowazony przeptyw jondw poprzez btone komodrkowa, a dzieki dziataniu pomp
jonowych ulega zachowaniu gradient elektrochemiczny. Natomiast przedfuzajgca sie
depolaryzacja powoduje zaburzenie réwnowagi osmotycznej wywotanej wnikaniem
jondéw sodu, ktoéry indukuje bierny naptyw chlorkéw oraz wody do neurondéw. Prowadzi to
do pecznienia komérek, uszkodzer organelli, a nawet lizy (Kiedrowski i wsp., 1994;
Rothman i wsp., 1985). Cechg charakterystyczng ekscytotoksycznego uszkodzenia
neurondw jest obrzmienie dendrytéw i ciat komdérek nerwowych przy zachowaniu
niezmienionych aksonéw i zakonczen presynaptycznych. Po poczatkowym wzroscie
stezenia Ca’" wewnatrzkomérkowego wywotanego aktywacja receptoréw NMDA
dochodzi do spadku stezenia tych jondw do wartosci fizjologicznej, na skutek wychwytu
do naturalnych magazynéw komérkowych. Jednak po kilku godzinach nastepuje wtérny
przyrost stezenia jondw wapnia, ktdry nie jest hamowany przez antagonistow receptora
NMDA, a moze ulegaé¢ nasileniu przez zablokowanie btonowej pompy Na*/Ca*" lub
odwrdcenia kierunku jej pracy. Taka obserwacja sugeruje, ze dochodzi do trwatego

zaburzenia réwnowagi jonowej (ang. pump/leak-equilibrium).



1.1.1.2. Receptory metabotropowe dla glutaminianu (mGIluR)

Istotnym elementem mechanizmoéw ekscytotoksycznego uszkodzenia neuronéw
moze by¢ nadmierne pobudzenie receptoréow metabotropowych (mGIuRs) nalezgcych do
grupy | (Martin i wsp., 1992). Jak dotad poznano i sklonowano 8 typdw receptorow
metabotropowych (Patucha, 2000). Podzielono je na trzy grupy mGluR: I, Il i lll, zgodnie z
homologig sekwencji aminokwasowej, profilem farmakologicznym oraz typem szlaku
przekazywania sygnatu wewngtrzkomérkowego (Conn i wsp., 1997). Dobrze
udokumentowane badania immunocytochemiczne wykazaty obecnos$é receptorow
metabotropowych we wszystkich strukturach moézgu. Receptory mGIuR grupy | (mGIuR1 i
mGIuR5) zlokalizowane sg gtéwnie postsynaptycznie a ich aktywacja odbywa sie w
sytuacji, kiedy wystepuje nadmiar glutaminianu w przestrzeni synaptycznej. Receptory
metabotropowe grupy Il (mGIuR2 i 3) oraz lll (mGluR4, 6, 7 i 8) potozone sg w wiekszosci
presynaptycznie centralnie lub nieco poza synapsg (Danysz, 2001; Patucha, 2000).
Stymulacja receptoréw grupy Il i lll prowadzi do zahamowania cyklazy adenylowej i
spadku poziomu cAMP w komorce (Schoepp i wsp., 1999). Natomiast receptory mGIluR
grupy | s3 sprzezone za posrednictwem biatka G, z fosfolipazg C, ktérej aktywacja, w
wyniku pobudzenie tych receptoréw wywotuje synteze i uwalnianie wtdérnych
przekaznikéw: 1,4,5-trisfosforanu inozytolu (IP3) oraz diacyloglicerolu, (DAG) na skutek
rozszczepienia czasteczki fosfatydylo-inozytolo(4,5)bifosforanu. IP3 uwalniany do
cytoplazmy wigze sie ze swoim receptorem na powierzchni siateczki Srédplazmatycznej,
wywotujgc uwolnienie jondw wapnia z magazynéw wewngatrzkomorkowych. DAG z kolei
w obrebie cytoplazmy powoduje aktywacje i translokacje do btony kinazy biatkowej C,
ktora fosforyluje m.in. receptory NMDA, ograniczajgc w istotnym stopniu ich
desensytyzacje. Ponadto, aktywacja receptoréw mGIuR grupy | prowadzi do hamowania
przewodnictwa kanatéw potasowych, co prowadzi do zwiekszenia pobudliwosci
neuronéw. Wiadomo, ze antagonisci receptoréw metabotropowych nalezgcych do grupy
I, jak rowniez agonisci grupy Il i lll mGluR wykazujg neuroprotekcje w kilku modelach
ischemicznego uszkodzenia mézgu (Bond i wsp., 1998, 2000; Makarewicz i wsp., 2006),
chociaz w niektoérych eksperymentach obserwowano przejawy neuroprotekcji
indukowanej przez agonistow mGIuR grupy | (Montoliu i wsp., 1997; Cai i wsp., 1999;

Cambonie i wsp., 2000).



1.1.2. Patogeneza uszkodzenia neuronow wywotana nadmiernym pobudzeniem
receptorow dla glutaminianu
1.1.2.1. Zaburzenia homeostazy wapnia w neuronach

Powszechnie akceptowana hipoteza zaktada, ze podstawowym elementem
mechanizmu uszkodzenia neuronéw w ekscytotoksycznosci jest przetadowanie neuronéw
wapniem, pochodzacym z przestrzeni zewnatrzkomorkowej, zachodzace gtéwnie za
posrednictwem receptoréw NMDA. W warunkach fizjologicznych jony wapnia sa
wtérnymi przekaznikami regulujgcymi wiele szlakdw metabolicznych poprzez wigzanie sie
z enzymami lub specyficznymi biatkami regulatorowymi, oddziatywujac na procesy
fosforylacji i defosforylacji biatek efektorowych (Sattler i Tymianski, 2000) Wzrost
wewnetrznego stezenia ca® jest wykorzystywany do przekazywania informacji w
komoérkach, stad niezwykle waine wydaje sie by¢ sprawne dziatanie systemu
regulatorowego.

W prawidtowej, niepobudzonej komdrce nerwowej wystepuje gradient stezenia jonow
wapnia miedzy cytosolem, gdzie wynosi on 10”7 M, a $rodowiskiem zewnetrznym komarki
(10 M) (Wieloch i wsp., 1982). W czasie pobudzenia komarki, jony Ca®* naptywaja przez
przepuszczalne dla nich kanaty jonowe: kontrolowane przez napiecie btonowe tzw. kanaty
napieciowo-zalezne, oraz/lub regulowane przez neurotransmitery kanaty receptorow
jonotropowych, gtdwnie NMDA. Nadmiar jondw wapnia jest usuwany z cytosolu do
wewnatrzkomdrkowych magazynéw wapniowych, zwtaszcza do kanatéw siateczki
Srodplazmatycznej przy udziale specyficznej ATP-azy wapniowej, SERCA (ang.
sarcoplasmatic — endoplasmatic reticulum calcium ATPase) (Kostyuk i wsp., 1995). Jony
waphnia uwalniane sg z tych zasobéw m.in. za posrednictwem wewngatrzkomérkowych
receptordow wrazliwych na IP3 (Rosa i wsp., 1997). Receptory IP3 stanowig element szlaku
transdukcji sygnatéw wewnatrz komodrki, wiodgcego od rézinego typu receptoréw
metabotropowych sprzezonych poprzez biatka G z fosfolipazg C do mobilizacji wapnia
wewnatrzkomdrkowego. W warunkach fizjologicznych nadmiar jonéw wapniowych we
wnetrzu komaérki moze by¢ dodatkowo buforowany przez biatka wigzgce wapn obecne w
neuronach np. kalbindyne D28, kalretynine, kalmoduline, czy biatko S-100 (Groves i wsp.,
1998). Nadmiar jondw wapnia usuwany jest z komorki aktywnie, przy udziale btonowej
ATPazy wapniowej (ang. Plasma Membrane Ca**-ATPase, PMCA), majacej wysokie

powinowactwo do Ca®*, lub/i przez charakteryzujgcy sie duzg wydajnoscig system



wymiennika Na*/Ca”". Jony ca* mogaq tez by¢ pobierane przez mitochondria, chociaz jest
to bufor o stosunkowo niskim powinowactwie, ktéry ulega aktywacji dopiero, gdy
stezenie Ca** osiaga okoto 0,5 M. Ocenia sie, ze tylko 1-5% wapnia zmagazynowanego w
mitochondriach ulega uwalnianiu do cytosolu (Kristian i wsp., 1996). W warunkach
fizjologicznych wapni dostaje sie do mitochondriow w zaleznym od energii procesie
utatwionej elektroforetycznej dyfuzji zgodnie z gradientem elektrochemicznym i wigze sie
z jonami fosforanowymi oraz grupami polarnymi na wewnetrznej ich powierzchni (Mayer
i wsp., 1987). Podczas ekscytotoksycznego, niekontrolowanego naptywu jonéw Ca®* do
neurondow, w ktérym uczestniczy nadmierne pobudzenie receptoréw NMDA, dochodzi do
indukowanego przez Ca®* wyrzutu wapnia, okreslanego jako CICR (ang. calcium - induced
calcium release), z magazyndéw siateczki srédplazmatycznej przez kanaty rianodynowe i
IP3. Jednocze$nie nastepuje wzrost pobierania wapnia przez mitochondria.
Nagromadzenie przez mitochondria wiecej niz 30-50 nmoli Ca** na mg biatka powoduje
dysfunkcje tych organelli. Potencjat btonowy zostaje zniesiony i mitochondria uwalniaja
nagromadzony wapn, a takze jony potasu, magnezu lub inne skfadniki macierzy np.
glutation, natomiast do wnetrza mitochondriéw wnika woda powodujac pecznienie
mitochondriéw. Dochodzi do tzw. uprzepuszczalnienia bton mitochondrialnych, MPT (ang.

mitochondrial permeability transition).

Przedmiotem dyskusji pozostaje kwestia czy toksyczno$é wapnia zalezy od jego
podwyzszonego stezenia w cytosolu, czy od catkowitego obcigzenia komérki wapniem.
Istnieja dane wskazujace, ze przetadowanie Ca®* jest odpowiedzialne za zmiany
apoptotyczne i nekrotyczne. Wiadomo, iz dtugotrwaty i znaczny wzrost stezenia Ca®
indukuje procesy prowadzace do $mierci neurondéw. Wykazano bezposrednig korelacje
miedzy pobieraniem Ca’* a wywotang przez glutaminian $Smiercig neurondéw (Hartley i
wsp., 1993). Z kolei naptyw Ca** przez kanaty typu L nie indukuje uszkodzeri, a podobne
stezenia ca® wywotane przez aktywacje receptoréw NMDA s3 toksyczne (Hartley i wsp.,
1993; Sattler i Tymianski, 2000). Wskazuje to na fakt, ze nie tylko naptyw jonéw Ca?, alei

sposdb ich wejscia do komadrki odgrywa role w neurotoksycznosci.

1.1.2.2. Stres oksydacyjny-indukcja reakcji wolnorodnikowych
Szczegblnie wysokie ryzyko pojawienia sie uszkodzen o charakterze

wolnorodnikowym wystepuje w mdzgu podczas ekscytotoksycznosci (Coyle i wsp., 1993).



Woynika to z najwyzszego w catym organizmie zapotrzebowania na tlen, ktérego znaczaca
ilos¢ przeksztatca sie w ROS (ang. reactive oxygen species, reaktywne formy tlenu), a
takze z wysokiej zawartosci metali przejsciowych w tkankach mézgu. Nadmierne
pobudzenie receptoréw NMDA prowadzi do wzmozonej produkcji ROS na drodze
aktywacji cytoplazmatycznej oksydazy NADPH. Jak opisali Girourd i wsp. (2009) aktywacja
receptoréow NMDA prowadzi do wzmozonej produkcji NO przez nNOS, zasocjowang z tym
receptorem poprzez biatka zageszczen postysynaptycznych, PSD95. Powstaty NO
(scharakteryzowany ponizej), z kolei aktywuje rozpuszczalne cyklazy guanylowe (ang.
soluble guanyle cyclase, sGC) do produkcji cGMP. Wzrost poziomu cGMP prowadzi do
aktywacji kinazy PKG, ktora aktywuje katalityczng podjednostke oksydazy NADPH — NOX2,
co w rezultacie skutkuje znaczgcym wzrostem ROS. Oprécz opisanego wyzej szlaku
waznym zréddtem ROS generowanym w neuronach na drodze ekscytotoksycznosci via
receptory NMDA sg mitochondria (Dugan i wsp., 1995).

Szkodliwos¢ ROS polega na ich wysokiej reaktywnosci, co powoduje, ze mogg
wchodzi¢ w reakcje z lipidami, biatkami czy kwasami nukleinowymi (Chan i wsp., 1998). W
warunkach fizjologicznych powstawanie i poziom ROS jest kontrolowany przez system
zmiataczy wolnych rodnikéw oraz antyutleniaczy, takich jak dysmutaza ponadtlenkowa
(SOD), katalaza, peroksydaza glutationowa, kwas askorbinowy i inne (Pias i wsp., 2002).
Podczas toksycznosci pobudzeniowej dochodzi do zatamania réwnowagi miedzy
produkcjg ROS a ich inaktywacjg, co skutkuje m.in. peroksydacjg lipidéw btonowych w
obrebie siateczki srédplazmatycznej, mitochondriéw i btony plazmatycznej neurondw,
prowadzac do S$mierci komorki (Olanow i wsp., 1993). Z kolei modyfikacja
wolnorodnikowa biatek moze prowadzi¢ bezposrednio do ich denaturacji lub do zmiany
aktywnosci. Powstajgce w nadmiarze ROS dziatajg takie na procesy metaboliczne w
obrebie mitochondriéw, mechanizmy naprawy uszkodzerh DNA oraz na indukcje szlaku

apoptotycznego zaleznego i niezaleznego od kaspaz.

1.1.2.3. Rola tlenku azotu

W fizjologii, jak i podczas ekscytotoksycznosci tlenek azotu (NO) jest uwalniany w
neuronach poddanych pobudzeniu glutaminianergicznemu, w czym posredniczg
receptory NMDA (Garthwaite i wsp., 1991). NO syntetyzowany jest z L-argininy i tlenu

czgsteczkowego przy udziale syntazy tlenku azotu, NOS (ang. nitric oxide syntase). W



mozgu wystepuja trzy izoformy NOS. Izoformami konstytutywnymi NOS, aktywowanymi
przez kompleks Ca?*/kalmodulina sg neuronalna - nNOS oraz endotelialna - eNOS. NO
powstajgcy w neuronach za posrednictwem nNOS bierze udziat w transsynaptycznej
regulacji neurotransmisji chemicznej. Funkcjag NO wytwarzanego w $rédbtonku naczyn
mozgowych przez eNOS jest regulacja krgzenia mdézgowego. Indukowana izoforma NOS
(iNOS) wystepujgca w mikrogleju i astrocytach, w komérkach endotelium oraz miesniowki
naczyn, a takze w neuronach, odgrywa role w procesach zapalnych. Nie jest ona zalezna
od wapnia, ale od indukcji cytokin. Kluczowa rola w mechanizmach zwyrodnienia
neurondw jest przypisywana NO powstajgcemu w wyniku aktywnosci nNOS i iNOS
(Strosznajder, 1994; Chalimoniuk i Strosznajder, 1998; Szutowicz i wsp., 2001). NO
utworzony w wyniku nadmiernej stymulacji nNOS wydaje sie by¢ gtdéwnym elementem w
ostrej ekscytotoksycznos$ci. Natomiast iNOS, praktycznie niewykrywalna w zdrowych
tkankach mdzgu, w warunkach patologicznych ulega opdznionej aktywacji i moze brac
udziat w zwyrodnieniu neurondéw. Mechanizmy neurotoksycznego dziatania NO s3
ztozone. Mechanizm neurotoksycznosci NO, wykorzystujacy jego funkcje fizjologiczne,
moze polega¢ na pobudzeniu uwalniania glutaminianu z zakoniczen synaptycznych i tym
samym wzmacnianiu ekscytotoksycznych mechanizmodw uszkodzenia i $mierci neuronéw.

NO jest bardzo reaktywnym rodnikiem. Za szczegdlnie niekorzystng dla neurondow
uwaza sie reakcje rodnika tlenku azotu z anionorodnikiem ponadtlenkowym z
wytworzeniem anionu nadtlenoazotawego, ktory z kolei moze oddziatywaé z zawartg w
biatkach tyrozyng, utleniajgc tiole. Skutkiem tego moze by¢ inaktywacja transportera
glutaminianu, prowadzgca do zaostrzenia  ekscytotoksycznosci.  Dodatkowo
nadtlenoazotan jest uwazany w wielu rodzajach komdrkach za induktora apoptozy
(Dawson i wsp., 1993). NO uszkadza faricuch DNA, co indukuje procesy naprawcze z
udziatem polimerazy poli-ADP-rybozy (PARP). Proces ADP-rybozylacji jest bardzo
energochtonny i jego nadmierna aktywacja prowadzi do wyczerpania zapaséw NAD+ i
ATP, a w konsekwencji do deenergizacji i Smierci komérek (Zhang, 1994; Bolanos, 1995).

Innym waznym celem uszkadzajgcego dziatania NO moga by¢ takze mitochondria.

1.2. Neuroprotekcja w procesach ekscytotoksycznosci i jej perspektywy
Zapobieganie uszkodzeniom neurondéw stanowi niezwykle wazny i nadal

nierozwigzany problem wspoétczesnej medycyny. Niepowodzenia na tym polu mozna



ttumaczy¢ wcigz jeszcze niedostatecznym poznaniem proceséw obumierania komorek
nerwowych oraz mechanizmoéw aktywacji endogennych czynnikédw neuroprotekcyjnych.
Ekscytotoksycznosé jest komponentg niemal wszystkich procesdw neurodegeneracyjnych,
a jednoczesnie moze wykazywaé niekorzystny efekt synergistyczny z innymi
patologicznymi procesami w obrebie tkanki nerwowej. Dlatego tez wydaje sie celowym
poszukiwanie substancji farmakologicznych i strategii terapeutycznych hamujgcych ten
proces lub/i modulujgcych w  kierunku fizjologicznego poziomu transmisji
glutaminianergiczne;j.

Logicznym wydaje sie wykorzystanie inhibitoréw receptoréw NMDA w hamowaniu
ekscytotoksycznosci. Pomimo poczagtkowo wielu obiecujacych wynikdéw w réznych
modelach zwierzecych, tylko niewielka grupa tych zwigzkéw przeszta pomysinie pierwsza
faze prob klinicznych. Silni antagonisci receptora NMDA, MK-801 czy fencyklidyna
powodowaty efekty uboczne: halucynacje, w wyzszych dawkach katatonie, uszkodzenia
neurondéw oraz nasilenie apoptozy w niedojrzatym modzgu, obserwowane w modelu
asfiksji okotoporodowej u szczuréow (lkonomidou i wsp. 2000). Do inhibitoréw, ktére
pomysinie przeszty badania kliniczne zalicza sie memantyne i amantadyne,
kompetycyjnych, stabych antagonistéw kanatu receptora NMDA, stosowanych w terapii
choroby Alzheimera i Parkinsona (Wilcock i wsp., 2003; Gardoni i wsp., 2006; Danysz i
Parsons, 2003). Memantyna jest jedynym, jak do tej pory zwigzkiem dopuszczonym w
leczeniu choroby Alzheimera z grupy hamujacej receptory glutaminianergiczne. Jest ona
dos¢ dobrze tolerowana przez pacjentdow oraz daje funkcjonalng poprawe procesow
pamieciowych i opdznienie rozwoju demencji (Koutsilieri i wsp., 2007). Amantadyna
skutecznie hamuje wystepujgce u parkinsonikéw dyskinezy, jak tez wydtuza przezycie.
Obiecujgce wyniki badan dotyczyty zastosowania dekstrometorfanu, jednak zwigzek ten
wywotywat niekorzystne efekty uboczne w postaci sennosci. Nowym preparatem w
leczeniu choroby Parkinsona jest zwigzek z grupy selektywnych inhibitoréw podjednostki
NR2B receptora NMDA (antagonista miejsca poliamidowego), CP101,606, zarejestrowany
jako Traxoprodil. Zainteresowanie tymi antagonistami wynika z faktu, ze stwierdzono
pozytywng korelacje miedzy ekspresjg podjednostki NR2B a wystepowaniem objawdw
chorobowych oraz dyskinez po leczeniu L-Dopa. Préoby zastosowania antagonistow

podjednostki NR2A niestety nie przyniosty pozytywnych rezultatéw (Koutsilieri i wsp.,



2007). Obecnie trwajg réwniez badania przedkliniczne nad zastosowaniem ligandéw
receptorow metabotropowych (Danysz, 2005; Pilc, 2003).

Jednym z najpowazniejszych problemoéw klinicznych zwigzanych z wystgpieniem
ekscytotoksycznosci sg udary niedokrwienne mézgu. Badania nowych lekow w udarze
niedokrwiennym prowadzone sg w dwéch kierunkach. Pierwszy polega na przywrdceniu
krgzenia w miejscu niedokrwienia (reperfuzja), drugi dotyczy zapobiegania niekorzystnym
zmianom biochemicznym zwigzanym z niedokrwieniem (neuroprotekcja). Niestety na tym
polu nie odnotowano powazniejszych sukcesdw. Mimo zachecajacych wynikéw wielu
badan przedklinicznych, jak dotgd zadna substancja potencjalnie neuroprotekcyjna nie
przeszta pozytywnie prob klinicznych. Wynika to z réznorodnych przyczyn. Jedng z nich
stanowi duza rozpieto$¢ miedzy dawkami uzywanymi w modelach eksperymentalnych a
bezpiecznymi, znacznie nizszymi dawkami stosowanymi w badaniach klinicznych.
Wskazuje sie tez na skomplikowang nature udaréw, ktérej modele zwierzece nie sg w
stanie w petni odda¢, oraz zbyt krotki i nie dajacy sie wykorzystaé w praktyce czas na
zastosowanie skutecznej terapii czyli tzw. okno terapeutyczne (De Keyser i wsp., 1999).
Przyktadem niepowodzen w terapii moze byé wspomniany juz Traxoprodil. Stosowanie
tego leku w udarach i urazach mdzgu zakorniczyto sie niepowodzeniem. Podobnie préby
kliniczne Il fazy z lekami bedacymi kompetywnymi (selfotel) i bezkompetytywnymi
(cerestat, eliprodil) antagonistami miejsca wigzacego poliamidy, a takze z antagonistg
miejsca glicynowego (GVI50526) nie przyniosty pozytywnych rezultatow. Istotnym
ograniczeniem wynikow badan doswiadczalnych w ischemii mézgu na gryzoniach i
naczelnych jest takze fakt, ze ocena wynikdw badan doswiadczalnych oparta jest gtéwnie
na zmniejszeniu ogniska niedokrwienia, podczas gdy w badaniach klinicznych
najistotniejszym punktem jest stan neurologiczny i funkcjonalny chorych, zwykle
dodatkowo obcigzonych innymi schorzeniami (Wahlgren i wsp., 2007).

Szansg na skuteczng neuroprotekcje moze by¢ zastosowanie jednoczesnie kilku
zwigzkdw, angazujgcych rdzne szlaki prowadzgce do przezycia komérek nerwowych, badz
zwigzkdw o szerokim spektrum dziatania. Jednoczesnie istnieje konieczno$¢ ciggtej
weryfikacji dziatania tych zwigzkéw na poziomie klinicznym oraz molekularnym, takze
poszukiwanie nowych substancji neuroprotekcyjnych. Ciekawym podejsciem wydajg sie
préby stosowania zwigzkdéw obecnych juz w leczeniu innych jednostek chorobowych nie

obejmujgcych uktadu nerwowego. Takie podejscie wydaje sie uzasadnione z kilku



przyczyn. Znane sg dobrze bezpieczne, dopuszczalne dawki, oraz ewentualne skutki

uboczne wystepujgce po podaniu takich substancji.

1.3. Nikotynamid — zwiqzek protekcyjny o ztozonych mechanizmach dziatania

W nurt zastosowania w neuroprotekcji zwigzkéw znanych ze swoich pozytywnych
wiasciwosci wpisujg sie badania nad dziataniem witamin. Zwigzki te, jak wynika z ich
definicji, s niezbedne dla utrzymania proceséw zyciowych organizmu, sg sktadnikami
koenzymow lub same regulujg przemiany metaboliczne.

Nikotynamid (NAM), amid kwasu nikotynowego — to tatwo rozpuszczalny w
wodzie i alkoholu zwigzek, znany réwniez jako witamina Bz lub PP. Jest to jedna z
nielicznych witamin nieulegajagcych zmianom mimo proceséw przetwarzania i
przechowywania Zywnosci.
Dzienne zapotrzebowanie na NAM u oséb dorostych wynosi ok. 15 mg i wzrasta u kobiet
w cigzy do 20 mg, u dzieci wynosi okoto 12 mg. Catkowite zapotrzebowanie na NAM jest
zwykle zaspakajane poprzez jego synteze z tryptofanu w watrobie, skad jest
dystrybowany do innych tkanek. Przyjmuje sie, ze 1 mg nikotynamidu powstaje z 60 mg

tryptofanu. Poszczegdlne etapy w syntezie NAM (Rysunek 1) obejmuija:
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Rysunek 1. Synteza niacyny i nikotynamidu (opis w tekscie).

1. Przemiane tryptofanu do N-formylokinureniny przez enzym 2,3-dioksygenaze
indoloaminowa

2. N-formylokinurenina w wyniku dziatania formamidazy przechodzi w kinurenine

3. Kinurenina podlega szeregu reakcji min. samorzutnej cyklizacji do chinolinianu, ktory
ulega przemianie w niacyne

4. Niacyna w wyniku przytgczenia grupy aminowej z udziatem aminotransferazy

niacynowej przeksztatcana jest w nikotynamid.

Egzogenne podawanie tego zwigzku zwieksza wydalanie metabolitéow NAM z
organizmu (podrozdziat 1.4.1), ale nie wptywa na poziom jego syntezy de novo
(Fukowatari i Shibata, 2007). NAM wydaje sie by¢ kluczowym zwigzkiem dla podtrzymania
fizjologicznych proceséw w organizmach ssakéw. Stuzy, bowiem jako prekursor syntezy
nukleotydow: nikotynoamidoadeninowego (NAD) oraz fosforanu
nikotynoamidoadeninowego (NADP), biorgcych udziat w ponad dwustu rdznych
biochemicznych reakcjach zachodzgcych w komérce (Maisie i wsp., 2004). Zwigzek ten
uczestniczy w regulacji poziomu cukru we krwi oraz cholesterolu, w procesach utleniania i
redukcji, uczestniczy w regulacji przeptywu krwi w naczyniach, wspoétdziata w syntezie
hormondw pfciowych.

O kluczowym znaczeniu tego zwigzku dla prawidtowego funkcjonowania organizmu
moze Swiadczy¢ zespot chorobowy zwigzany z niedoborem NAM, okreslany jako pelagra.
Nazwa pelagra zostata uzyta po raz pierwszy przez Frappoliego w 1771 roku i pochodzi
od stéw pella i agra, ktére sg zle uzytymi wioskimi stowami pellis i aegra, oznaczajgcymi
"chora skéra". Pierwsze badania nad pelagra przeprowadzit hiszpanski lekarz Casal, ktéry
w 1735 roku po raz pierwszy opisat te chorobe. Pelagra byfa uznana za jednostke
chorobowg najpierw w Hiszpanii, Portugalii i Wtoszech, a potem w kolejnych krajach
europejskich, lecz ustalenie zalezno$ci miedzy wystepowaniem pelagry a niedoborem
NAM nastgpito dopiero w 20 wieku. W okresie miedzywojennym pelagra byta
schorzeniem rozpowszechnionym zaréwno w Europie, jak i Ameryce Potudniowej.
Objawiata sie zmianami skérnymi na jezyku, szyi, twarzy, rekach (szorstkos¢ i
zaczerwienienie skoéry), a takze zaburzeniami uktadu trawienia (biegunki, wymioty,

spadek masy ciata) oraz zaburzeniami uktadu nerwowego (bdle i zawroty gtowy,



zaburzenia pamieci) prowadzacymi do depresji lub/i demencji, co moze $wiadczyé o
przewodniej roli NAM w utrzymaniu prawidtowej funkcji kory moézgowej. Nieleczona
pelagra w skrajnych przypadkach moze prowadzi¢ do $mierci. Suplementacja
nikotynamidem cofa catkowicie objawy chorobowe.

Witamine PP stosuje sie zarowno w postaci amidu jak i kwasu nikotynowego -
niacyny, doustnie oraz w postaci zastrzykéw. Badania dziatania witaminy PP obnizajgcego
poziom cholesterolu we krwi rozpoczeto juz w latach 50-tych ubiegtego wieku. Wykazaty
one, ze duze dawki kwasu nikotynowego (ale nie nikotynamidu), tzn. 1,2 do 2 gramoéw
dziennie, wyraznie zmniejszajg stezenie cholesterolu ( o ponad 20%) oraz triglicerydéw
(o ponad 50%) we krwi. A zatem niacyna zmniejsza we krwi stezenie tych lipidéw, ktore
odgrywajg istotng role w powstawaniu zmian miazdzycowych w naczyniach
krwionosnych. W dalszych badaniach stwierdzono, ze podawanie kwasu nikotynowego
zmniejsza o okoto 30% czestos$¢ wystepowania zawatdéw miesnia sercowego u 0sob
zagrozonych miazdzyca
(Ganji i wsp., 2003; Birjmohun i wsp., 2005). Nikotynamid mozna stosowaé z innymi
lekami hipolipemizujgcymi, pamietajgc jednak o tym, ze terapeutyczne dawki tego leku
zwigzane sg z licznymi dziataniami niepozgdanymi. Gtéwne dziatania niepozgdane to:
zaczerwienienie i sucho$¢ skory, swigd, rumien, uderzenia gorgca do gtowy, hipotensja,
zaburzenia rytmu serca, zaostrzenie przebiegu choroby wrzodowej Zotgdka i
dwunastnicy, zwiekszenie stezenia kwasu moczowego, glukozy i aminotransferaz w
surowicy. Do przeciwwskazan w stosowaniu nikotynamidu zalicza sie: Swiezy zawat
miednia sercowego, niewydolnos¢ krazenia, chorobe wrzodowa zotadka i dwunastnicy,
jaskre, niewydolnos$¢ watroby, cukrzyce, dne moczanowa.

Wiele danych dotyczy préb zastosowania NAM w leczeniu cukrzycy typu 1. Mimo
pozytywnych wynikéw uzyskanych w badaniach prowadzonych na zwierzetach z
eksperymentalnie indukowang cukrzycg, w duzym badaniu klinicznym nie potwierdzono
opdznienia wystgpienia cukrzycy po zastosowaniu nikotynamidu. Wykazano jednak
ochronne dziatanie NAM na komérki typu B trzustki przed agresjg ze strony uktadu

odpornosciowego (O’Braien i wsp., 2000; Gale i wsp., 2004; Olmos i wsp., 2006).

1.3.1. Nikotynamid jako zwiqgzek protekcyjny w obrebie OUN



Zainteresowanie zwigzkami o wielokierunkowym, potencjalnie neuroprotekcyjnym
mechanizmie dziatania sktonity do przetestowania wptywu NAM na procesy patologiczne
wystepujgce w komédrkach nerwowych. Juz w latach 80-tych stwierdzono, ze NAM moze
mie¢ pewne pozytywne dziatanie w obrebie uktadu nerwowego, jako endogenny ligand
miejsca benzodiazepinowego na receptorze GABA, (Fujimoto i wsp., 1982; Bold i wsp.,
1985). W Swiatowe] literaturze podnoszona jest mozliwosé wykorzystania NAM w
neuroprotekcji, wykryto bowiem jego dziatanie ochronne i lecznicze nie tylko na komorki
Srédbtonka naczyn ale i na neurony in vitro oraz in vivo w ischemii mdzgu (Maiese i
Chong, 2003). Istniejg dane o protekcyjnej aktywnosci NAM w odwracalnym modelu
ischemii przejsciowej mdzgu - MCAO (ang. middle cerebral arthery acclusion), w modelu
ogniskowego niedokrwienia oraz w asfiksji okotoporodowej u szczuréw (Yao i wsp., 2004;
Yang i wsp., 2002; Feng i wsp., 2006). Mechanizm cytoprotekcyjnego dziatania
nikotynamidu jest ztozony, obejmuje wiele szlakdw sygnatowych w komdérce i wcigz jest
nie do konca poznany. Wskazuje sie m.in. na:

1. modulacje aktywnosci PARP,

2. polaryzacje btony mitochondrialnej, co wptywa na zachowanie metabolizmu
energetycznego komérek (NAM pobierany jest aktywnie przez mitochondria przez
specyficzny transporter),

3. inhibicje apoptozy przez hamowanie uwalniania cytochromu ¢, hamowanie kaspaz
efektorowych (kaspaza 1, 3 i 8) oraz aktywacje szlaku kinazy Akt,

4. podtrzymywanie asymetrycznej budowy btony poprzez hamowanie eksternalizacji
reszt fosfatydyloseryny do zewnetrznej warstwy btony komérkowej, a co za tym idzie
hamowanie aktywacji komdrek mikrogleju i produkcji cytokin prozapalnych (Chong i
wsp., 2002; Maiese i Chong, 2003).

Poniewaz wszystkie te elementy patogenezy uszkodzenia neurondw hamowane przez

NAM s3 sktadowymi mechanizmu neurotoksycznosci pobudzeniowej

(ekscytotoksycznosci), wydaje sie, ze nikotynamid ma cechy substancji moggcej hamowa¢

wywotane przez ekscytotoksycznosc¢ szlaki wiodgce ku Smierci neurondéw.

1.5. Amid kwasu 1-metylnikotynowego — endogenna pochodna nikotynamidu
1.5.1. Wystepowania i biosynteza 1-metylnikotynamidu oraz jego fizjologiczne

znaczenie w komorkach



Kluczowym metabolitem przemian nikotynamidu jest amid kwasu 1-
metylonikotynowego zwyczajowo okreslany, jako 1—mety|nikotynamid1 (MNA). Nadmiar
NAM metabolizowany jest gtdwnie w komodrkach watroby do MNA na drodze metylacji
przez enzym cytoplazmatyczny, N-metyltransferaze nikotynamidowg (NNMT; EC.2.1.1.1),
przy udziale S- adenozylometioniny (SAM), jako donora grup metylowych. MNA moze
ulega¢ utlenieniu do 1-metyl-1-pirydono 5- karboksyamidu lub/i 1-metyl-4-pirydono-5-
karboksyamidu przy udziale oksydazy aldehydowej. W niewielkim stopniu NAM moze by¢
utleniany przez cytochrom P450 do tlenku N-nikotynamidu (Rysunek 2).

Nalezy nadmieni¢, iz w obrebie gatunkéw oraz osobnikdéw wystepuje genetyczna
zmiennos¢ w syntezie N-metyltransferazy nikotynamidowej. Aktywnos¢ tego enzymu jest
indukowana przez obecnos¢ substratéw oraz czynniki zewnetrzne np. stres. Przyjmuje sie,
ze u 52% populacji ludzkiej wystepuje wysoka ekspresja NNMT (Williams i Ramsden, b ¢ g
2005). NNMT wystepuje w znaczacych ilosciach w watrobie, a takze w ptucach, sercu,
nerkach i miesniach szkieletowych. Przez dtugi czas wystepowanie NNMT w médzgu byto
dyskusyjne, jednakze zostato on potwierdzone przez obecnos¢ specyficznego mRNA oraz
pomiar aktywnosci enzymatycznej w izolowanych frakcjach moézgu (Williams i
Ramsden, .4 2005; Fukuschima i wsp., 2002). Preferowanym substratem dla tego
enzymu jest NAM, jednak NNMT charakteryzuje sie niskg specyficznoscig substratowsy i
moze metylowaé ksenobiotyczne zwigzki zawierajgce w swojej czgsteczce pierscien

pirydynowy.

'w dalszej czesci pracy autor postuguje sie nazwg obiegowgq: 1-metylnikotynamid lub skrotem MNA.
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Rysunek 2. Szlak syntezy i katabolizmu 1-metylnikotynamidu w komodrce. 1 — N-metyltransferaza
nikotynamidowa; 2 — cytochrom P450 ; 3, 4 — oksydaza aldehydowa; NAM- nikotynamid; MNA’- amid
kwasu 1-metylnikotynamidowego; N-OX - tlenek N-nikotynamidu; 2-PYR - 1-metyl-1-pirydono 5-
karboksyamid; 4-PYR — 1-metyl-4-pirydono-5-karboksyamid.

Dzieki tej wiasciwosci NNMT zaliczana jest do systemu detoksyfikacyjnego w organizmie
(dodatkowe informacje w podrozdziale 1.4.2.2). Substratem dla NNMT moze by¢ takze
kwas nikotynowy, co wynika z jego homologicznej budowy z czgsteczkg NAM (Carlson i
wsp., 2005).

MNA oraz jego metabolity wydalane sg gtéwnie przez nerki z moczem. Za wychwyt
z krwiobiegu oraz wydalanie MNA odpowiedzialne sg transportery dla kationow
organicznych OCT (ang. organic cation transporter). OCT 1 (niezalezny od pH i jonéw Na®)
oraz OCT2 i 3 (zalezne od ATP i jonédw Na’) obecne sg w btonie podstawnej kanalikéw
proksymalnych. OCT posredniczg takze w metabolizmie innych kationdw organicznych,
takich jak tetraetyloamina (TAE), 1-metyl-4-fenylpirydyna (MPP+) oraz endogennych:
choliny, dopaminy, adrenaliny, noradrenaliny, 5-hydroksytryptaminy (Maiza i wsp., 1992;
Sun i wsp., 2006). Wspomniane zwigzki réznig sie powinowactwem oraz szybkoscig
transportu za posrednictwem OCT. Przyktadowo MNA hamuje transport MPP+ przez
kanaty OCT1 i 2, aczkolwiek hamowanie transportu przez OCT1 jest nieco silniejsza niz w
przypadku OCT2 (Kakehi i wsp., 2002). Transportery OCT oprdécz wystepowania na

kanalikach nerki obecne sg na powierzchni komérek watroby, jelit oraz mézgu.



MNA wykorzystywany jest, jako biomarker procesdw fizjologicznych. Poziom MNA
badany jest przy okreslaniu niedoboréw nikotynamidu (Vivian i wsp., 1958), przy ocenie
przeptywu osocza przez nerki jako parametr RPF (ang. renal plasma flow), a takze tgcznie
z 2PYR i 4PYR moze stuzy¢ do okreslenia wydzielania kanalikowego w nerkach, co wynika z
jego sladowej resorpcji zwrotnej (Maiza i wsp., 1992; Musfeld i wsp., 2001). Wykryto
pozytywng korelacje, miedzy wzrostem stezenia wydalanego MNA a zwiekszeniem tempa
proliferacji peroksysoméw w watrobie. Nasuwa to mozliwo$¢é zastosowania MNA do tego
typu oznaczen rutynowo, zamiast stosowania drogiego, czasochtonnego i trudnego do
interpretacji badania z wykorzystaniem mikroskopu elektronowego (Delaney i wsp.,
2005).

Poziom MNA w moczu zalezy $cisle od fizjologicznego stanu organizmu (wazng role
odgrywa wiek, przebyte choroby w tym schorzenia watroby i nerek) i wystepuje w
surowicy ludzkiej w stezeniach 1-117 ng ml™, w moczu zawartoé¢ waha sie w granicach
0,5-25 pg ml™ (Musfeld i wsp., 2001). Produkcja oraz stezenie wydalanego MNA znaczaco
wzrasta w przypadkach marskosci watroby (Pumpo i wsp., 2001). Zmiany chorobowe
uposledzajg wykorzystanie NAM do produkcji nukleotydow NAD i NADP niezbednych do
syntezy ATP, co w konsekwencji skutkuje kryzysem energetycznym. NAM jest
katabolizowany w szybkim tempie do MNA oraz jego metabolitdw 2PYR i 4PYR. Nalezy
jednak zaznaczy¢, iz podwyzszony poziom MNA obserwuje sie zawsze po podaniu duzych
dawek NAM u ludzi zdrowych, co zabezpiecza przed szkodliwym dziataniem nadmiaru tej

witaminy.

1.4.2. Znaczenie kliniczne 1-metylnikotynamidu
1.4.2.1. Dziatanie 1-metylnikotynamidu na obwodzie

MNA, podobnie jak jego prekursor NAM, jest zwigzkiem stabilnym chemicznie.
Przez lata metabolity nikotynamidu, w tym MNA stuzyty, jako biomarkery proceséow
fizjologicznych (podrozdziat 1.4.1.) We wszystkich tych badaniach MNA uwazany byt za
nieaktywny biologicznie zwigzek. Pojawiajgce sie préby stosowania MNA w klinice, jako
srodka o charakterze przeciwzapalnym (Gebicki i wsp., 2003) oraz przypisywanie temu
zwigzkowi pozytywnych efektéw w badaniach klinicznych u pacjentéw z cukrzycy (Gosteli

i wsp., 2004), zmienity spojrzenie na te metylowang pochodng nikotynamidu.



W ostatnich latach wykazano przeciwzakrzepowe i trombolityczne witasciwosci
MNA, zalezne od aktywacji sciezki sygnatowej cyklooksygenaza-2 / prostacyklina I, (COX-
2/ PGly), w modelu pomiaru trombolizy podczas pozaustrojowej indukcji zakrzepicy
naczyn tetniczych przy normalnym cisnieniu krwi wg. Gryglewskiego. Analogiczne badania
przeprowadzono w modelu zakrzepicy tetniczej z indukowanym nadci$nieniem nerkowym
u szczuréw (Chtopicki i wsp., 2007; Mogielnicki i wsp., 2007). To ostatnie odkrycie nabiera
znaczenia z uwagi na fakt, ze nadcisnienie tetnicze jest jednym z najwazniejszych
czynnikdow ryzyka powstania zakrzepdw w duzych naczyniach, prowadzacym w
konsekwencji do choroby wieicowej i udaréw mézgu. W doswiadczeniach z trombolizg
dowiedziono, ze MNA posiada zalezng od dawki, utrzymujaca sie w czasie, fibrynolityczng
aktywnos¢ pojawiajgca sie okoto drugiej minuty a osiggajacg najwyzszg warto$¢ miedzy 20
— 25 minutg po podaniu. Podobnie, w modelu zakrzepicy naczyn tetniczych z
indukowanym nadcisnieniem naczyn nerkowych, MNA wykazywat wtasciwosci
trombolityczne zalezne od dawki. W obu przypadkach aktywnos$¢ fibrynolityczna byta
znoszona po zastosowaniu odpowiednich narzedzi farmakologicznych, nieselektywnego
inhibitora COX - indometacyny i selektywnego inhibitora COX-2 - rofecoxibu.
Zastosowaniu tych zwigzkdw towarzyszyt spadek stezenia 6-keto-PGFy,, metabolitu PGl,.
Co wiecej MNA nie wykazywat zadnego wptywu na poziom innych prostanoidéw, takich
jak tromboksan A, (TXA,) i prostaglandyna E, (PGE;). Nalezy podkresli¢, iz zastosowanie
MNA nie wptyneto na zmiane ci$nienia tetniczego w czasie trwania eksperymentéw.

Interesujacy wydaje sie brak podobnej aktywnosci MNA w modelu zakrzepicy
zylnej. Prawdopodobnie ma to zwigzek z mniejszym znaczeniem ptytek krwi, w
przeciwienstwie do modelu zakrzepicy tetniczej, gdzie stymulacja komorek srédbtonka np.
przez inhibitory konwertazy angiotensyny czy kwas acetylosalicylowy (ASA) prowadzi do
uwolnienia PGl; i lizy zakrzepu. Wydaje sie, ze dla aktywnosci przeciwzakrzepowej w
krazeniu zylnym wieksze znaczenie ma uwalnianie NO niz PGl,. Brak efektu mozina
powigzaé z faktem, iz podanie MNA nie stymuluje aktywnos$ci NOS a co za tym idzie nie
powoduje zwiekszenia puli NO (Chtopicki i wsp., 2007). Zwrdcenie uwagi na biologiczne
znaczenie szlaku COX-2/PGl, powigzane jest z rozpoznanym ostatnio zwiekszonym
ryzykiem udarow i zawatow serca u pacjentéw stosujgcych leki bedgce inhibitorami COX-
2, co znaczgco hamuje synteze PGl, (Grosser i wsp., 2006). MNA wydaje sie wiec by¢

dobrym kandydatem na substancje zwiekszajgcg pule endogennej PGl,, tym bardziej, ze



podjeto préby zastosowania PGl, lub jej stabilnych analogéw w klinice w leczeniu
nadcisnienia, choréb naczyn obwodowych czy uszkodzen watroby.

Wtasciwosci przeciwzapalne zwigzane z syntezg PGl, zalezng od indukcji COX-2
przez komoérki endotelium (Chlopicki i wsp., 2007), oraz wykazanie skutecznosci
miejscowego stosowania MNA (Gebicki i wsp., 2003; Woznicka i wsp., 2005) nasunety
mozliwos¢ testowania tego zwigzku w procesach zapalnych powigzanych z synteza
prostanoidéw np. w uszkodzeniu btony $luzowej zotadka przez czynniki stresowe lub
toksyczne. Brzozowski i wsp. (2008) wykazat protekcyjne dziatanie egzogennie
podawanego MNA na s$luzéwke zotgdka w szczurzym modelu indukcji stresu, polegajacym
na zanurzaniu zwierzgt w wodzie (ang. water immersion and water restraint stress; \WRS),
oraz w uszkodzeniu btony $luzowej zotadka przez dozatodkowe podawanie 75% etanolu.
Mechanizm zaleznego od dawki, gastroprotekcyjnego dziatania MNA, polegat na
poprawie mikrokrgzenia krwi w bfonie sluzowej zotagdka, wywotanej aktywacjg Sciezki
COX-2/PGl,, a takze indukcji uwalniania wasodylatacyjnego neuropeptydu - CGRP z
zakonczen aferentnych nerwéw czuciowych przez bezposrednig (a takze posrednig przez
zwiekszanie puli PGI;) stymulacje receptoréw TRPV1. Ponadto MNA wzmagat ekspresje
mRNA dla peptydu CGRP oraz jego uwalnianie do krwiobiegu. MNA dziatat tez podobnie
jak zwigzki o charakterze antyrodnikowym, podwyzszajgc pule dostepnej SOD oraz
hamujac utlenienie lipidéw btony komdrkowej (Brzozowski i wsp. 2008). Dodatkowo, w
modelu WRS, MNA w wyzszych dawkach hamowat wydzielanie kwasu solnego oraz
pepsyny, co sugeruje jego aktywno$¢é przeciwwydzielniczg, ktérg ma takze jego prekursor,
NAM (Stratford i wsp., 1996). Poréwnujgc ochronne dziatanie MNA ze znanymi i
sprawdzonymi preparatami chronigcymi przed uszkodzeniami sluzéwke Zzotadka, takimi
jak omeprazol (inhibitor pompy protonowej) czy ranitydyna (inhibitor receptoréw
histaminowych H,), Brzozowski i wsp. (2008) podajg, iz skutecznos¢ MNA jest
poréwnywalna ze stosowaniem ranitydyny, a oba zwigzki majg stabsze dziatanie w
stosunku do omeprazolu. Zwazywszy na fakt, ze choroba wrzodowa a takze uszkodzenia
btony sluzowej zotgdka pod wptywem dtugotrwatych warunkéw stresowych lub dziatania
zwigzkéw o charakterze draznigco-uszkadzajgcym (np. alkohol) staty sie powaznym
problemem klinicznym, prowadzenie badan nad nowymi zwigzkami protekcyjnymi wydaje

sie by¢ dziataniem celowym.



Znanych jest wiele proceséw chorobowych, w ktérych przebiegu dochodzi do
zaburzen aktywnosci srédbtonka. Czynnikiem ryzyka wystgpienia dysfunkcji sSrédbtonka
naczyn jest hipertriglicerydemia oraz/i cukrzyca. MNA obnizat znaczgco poziom
triglicerydéw w przebiegu hipertriglicerydemii oraz poprawiat parametry aktywnosci
naczyn w cukrzycy (Bartus i wsp., 2008). Jak wynika z informacji zamieszczonych na
stronie www. clinicaltrials.gov:

(http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00519714?recr=open&cond=%22Hypertriglyceride

mia%22&rank=11), we wrzesniu 2007 roku rozpoczeto badania kliniczne Il'i Il fazy nad

wptywem MNA na hipertriglicerydemie. Byty one nadzorowane przez Montrealski Instytut
Serca i zostaty zakoriczone w styczniu 2009 roku. W chwili pisania tej rozprawy wyniki
testéw klinicznych nie byty podane do wiadomosci publiczne;.

Gebicki i wsp. (2003) oraz Woznicka i wsp. (2005) wykazali wfasciwosci
przeciwzapalne MNA w schorzeniach dermatologicznych, w tym w tradziku rézowatym.
Jednakze szlaki hamowania oraz mediatory odpowiedzi immunologicznej zaangazowane
w ten proces pozostawaty nieznane. Bryniarski i wsp. (2008) potwierdzili hamowanie
odpowiedzi zapalnej przez MNA w modelu kontaktowe] nadwrazliwosci na oxazolon u
myszy, jednoczes$nie ttumaczgc mechanizm tego dziatania. MNA hamowat odczyn zapalny
poprzez mechanizm zwigzany z uwalnianiem endotelialnej PGl,, wykazujgc brak
bezposredniego efektu na aktywacje limfocytdw. PGIl, uwazana jest za jednego z
najsilniejszych endogennych inhibitoréow aktywacji ptytek krwi, a co za tym idzie MNA
zwiekszajgcy pule dostepnej PGl,, a w nastepstwie hamujgc uwalnianie prozapalnego
TXA, promowat wygaszanie reakcji immunologicznej. PGl,, uwalniana pod wptywem MNA
dodatkowo mogta hamowac ekspresje molekut adhezyjnych takich jak ICAM-1, a sama
czasteczka MNA moze bezposrednio stabilizowaé bariere mikronaczyniowg, zapobiegajac
infiltracji komérek zapalnych.

Pozytywne dziatanie MNA wydaje sie by¢ zwigzane takze z budowg jego czgsteczki,
duzego kationu organicznego. MNA w przeciwienstwie do swego prekursora, NAM,
wykazuje zdolnos¢ przytaczania sie do ujemnie natadowanych struktur. Gebicki i wsp.
(2003) wykazali zdolno$¢ wigzania MNA do glikozoaminoglikanéw, np. heparyny.
Niewykluczone jest wiec, ze po podaniu obwodowym zwigzek ten moze wchodzi¢ w
interakcje z glikozoaminoglikanami na powierzchni endotelium, bez bezposredniego

wnikania do komodrek. Takie zachowanie moze po czesci ttumaczy¢ przeciwzapalna


http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00519714?recr=open&cond=%22Hypertriglyceridemia%22&rank=11
http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00519714?recr=open&cond=%22Hypertriglyceridemia%22&rank=11

aktywnos¢ MNA, ktéry przez samg swojg obecnos¢ mozie hamowac przyleganie i
interakcje komorek oraz molekut prozapalnych z komérkami srédbtonka naczyn. Ponadto
MNA wydaje sie sie by¢ dobrym kandydatem do oddziatywan z macierza
zewnatrzkomdrkowa (Dragun i wsp, 2008; Borkowski i wsp., 2008), chronigc jednoczesnie
jej sktadniki przed niekorzystnym przemodelowaniem w procesach patologicznych, np. w
zawatach.
Borkowski i wsp. (2008) wykazali skutecznos¢ MNA w modelu zawatu serca u szczuréw
wywotanego zacisnieciem tetnicy wieicowej (ang. coronary artery ligation; CAL). Analiza
biochemiczna wykazata zmniejszony stosunek pirydynolina/hydroksyprolina2 w sercach
zwierzat traktowanych MNA (5.9+0.2 nmol/mmol) w poréwnaniu do grupy kontrolnej —
zawatowe] (7.620.6). Podczas gdy zawartos¢ hydroksyproliny pozostata niezmieniona.
Podawanie MNA szczurom w czasie pozawatowej przebudowy macierzy
zewnatrzkomdrkowej w sercu skutkowato zmniejszeniem ilosci mostkédw kolagenowych i
elastynowych®. Podobny proces zostat zaobserwowany dla desmozyny. Efekt ten
przektada sie na zmniejszenie uposledzenia funkcji rozkurczowej lewej komory serca (-
dP/dt - warto$¢ przyrostu ciSnienia w czasie, mierzonego w trakcie skurczu
izowolumetrycznego lewej komory) i poprawe czynnosci rozkurczowej w grupie leczonej
MNA, w poréwnaniu do nieleczone;j.

Reasumujgc, przedstawione dane wskazujg na to, ze MNA wydaje sie by¢
zwigzkiem o dziataniu plejotropowym o ztozonym i nadal nie do konca poznanym

mechanizmie dziatania.

1.4.2.3. 1-Metylnikotynamid w obrebie OUN: toksyna czy zwigzek protekcyjny?

Mato wiadomo o roli MNA w obrebie osrodkowego uktadu nerwowego (OUN).
MNA in vivo wykazuje pewne korzystne wtasciwosci; jest inhibitorem wychwytu
zwrotnego choliny z przestrzeni miedzykomérkowej i jej usuwania do krwi,
prawdopodobnie na zasadzie przestrzennego blokowania specyficznego transportera

(Vargas i wsp., 1996). Mechanizm takiego dziatania MNA nie jest do konca wyjasniony a

2 Hydroksyprolina jest aminokwasem charakterystycznym dla kolagenu, totez zawartos¢ kolagenu catkowitego w tkance
moze byé oznaczona na podstawie okreslenia ilosci tego aminokwasu. Pirydynolina jest zwigzkiem tworzgcym
miedzyczasteczkowe wigzania w dojrzatych wiéknach kolagenu.

3 Istnieje zaleznos¢ miedzy zaawansowaniem niewydolnosci serca a zawartoscig kolagenu w miesniu lewej komory
serca. Okotonaczyniowe gromadzenie wtdkien kolagenu (arteriosclerosis) pogarsza rozszerzalno$¢ naczyn pod wptywem
czynnikdw endo- i egzogennych, co w konsekwencji prowadzi do obnizenia sie rezerwy naczyniowej.



moze wynikac z faktu, ze jest on duzym, kationem organicznym nieprzechodzgcym przez
bariere krew-mdzg. Wysoki poziom choliny hamuje wady rozwojowe uktadu nerwowego,
powoduje poprawe procesdw pamieciowych nawet u osobnikéw w starszym wieku
(Blusztajn, 1998). Obecno$¢ MNA promuje wiec produkcje acetylocholiny,
neurotransmitera powigzanego szczegdlnie z procesami pamieciowymi. Dlatego uwaza
sie, ze MNA moze posrednio bra¢ udziat w regulacji cech osobowosci i mozliwosci
poznawczych u ssakéw (Williams i Ramsden, y, . 4, 2005). Stwierdzono fizjologicznie wysoki
poziom metyltransferazy nikotynamidowej w obrebie rdzenia przedtuzonego i w
niektérych rejonach kory (ptat skroniowy, kora przedczotowa), co moze sugerowac, iz w
tych strukturach wystepuje niewielkie zapotrzebowanie na NAM, a podwyzszone na MNA,
w przeciwienstwie do niskiego poziomu tego enzymu w rejonie jgder podstawy oraz
czesci zbitej istoty czarnej (Substantia nigra pars compacta) (Parsons i wsp., 2002, 2003;
Ramsden, 2001; Williams i Ramsden, .4 2005). Wykazanie obecnosci NNMT w neuronach
Swiadczy o katabolizmie NAM i obecnosci endogennie powstajgcego MNA (Vargas i wsp.,
1996; Williams i Ramsden , p, ¢ 4 2005).

Z drugiej strony w literaturze obecne sg dane o szkodliwym dziataniu MNA na
komorki nerwowe min. linii neuroblastoma (Willets i wsp., 1993). Jednak toksycznos¢
MNA wigzana jest przede wszystkim w eksperymentach z neuronami o fenotypie
dopaminergicznym. Wedtug danych Fukushimy i wsp. (2002, 2005), MNA podany do
czesci zbitej istoty czarnej znaczgco obnizat poziom dopaminy w obrebie prazkowia u
szczuréw. Dodatkowo, czgsteczka MNA zblizona jest w swojej strukturze do modelowej
toksyny dla neurondéw dopaminergicznych, MPP+, posiadajgcej grupe metylowg przy
atomie N w pierscieniu fenolowym.
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Rysunek 3. Rola niespecyficznej metylacji z udziatem NNMT w chorobie Parkinsona. (a) Alternatywna droga
syntezy MPP+ z zwigzkéw pirydynowych przez NNMT. (b) metylacja B-karbolin i tetraizochinolin do bardziej
toksycznych metylowanych pochodnych. NNMT- N-metyltransferaza nikotynamidowa; MPTP-1-metylo-4-
fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyna; MPP+-1-metylo-4-fenylopirydyna; MAO-B - oksydaza monoaminowa B;
SAM- S-adenozylometionina. Potencjalnie toksyczna grupa metylowa zaznaczona jest na kolor czerwony.

Bradbury i wsp. (1985) i Athwall i wsp. (1996) stwierdzili, ze grupa N-metylowa Scisle
koreluje z neurotoksycznoscia zwigzkdéw. MPP+, podobnie jak MNA moze by¢
syntetyzowany w wyniku aktywnosci metyltransferazy nikotynamidowej (Rysunek 3A),
ktdra charakteryzuje sie niskg specyficznoscig substratowg. Substratami dla NNMT sg
takze inne zwigzki pirydynowe takie jak B-karboliny i tetraizochinoliny (Rysunek 3B), ktdre
jak sie sugeruje mogg zaostrza¢ objawy choroby Parkinsona a nawet jg wywotywac
(Matsubara i wsp., 2002; Williams i Ramsden,, 4, 2005). Dane o szkodliwosci MNA dla
komodrek dopaminergicznych nie dotyczg jego zwigzku prekursorowego. Wykazano, ze
NAM zmniejszat toksycznos¢ L-Dopa a takze dziatat protekcyjnie wzgledem toksycznego
dziatania MPP+. Podanie analogu NAM, 6-aminonikotynamidu powodowato hamowanie
syntezy dwunukleotydéw NAD i NADP, a wtérnie spadek poziomu dopaminy oraz utrate
neuronéw dopaminergicznych w rejonie czesci zbitej istoty czarnej (Beal i wsp., 2003;

Cartwright i wsp., 2004; ).

Williams i wsp. (2005), Fukushima i wsp. (2002) postulujg zaburzenia homeostazy
na szlaku nikotynamid-NNMT-1-metylnikotynamid w genezie choroby Parkinsona. Niski
poziom NAM (ktérego cytoprotekcyjne wiasciwosci opisano w paragrafie 1.3.) w
komodrkach OUN, moze prowadzi¢ do neurodegeneracji, podczas gdy wysoki kieruje
procesy komdrkowe w kierunku nowotworzenia (Harvias i wsp., 2000; Chong i wsp.,
2002), lub w mtodszym wieku do zaburzen rozwojowych poprzez zaktécenia w syntezie
PARP (Hageman i wsp., 2001). Zwiekszona podaz NAM (np. przez sztuczng suplementacje)
nasila procesy kataboliczne w kierunku syntezy potencjalnie toksycznego MNA, a
jednoczesnie redukuje dostepng pule SAM dla innych reakcji metylacji. Wiadomo, ze w
przebiegu choroby Parkinsona obserwuje sie spadek poziomu SAM, ktdry pogtebia sie w
trakcie leczenia. Dtugotrwate, chroniczne przyjmowanie wysokich dawek NAM (z
naturalnym pokarmem lub tez, jako suplement diety) moze prowadzi¢ do akumulacji
MNA. Willets i wsp. (1993) oraz Fukushima i wsp. (2002) postulujg, ze toksyczne dziatanie
MNA waha sie miedzy 1/5 a 1/50 toksycznosci szkodliwej dawki MPP+, angazujac przy



tym te same szlaki komdrkowe. Wiadomo, ze zaréowno MNA jak i inne podobne w
budowie czgsteczki mogg wnika¢ do komdrek za posrednicztwem transporteréw duzych
kationdw organicznych (OCT1, 2, 3). Zaktadajac wieloletnie ,przedawkowania” NAM i
mozliwos¢ akumulacji MNA, niewykluczone jest osiggniecie progu toksycznosci dla tego
zwigzku. Na uwage zastuguje fakt, iz MNA ,dzieli” droge wejscia do neuronéw przez
transporter OCT2 z antyparkinsonowskimi lekami, takimi jak memantyna i amantadyna,
ktore zwiekszajg poziom neurotransmiterow monoaminowych (gtdwnie dopaminy) w
przestrzeni synaptycznej (Busch i wsp., 1998).

W swietle tych badan, MNA wydaje sie by¢ endogenng toksyng w obrebie OUN
powigzang z wystepowaniem choroby Parkinsona (Aoyama i wsp., 2000; Williams i
Ramsden ,pcq, 2005). Williams i wsp. (1993) stwierdzili, ze u pacjentéw z chorobag
Parkinsona wzrasta ilos¢ MNA wydalanego z moczem a poziom metylacji NAM jest
zwielokrotniony (Parsons i wsp., 2002). Nie wiadomo jednak, co jest tego przyczyna:
nadmierna podaz NAM czy mutacje/polimorfizm w genie metyltransferazy
nikotynamidwej, wywotujgce nadmierng metylacje zwigzkéw pirydynowych.

Jak dowodzi Fukuschima i wsp. (1995, 2002) endogenny MNA syntetyzowany w
komodrkach moze powodowaé peroksydacje lipidow btony komdrkowej oraz uszkadzac
biatka faricucha oddechowego na drodze wolnorodnikowej, a efekt ten hamowany jest

przez SOD.
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Rysunek 4. Schemat prawdopodobnego toksycznego dziatanie MNA — indukcja reakcji wolnorodnikowych

(objasnienie w tekscie). Rysunek adaptowany z pracy Williamsi Ramsden, , (2005) z modyfikacjami.

Czgsteczka MNA moze uszkadza¢ wiele biatek wchodzgcych w sktad tfaricucha
oddechowego, ale wydaje sie by¢ najbardziej toksyczna dla podjednostki 30 kDa
kompleksu | (oksydoreduktaza NADH/ ubichinon), ktéra jest transbtonowym zelazo-
siarkowym biatkiem wrazliwym na oksydacje lipiddw wewnetrznej btony komérkowej
mitochondrium (Fukushima i wsp., 2005). Rodnik nadtlenkowy (O°) powstajgcy w reakgji
utleniania-redukcji NADH:MNA (MNA jako akceptor elektronu z NADH staje sie
rodnikiem) przy udziale kompleksu | moze uszkadzaé bezposrednio kompleks | lub/i
posrednio mitochondrialne DNA (mDNA) (Fukushima i wsp., 2005). Uszkodzenia
wolnorodnikowe sg wazng sktadowg wielu proceséw neurodegeneracyjnych, w tym takze
choroby Parkinsona. Z drugiej jednak strony Gebicki i wsp. (2003) wskazujg na staby, ale
wykrywalny, potencjat antyrodnikowy NAM i MNA; chociaz oba zwigzki nie mogg by¢
rozpatrywane w kategoriach efektywnych zmiataczy wolnych rodnikéw. Ponadto nadmiar
NAM uwalnianego z NAD w wyniku poli-ADP-rybozylacji przez PARP (polimeraza ADP-

rybozy) wywotanej rodnikami hydroksylowymi (OH’) ulega w obrebie cytoplazmy



metylacji do MNA, ktéry inicjuje powstawanie rodnikéw O° w tancuchu oddechowym
(Fukushima i wsp., 2002, 2005; Williams i Ramsden , p, ¢4, 2005).

Podsumowujac, dziatanie MNA w osrodkowym uktadzie nerwowym nie jest jasne, a
zbadanie czy ten zwigzek odgrywa role neuroprotekcyjng czy neurotoksyczng wydaje sie
by¢ wazne i celowe. Autorzy kluczowych prac dotyczacych szkodliwosci MNA, Williams i
Ramsden nie wykluczajg, iz za tym efektem stoi jedynie nadekspresja aktywnosci NNMT
oraz coraz powszechniejsza ekspozycja na wystepujgce w S$rodowisku ksenobiotyki,

bedace substratami dla tego enzymu.

Il. Zatozenia i cel pracy

Jak opisano we Wstepie, ostatnio niezalezne grupy badawcze podjety studia nad
cytoprotekcyjnym i terapeutycznym potencjatem 1-metylnikotynamidu (MNA), pochodnej
metylowej nikotynamidu (NAM). W literaturze dostepne sg dobrze udokumentowane
dane, w ktorych porownywano obwodowe dziatanie NAM i MNA. W badaniach tych MNA
wykazywat dziatanie plejotropowe, ktdre byto podobne, a czesto nawet silniejsze, niz
efekty cytoprotekcyjne, przeciwzapalne oraz przeciwzakrzepowe jego prekursora. Szereg

badan dotyczyto wptywu MNA na uktad krazenia i potwierdzito, ze moze on byé lekiem



stosowanym w terapii zaburzed sercowo-naczyniowych przebiegajgcych z dysfunkcjg
srodbtonka i zaburzeniami  zakrzepowo-zatorowymi. Pozytywne wyniki prac
eksperymentalnych doprowadzity do badan klinicznych koordynowanych przez

Montrealski Instytut Chordb Serca.

O ile obraz pozytywnego dziatania MNA na obwodzie nie pozostawia watpliwosci,
w Swiatowej literaturze obecne sg dane o toksycznosci tego zwigzku w obrebie uktadu
nerwowego. Niespdéjno$é tych danych skionity mnie do podjecia witasnych badan
dotyczacych neurotoksycznosci MNA. Z drugiej strony, chociaz sg zachecajgce doniesienia
o cytoprotekcyjnym dziataniu MNA na obwodzie, brak w literaturze informacji na temat
dziatania MNA na mdzg w przebiegu niedokrwienia/niedotlenienia. W szczegdlnosci nie
ma danych na temat neuroprotekcyjnego dziatania tego zwigzku na procesy zwigzane z

ekscytotoksycznoscig. Postanowiono wiec zbadad te zagadnienia.
Celem niniejszej pracy byto:

1. Zbadanie ostrej toksycznosci MNA po domdézgowym podaniu u szczuréw dorostych

oraz oseskow, a takze wobec neuronéw w hodowli in vitro.

2. Zbadanie biodostepnosci MNA i jego wnikania do modzgu siedmiodniowych

oseskdéw szczurzych po podaniu dootrzewnowym oraz pobierania przez neurony in vitro.

3. Okreslenie  neuroprotekcyjnego  potencjatu  MNA w  modelu  asfiksji

okotoporodowej u siedmiodniowych szczuréw.
4. Ocena wptywu MNA na ekscytotoksycznosé in vivo i in vitro.

5. Proba wyjasnienia mechanizmdéw spodziewanego neuroprotekcyjnego dziatania

MNA w modelu hipoksji — ischemii mdzgu oseskdéw szczurzych.

W niniejszej pracy potgczono badania przeprowadzone na modelu zwierzecym z
zastosowaniem modeli alternatywnych in vitro (hodowli neurondéw ziarnistych mézdzku
szczura lub badania frakcji btonowych izolowanych z kory moézgu szczura), ktore

wykorzystano do wyjasnienia mechanizméw neuroprotekcyjnego dziatania MNA.



Ill. Materiaty i metody

Doswiadczenia z wykorzystaniem zwierzat byly prowadzone zgodnie z obowigzujagcymi w
Polsce przepisami oraz z Konwencjg Europejska. Zezwolenie na wykonanie doswiadczen
wydata IV Lokalna Komisja Etyczna do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach w Warszawie.
3.1. Badania in vivo

3.1.1. Materiat doswiadczalny

W badaniach in vivo materiat doswiadczalny stanowity:

a) Doroste szczury, samce szczepu Wistar o masie ciata 230 — 250 g, z hodowli



prowadzonej w IMDiK PAN, utrzymywanej w warunkach stabilnej temperatury,
wilgotnosci oraz diety.

b) Siedmiodniowe oseski szczurze Wistar tego samego pochodzenia. Po rozpoczeciu
eksperymentéw mioty byty przetrzymywane w warunkach jak wyzej przez okres

podany w opisie doswiadczen.

3.1.2. Modele doswiadczalne

3.1.2.1. Iniekcje zwiqzkow farmakologicznych do czesci zbitej istoty czarnej (Substantia
Nigra pars compacta) szczurow dorostych

W celu zbadania bezposredniego wptywu MNA na neurony dopaminergiczne
podawano jednostronnie do istoty czarnej zbitej badany zwigzek w dawkach: 20, 40 i 80
pg w objetosci 1 pl. Jako kontrole pozytywng, wedtug ktérej oceniano toksycznosé MNA,
uzyto zwierzat, ktérym podawano MPP+ w dawce 20 pg. Kontrole negatywng (sham)
stanowity zwierzeta, ktédrym podawano rozpuszczalnik - sél fizjologiczna.  Dawki
podawanych zwigzkéw wyznaczono na podstawie literatury (Liou i wsp.,1996; Sindhu i
wsp., 2006) oraz obserwacji wtasnych. Procedure rozpoczynano od podania narkozy
wziewnej halotanowej, a nastepnie unieruchamiano zwierzeta w ramie stereotaktycznej
(Stoeling Co.). Miejsce podania ustalano wedtug parametréw: AP 5,3; L 2,0; V 7,8 mm od
bregmy. W czaszce wywiercano otwor trepanacyjny o srednicy ok. 2 mm, do ktérego
wprowadzano mikroigte ze stali szlachetnej o $rednicy 0,46 mm (Hamilton). 1 pl roztworu
MNA lub MPP+ w soli fizjologicznej lub samej soli fizjologicznej, w przypadku zwierzat
kontrolnych, podawano przez 2 minuty za pomocg pompy infuzyjnej; ustalajgc wydajnos¢
pompy na 0,25 ul na minute. Po zabiegu skére zszywano i zwierzeta wracaty do swoich
klatek na okres 5 dni, po ktérych poddawano ocenie uszkodzenia. W tym celu stosowano
metody immunohistochemiczne oraz testy behawioralne.

3.1.2.2. Modelowa asfiksja (hipoksja/ischemia) 7 dniowych oseskow szczurzych

Hipoksje-ischemie u 7-dniowych oseskdéw szczurzych szczepu Wistar indukowano
jak opisano przez Rice’a i wsp. 1981 i Andine i wsp. 1990. Noworodki szczurze poddawano
znieczuleniu wziewnemu halotanem z podtlenkiem azotu i jednostronnemu zamknieciu
tetnicy szyjnej wspdlnej. Wypreparowang tetnice szyjng wspdlng podwigzywano w dwu
miejscach chirurgicznymi niémi jedwabnymi (7.0), a nastepnie przecinano miedzy

podwigzkami, lub tylko wypreparowano (sham). Rane zaszywano, a zwierzeta



odstawiano do klatki z matka na okres jednej godziny. Po tym okresie zwierzeta ponownie
oddzielano od matki i eksponowano na warunki hipoksyjne przez 65 min mieszanka
gazowa zawierajaca 7.7% O, w N, w termostatowanej komorze ( 35-36 °C). Potencjalnie
farmakologicznie czynne substancje: NAM i MNA w testowanych dawkach podawano 30
min. po hipoksji/ischemii. Dla oceny uszkodzenia, dwa tygodnie po hipoksji mdzgi

poddano ocenie makroskopowej oraz zbadano ubytek masy poétkul metodg wagowsa.

3.1.2.3. Mikroiniekcje NMDA do prgzkowia 7-dniowych szczurow

Mikroiniekcje do prazkowia wykonywane byty w narkozie halotanowej
indukowanej jak wyzej opisano z uzyciem aparatu stereotaktycznego dla matych szczuréow
wg koordynatéw: AP 2; L 0,5; V 5 mm (Sherwood i Timiras, 1970). Koordynaty ustalono na
podstawie lokalizacji bregmy. Dla oceny lezji wywotanej podaniem 1 ul 15 nM roztworu
NMDA oraz wptywu dootrzewnowego podania MNA na wielko$¢ uszkodzenia wykonano
preparaty seryjnych skrawkéw mozgu dla morfometrycznej (wolumetrycznej) oceny
obszaru lezji metodg TTC. Skrawki inkubowano przez 30 min w temp. 37 °C w PBS
zawierajacym 0,5% roztwoér TTC (chlorek 2,3,5-trifernylotetrazoliny). Nastepnie usuwano
TTC i w celu utrwalenia skrawkow zalewano je 10% roztworem formaliny na 24 godz.
Seryjne skrawki fotografowano na tle skali aparatem cyfrowym. Wielkos¢ lezji okreslano
przy uzyciu programu Imagel) (National Institute of Health, USA) z uwzglednieniem

grubosci skrawkow.

3.1.2.4. Mikroiniekcje MNA, NAM i MPP+ do prgzkowia 7 —dniowych szczurow

Mikroiniekcje wykonano jw. Badane zwigzki podawano do prazkowia w dawkach: 40, 80 i
100 yg. Lezje oceniano morfometrycznie w skrawkach wybarwionych metodg TTC w 7

dniu po podaniu testowanych zwigzkdw, jak podano w 3.1.2.3.

3.1.3. Przygotowanie materiatu do analizimmunochemicznych oraz opis wykonanych
doswiadczen
3.1.3.1. Western blot. Wyjsciowym materiatem do badan byfa kora mdézgu 7-dniowych

oseskdéw szczurzych. Zwierzeta byty dekapitowane, w temperaturze 4 °C wydobywano

moézg i izolowano kore, usuwano naczynia krwionosne i istote biatg. Tkanke



homogenizowano w 25 mM buforze Tris-HCI, pH 7,4 z dodatkiem mieszaniny inhibitorow
proteaz Complete (Roche Diagnostics GmbH). Tak przygotowany materiat
przechowywano w temp. -70 °C i uzywano do oznaczenn immunochemicznych Zawartosé
biatka w preparacie oznaczano metodg Lowry’ego przy uzyciu fenolowego odczynnika
Folina (Lowry i wsp., 1951). Prébki przygotowano inkubujgc je w buforze o sktadzie: 0,125
M TRIS, 10% glicerol, 0,22% btekit bromofenolowy, 2% SDS, 0,1% 2-merkaptoetanol, przez
5 min w temp. 100° C. Do elektroforezy pobrano po 50 pg biatka/studzienke i poddano
rozdziatowi przez 120 min. na 10% zelu poliakrylamidowym wg metody Laemmli (1970)
przy napieciu 100V. Nastepnie dokonano transferu rozdzielonych biatek metoda
elektroblotingu na btone nitrocelulozowa (0,2 um, Hybond-ECL, Amersham) przez 1,5
godz. przy natezeniu prgdu 350 mA. Po 3 krotnym (przez 5 min.) przeptukaniu btony
nitrocelulozowej w buforze TBST (50 mM TRIS, 153 mM NaCl, Tween 0,05%, pH 7,5)
blokowano niespecyficzne wigzania przez inkubacje w 5% odttuszczonym mleku w TBST
przez 1 godz. Po kolejnym trzykrotnym ptukaniu w TBST btone nitrocelulozowg poddano
inkubacji ze specyficznymi przeciwciatami poliklonalnymi, anty COX-2 (Cayman Chemical,
Ann Arbor, USA) lub anty B-aktyna (Sigma) w rozciericzeniu 1:1000 w 5% mleku w TBST i
pozostawiono na noc w 4° C. Nastepnego dnia po standardowym przeptukaniu w TBST
btone inkubowano 30 min. w temp. pokojowej z wtérnymi, poliklonalnym przeciwciatem
typu 1gG potgczonym z peroksydaza chrzanowg, rozcienczonym w stosunku 1:1000 w 5%
mleku w TBST. Do detekcji biatka uzyto metody chemiluminescencyjnej ECL wykorzystujac

zestaw firmy PIERCE.

3.1.3.2. Badanie aktywnosci metaloproteinaz metodq zymograficzng

Cate pétkule lub ich fragmenty homogenizowano w 10-krotnej objetosci (v/v)
buforu (50mM TRIS-HCI, pH 7.6), zawierajgcego 150 mM NaCl, 5mM CacCl,, 0.05% Brij 35,
0.02% NaNs i 1% Triton X-100. Homogenaty wirowano przy 11300 rpm przez 5 minut w
temperaturze 4°C. W uzyskanym nadsaczu oznaczano stezenie biatka metodg Lowry.
Nadsgcz w objetosci 300 pl, zawierajgcy 1000 ug biatka inkubowano z 50 ul sepharozy B
zwigzanej z zelatyng (gelatin-Sepharose 4B, Pharmacia Biotech) przez okres 90 minut w

4°C a nastepnie wirowano przy 4000 x g przez 5 minut w temperaturze 4°C. Osad,



zawierajacy zwigzane ze ztozem metaloproteinazy, ptukano 2-krotnie w 500 pl buforu do
homogenizacji nie zawierajgcym Tritonu X-100. Po kazdym ptukaniu zawiesine wirowano
(4000 rpm przez 5 minut w 4°C). Po ostatnim wirowaniu osad zawieszano w 50 pl buforu
do ptukania z dodatkiem 10 % DMSO i inkubowano przez 30 minut w temperaturze 4°C,
ciggle mieszajgc. Po zakoniczonej inkubacji zawiesine wirowano ponownie w podanych

wyzej warunkach. W pobranym nadsgczu okreslano aktywno$¢ MMP-2 i MMP-9.

Tak przygotowane ekstrakty z pétkul mézgu poddanych niedokrwieniu mieszano z
nie redukujgcym buforem obcigzajgcym (SB), 5-krotnie stezonym, zawierajgcym: 62,5
mM Tris-HCl o pH 6.8, 10% glicerol, 2% SDS, 0.05% btekit bromofenolowy. Préby o réwnej
zawartosci  biatka naktadano na przygotowany 7,5% Zzel poliakrylamidowy,
spolimeryzowany z 0,1% zelatyng. Elektroforeze prowadzono w buforze zawierajagcym
25mM TRIS pH 8.3, 192mM glicyne, 0,5% SDS, przy statym napieciu prgdu wynoszacym
100V, w temperaturze 4°C, przez okoto 3 godziny. Po zakorczeniu elektroforezy z zeli
usuwano SDS przez dwukrotne ptukanie trwajgce 20 minut w 2,5 % wodnym roztworze
Tritonu X-100, a nastepnie zele inkubowano w buforze aktywujgcym o sktadzie: 50mM
Tris-HCI, pH 7.5, 200 mM NaCl, 5 mM CaCl, i 0.02% NaNs. Inkubacje prowadzono w
temperaturze 37°C przez 48 godzin. Po uptywie tego czasu zele barwiono 0.1% btekitem
Coomassie (Coomassie Blue R250) w roztworze wodnym zawierajacym 40% metanolu i
10% kwasu octowego. Nadmiar barwnika usuwano roztworem 10% metanolu i 7% kwasu
octowego. Jasne prazki widoczne na tle ciemno wybarwionego zelu sg wyznacznikiem
aktywnosci badanych enzyméw. Pozycje poszczegdlnych MMPs na zelu okreslano w
obecnosci standardéw MMP-2 i MMP-9 (Oncogene). Poziom aktywnosci proteolitycznej
MMP-2 i MMP-9 oznaczano densytometrycznie stosujgc program komputerowy Gel
Expert Program (Nucleotech Corp.), okreslajagc aktywnos¢ metaloproteinaz jako procent

aktywnosci pétkuli kontrolnej (kontrlateralnej).

3.1.3.3. Oznaczanie zawartosci prostanoidow: PGE,, TXB,, 6-ketoPGF1,w korze
i hipokampie 7-dniowych szczurow

Mozgi zwierzat poddanych hipoksji/ischemii dekapitowano i natychmiast
preparowano hipokamp oraz kore; wazono i zamrazano w ciektym azocie i
przechowywano w temperaturze -70°C do czasu izolacji prostanoidéw na kolumnach Sep

Pack Cyg Cartrige.



Przygotowanie préobek:

1. Prébki mézgu homogenizowano w temp. 4 °C w 0,1 M PBS z 1 mM EDTA z
dodatkiem 15 % metanolu o pH 7.4, przy zachowaniu proporcji: 100 mg tkanki na
1 ml buforu.
2. Homogenat wirowano przy 10.000 x g przez 10 min.
3. Supernatant doprowadzano do pH ok. 4, stosujgc 1M bufor octanowy.
4. Przygotowanie Sep Pack Cyg Cartrige:
- przeptukiwanie 10 ml H,0 w celu usuniecia polarnych zwigzkéw
- przeptukiwanie 10 ml metanolu.
5. Badane préby naktadano na Sep Pack Cyg Cartrige, przy czym szybkos¢ przeptywu
ustalano na 0,5 ml/ minute, aby osiggng¢ odpowiednig wydajnosé elucji.
6. Przemywano kolumne 2 ml eteru naftowego, a nastepnie 2 ml 15% metanolu
7. Prostanoidy eluowano 4 ml 1% metanolu w octanie etylu.
8. Probki zatezano pod N, (do sucha) i rozpuszczano w 200 ul buforu do oznaczen
zawartym w zestawie.
Oznaczenia przeprowadzano natychmiast lub préby przechowywano w -70°C w
atmosferze N,. Do oznaczern wykorzystano nastepujgce komercyjnie dostepne zestawy

firmy Cayman Chemical (Ann Arbor, USA):
= 6-ketoPGFy, EIA Kit numer katalogowy: 515211
= Prostaglandin E;, EIA Kit numer katalogowy: 514010
= Thromboxane B, EIA Kit numer katalogowy: 519031

Oznaczenia wykonano zgodnie z instrukcjg producenta wykreslajac krzywa wzorcowsa.
Stezenie prostanoidéw przeliczano na mase mokrej tkanki. Prostanoidy oznaczano w

trzech punktach czasowych: 30, 60 i 120 minut liczgc od podania MNA.

3.1.3.3.1. Wykorzystane narzedzia farmakologiczne oraz zastosowany
schemat doswiadczen

W celu zbadania przypuszczalnego mechanizmu dziatania MNA poprzez
modyfikacje odpowiedzi na szlaku COX- 1 / COX-2 — synteza PGl, —»aktywacja

receptora IP zastosowano nastepujgce narzedzia farmakologiczne:



dawka

2. indometacyna, (Sigma) (nieselektywny inhibitor COX) 5 mg/kg
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3. rofecoxib, (Merck) (specyficzny antagonista COX-2) 10 mg/kg
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4. RO 324479, (Roche) (inhibitor receptora IP) 10 mg/kg
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3.1.4. Badania ex vivo
3.1.4.1. Barwienie immunocytochemiczne

Hydroksylaza tyrozynowa (TH). W celu oceny stopnia uszkodzenia neuronow
dopaminergicznych w mdzgach dorostych szczuréw w rejonie czesci zbitej istoty czarnej
po podaniu MNA lub MPP+, po 5 dniach zwierzeta gteboko uspiono letalng dawkg i.p.
Vetbutalu a nastepnie przeprowadzono perfuzje przez lewg komore serca 4% PFA w PBS o
temperaturze 4°C. Mézgi izolowano i umieszczono w 4% PFA na 24 godziny. Po tym czasie
tkanke umieszczono w roztworze 20 % sacharozy w celu krioprotekcji. Nastepnie mozgi

zamrazano i cieto w ptaszczyznie czotowej z uzyciem kriostatu (Microm HM550) na



skrawki o grubosci 20 um. Uzyskane preparaty wybarwiano na obecno$¢ hydroksylazy
tyrozynowej mysim monoklonalnym przeciwciatem anty TH (Sigma), markerem neuronéw
dopaminergicznych. Przeciwciato I-rzedowe naktadano w rozcienczeniu 1:1000 na 24
godziny w temperaturze pokojowej. W celu zablokowania wigzan nieswoistych skrawki
inkubowano przez godzine w mieszaninie 0,1% albuminy bydlecej (BSA) i 1% surowicy
koziej (Sigma, Gibco) w PBS. Jako wtérnego przeciwciata uzyto fluorescencyjnego
antymysiego poliklonalnego 1gG w rozcienczeniu 1:500 w PBS (Alexa fluor 546, Invitrogen,
Molecular Probes Inc). Preparaty nastepnie zamykano z uzyciem Fluoromont G (Dako).

Liczbe TH-pozytywnych neuronéw w badanym obszarze zliczano w mikroskopie
konfokalnym ZEISS LSM 510. Dla kazdego zwierzecia badano przynajmniej 4 skrawki

okreslajac stopien uszkodzenia w poréwnaniu do potkuli kontrlateralnej (kontrolnej).

Mikroglej. Preparaty z mdézgdéw dorostych szczuréw poddanych iniekcji do SNpc
barwiono na obecnos¢ komérek mikrogleju, stosujac lektyne- BS-1 (Sigma) z Bandeirea
simplicifolia wyznakowang fluorescencyjnie FITC. Lektyne w rozcieficzeniu 1:1000 w PBS
naktadano na preparaty na okres 1 godziny. Po tym czasie odptukiwano lektyne
trzykrotnie PBS, preparaty suszono i zamykano stosujgc Fluoromont G. Obecnos¢
komadrek mikrogleju oceniano pod mikroskopem konfokalnym ZEISS LSM 510.

Barwienie neurondw i astrocytow. Dla okreslenia fenotypu komdrek w skrawkach
moézgu 7-dniowych szczuréw wykonano reakcje z przeciwciatami znakujgcymi biatka
typowe dla neuronéw oraz astrocytéw odpowiednio: NeuN (biatko jadrowe dojrzatych
neurondw) (Chemicon) oraz GFAP (kwasne biatko wtékienkowe gleju) (Dako). Dla
rozwiniecia reakcji barwnych zastosowano odpowiednie |l rzedowe przeciwciata
wyznakowane Alexa Fluor 546 (Invitrogen). Uzyskane obrazy analizowano w mikroskopie
fluorescencyjnym (Zeiss).
3.1.4.2. Oznaczenie aktywnosci metaloproteinaz metodq histochemiczng

Wypreparowane mozgi 7 dniowych oseskow szczurzych poddanych H/I oraz
zwierzgt kontrolnych i traktowanych jednorazowsg i.p. iniekcjg MNA w dawce 62,5 mg/kg
(dawka protekcyjna) mrozono natychmiast w suchym lodzie i przechowywano w
temperaturze -70°C do czasu analizy. Poniewaz wcze$niej wykonana zymografia pokazata,
ze MNA wykazywat najwiekszy wptyw na poziom metaloproteinaz po 48 godzinach,

zdecydowano sie na analize skrawkéw jedynie w tym punkcie czasowym. Mozgi



umieszczano w komorze kriostatu na okres 1 godziny (dla zréwnowazenia temperatury) i
cieto na skrawki o grubosci 20 um. Skrawki nakfadano na szkietka podstawowe i
przechowywano w temperaturze -70 °C. Bezpos$rednio przed wykonaniem oznaczen
skrawki suszono przez 10-15 minut w temperaturze pokojowej a nastepnie inkubowano w
roztworze zelatyny (100 mg/ml) zwiazanej z fluoresceing (DQ™ gelatin from pig skin,
fluorescein conjugate, Invitrogen, Molecular Probes). Inkubacje prowadzono w
pozbawionej dostepu $wiatta wilgotnej komorze przez 3 godziny w temperaturze 37°C. W
celu wykluczenia niespecyficznej fluorescencji niektére skrawki inkubowano w roztworze
zelatyny, do ktérego dodawano inhibitor metaloproteinaz - fenantroline (Sigma). Stezenie
koricowe inhibitora w mieszaninie reakcyjnej wynosito 10 mM.

Po zakonczonej inkubacji skrawki utrwalano zimnym roztworem 4%
paraformaldehydu w PBS. Po utrwaleniu skrawki ptukano 3 x 10 minut w PBS. Po
koicowym ptukaniu preparaty zatapiano w medium zapobiegajagcym zanikowi
fluorescencji (Fluoromount, Dako)) i przykrywano szkietkiem nakrywkowym. Preparaty
ogladano w mikroskopie fluorescencyjnym firmy Zeiss przy dtugosci fali swiatta 450-490

nm.

3.1.4.3. Oznaczanie zawartosci 1-metylnikotnamidu po podaniu obwodowym w mézgu

Oznaczenie zawartosci MNA w mozgu 7-dniowych szczuréw po dootrzewnowym
podaniu (i.p.) wykonano metody wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z
odwrdconym uktadem faz przy uzyciu detektora fluorescencyjnego wg. metody Somogyi i
wsp. (1990) z modyfikacjami. Materiat do analiz stanowity odbiatczone za pomocg 0,6 M
HCI0; homogenaty mdzgdéw wirowane przy 14000 x g a nastepnie neutralizowane 2M
KOH.

Do rozdziatéw uzywano systemu ztozonego z pompy P580 (Dionex, Sunnyvale, USA),
autosemplera Gina 50 (Dionex, Sunnyvale, USA), kolumny ze ztozem Hypersil gold
(Thermo Electron Co, Waltham, USA), oraz detektora fluorymetrycznego RF 2000 (Dionex,
Sunnyvale, USA). Aby otrzymac¢ fluorescencyjng pochodng MNA (wg. reakcji Rysunek 5),
przed kazdym rozdziatem, do 100 pl préobki dodawano 100 pl 100 mM acetofenonu w
alkoholu (cz.d.a); po krétkim mieszaniu inkubowano w temp 4°C. Nastepnie dodawano
200 pl 6M NaOH; mieszano i po 10 min inkubacji w 4°C traktowano 100 pl kwasu

mrowkowego przez 15 min. Po tym czasie prébki podgrzewano do 100 °C przez 3 min.



Schtodzone préby nanoszono na kolumne przy pomocy autosemplera. Podczas rozdziatu
faze ruchoma stanowita mieszanina o sktadzie: 0,01 M kwas heptanosulfonowy, 0,5%
trietyloamina, 22% acetonitryl, woda. Catos¢ fazy byta doprowadzana do pH 3,2 za
pomocy kwasu fosforowego. Elucje, przy predkosci 1,2 ml/min prowadzono izokratycznie
do 8 min. Pomiarow ilosci fluorescencyjnego produktu dokonywano przy dtugosciach fal
detektora Aex = 366 nm, oraz emisji Aeyy, = 418 nm. Pik MNA przypadat na okoto 3 minute

rozdziatu.

I
_C +NaOH N N
° + CHg + HCOOH
' -Ho0 , A 100°C N ~
CH3 2 ’ CH3

MNA acetofenon fluorescencyjna pochodna

(1-metyl-7-fenyl-1,5-dihydro-5-
oxo- 1,6-naftyrydyna)

Rysunek 5. Przebieg upochadniania MNA oraz wzér strukturalny fluorescencyjnej pochodne;j
powstatej w reakcji z acetofenonem.

Kazda serie pomiaréw zawartosci MNA poprzedzato wyznaczenie krzywej standardowej
dla wzorcéw w zakresie stezen od 0,05 do 5 pg/ml. Standardy poddawano doktadnie tym
samym procedurom co prébki biologiczne. Na podstawie otrzymanej krzywej wyznaczano

stezenie MNA w badanych prébach.

3.1.5. Doswiadczenia behawioralne
4.1.5.1. Ocena podawania MNA do SNpc - test z podaniem apomorfiny

Doroste szczury, samce 5 dni po iniekcji do SNpc MNA i MPP+ w stezeniach jak w
paragrafie 3.1.2.1. poddano testowi z podaniem Apomorfiny (Sigma), niespecyficznego
agonisty receptoréw D2. Zwierzeta otrzymywaty w iniekcji i.p. apomorfine w dawce 1

mg/kg. Nastepnie zwierzeta umieszczano w ciemnej arenie. Po okoto 5 minutach



obserwowano pierwsze spontaniczne obroty (ang. circling). Obserwacje prowadzono
przez 1 godzine, po ktérej rotacje samoczynnie zanikaty. Aktywnos¢ zwierzat nagrywano i
analizowano przy wykorzystaniu programu EthoVision (Noldus). Zliczano petne (360°)
obroty wykonane przez zwierzeta ipsilateralnie i kontrlateralnie do miejsca podania

badanych zwigzkdéw.

3.2. Badania in vitro
3.2.1. Hodowla pierwotnych neuronow mozdzku szczura

Model doswiadczen in vitro stanowity hodowle komérek ziarnistych mézdzku szczura
(CGC) preparowane z 7-dniowych szczuréw szczepu Wistar obu ptci, o masie 12-18 g, wg.
metody pisanej przez Schousboe i wsp. (1985). Zdezynfekowane alkoholem zwierzeta (16
sztuk) dekapitowano, a nastepnie izolowano z nich mdézdziki, ktére rozdrabniano na
siekaczu (Mcllwain) na skrawki o wymiarach 400 x 400 um. Tak rozdrobniong tkanke
umieszczano w buforze HIB (120 mM NaCl, 5 mM KCl, 25 mM HEPES, 9,1 mM glukoza) z
dodatkiem 0,025% trypsyny (Sigma) i 0,05% DNAzy (Roche) i wytrzgsano w fazni wodnej,
w temperaturze 37°C przez 15 min. Nastepnie po dodaniu roztworu zawierajgcego
inhibitor trypsyny, zawiesine komdrek wirowano, a osad zawieszano w cieptym medium
wzrostowym BME (Basal Medium Eagle, Invitrogen) z dodatkiem soli Earla (Sigma)
uzupetnionym 10% cielecg surowicg ptodowa (Sigma), 25 mM KCl i 0,5 % (v/v) roztworem
penicyliny/streptomycyny (Sigma) i rozdrabniano za pomoca strzykawki z grubg igta.
Catos¢ powtdrnie wirowano i rozdrabniano az do uzyskania zawiesiny pojedynczych
komorek. Przed wysianiem na ptytki komorki zabarwione 2% roztworem btekitu trypanu
liczcono w komorze Blirkera. Gestos¢ wysiewanych komérek wynosita 4-5 min (w
zaleznosci od eksperymentu) na dotek 6-dotkowej ptytki lub 1 min na dotek 24 dotkowej
ptytki. Trzydziesci sze$¢ godz. po zatozeniu hodowli, dodawano do komérek 7,5 uM Ara C
(arabinozyd cytozyny) aby zapobiec mnozeniu sie komédrek glejowych i fibroblastow.
Hodowle prowadzono w inkubatorze w standardowych warunkach przy 37° C i 5%

zawartosci CO, w powietrzu o 95% wilgotnosci.
3.2.2. Hodowla komorek srodbtonka naczyn moézgu szczura

Komérki linii RBE-4 wysiewano na ptytki 6-dotkowe i hodowano w pozywce

aMEM/Ham’s F10 z Glutamaxem (Invitrogen, Gibco), zawierajgcej 10% inaktywowane;j



surowicy bydlecej, zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow, bFGF (Sigma) (ang. basic
fibroblast growth factor) i genetycyne. Hodowle miedzy pasazem 13 - 25 byty uzywano do
dalszych badan.

3.2.3. Modele neurotoksycznosci i ocena przezywalnosci komérek

W modelu ostrej ekscytotoksycznosci indukowanej glutaminianem lub NMDA,
neurotoksyny w stezeniu 0,5 mM dodawano do buforu LOCKE 25 zawierajgcego: 134 mM
NaCl, 25 mM KCI, 4 mM NaHCOs, 5 mM HEPES, 2,3 mM CaCl,, 5 mM D-glukoze i 5 uM
glicyne, w ktérym inkubowano neurony po usunieciu srodowiska wzrostowego. Komorki
poddawano dziataniu ekcytotoksyn przez 30 min. w standardowych warunkach, po czym
przywracano medium wzrostowe. Po 24 godz. komérki utrwalano 80% zimnym
metanolem i barwiono jodkiem propidyny (5 pg/ml). Przezywalnos$¢ hodowli okreslano
przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego ZEISS AXIOVERT 25, liczagc zywe w momencie
utrwalania neurony. Wyniki wyrazano jako % zywych neuronéw w stosunku do catkowitej

liczby neuronéw w polu widzenia.

3.2.4. Metody z wykorzystaniem znacznikow fluorescencyjnych

3.2.4.1. Pomiar zmian stezenia Ca wewngtrz komdrek za pomocqg sondy Calcium
Orange™

Siédmego dnia hodowli neurony ziarniste inkubowano przez 30 min. w warunkach
standardowych z barwnikiem fluorescencyjnym Calcium Orange™ (Invitrogen, Molecular
Probes Inc.) o stezeniu 10 uM w medium zawierajgcym: 154 mM NaCl, 5,6 mM KCl, 2,3
mM CaCl,, 5,6 mM glukoze oraz 8,6 mM bufor HEPES, pH 7,4. Nastepnie nadmiar
barwnika usuwano przez trzykrotnie ptukanie powyzszym medium i hodowle
pozostawiono w nim do dalszych pomiaréw. Zmiany fluorescencji Calcium Orange,
odpowiadajace zmianom w stezeniu wewnatrzkomérkowego wapnia [Ca**]; rejestrowano
za pomocg mikroskopu konfokalnego ZEISS LSM 510 przy dtugosciach fal wzbudzenia i
emisji odpowiednio 485 i 538 nm. Po trwajgcej 90 sekund wyjsciowej obserwacji
intensywnosci fluorescencji, zmiany rejestrowano przez 30 min. co 30 sek. Komérki
pobudzano przez podanie 0,5 mM glutaminianu. Dane zbierano z 10 losowo wybranych
pdl pomiarowych, a wynik przedstawiono w postaci procentowych zmian intensywnosci

fluorescencji Calcium Orange™, odpowiadajacych wzrostowi stezenia



wewnatrzkomoérkowego wapnia w neuronach po podaniu badanych zwigzkéw, w
poréwnaniu do fluorescencji sondy w tych samych komodrkach przed zadziataniem bodzca.

3.2.4.2. Oznaczenie produkcji rodnikow tlenowych przy uzyciu 2,7-dichlorofluoresceiny

Komorki w ilosci 1 min na dotek 24 dotkowej ptytki po 7 dniach hodowli in vitro
inkubowano w warunkach standardowych w obecnosci 100 uM DCFH-DA (6-Carboxy-
2’,7’-dichlorofluorescin diacetate, Invitrogen, Molecular Probes Inc., USA), (Wang i
wsp.1999). Po 30 min. nadmiar barwnika fluorescencyjnego odptukano dwukrotnie
buforem LOCKE 25 i komérki pozostawiono w nim do dalszego eksperymentu. Nastepnie
do hodowli podawano MNA, NAM i 0,5 mM glutaminian i po 30 min. Mierzono poziom
fluorescencji komérek co 1 min. przez 2 godz. przy uzyciu czytnika fluorescencyjnego
Fluoroscan Ascent FL (Thermo Labsystems, Finlandia). Do pomiaru zastosowano filtry: dla

Swiatta wzbudzajgcego A - 485 nm i dla $wiatta emitowanego Aem- 538 nm.

3.2.4.3. Oznaczanie zmian potencjatu bfony mitochondrialnej z uzyciem rodaminy 123

(Rh 123)

Komorki ziarniste mézdzku (1 milion na dotek) 7 dnia hodowli inkubowano w
buforze o sktadzie jw. w obecnosci 10 uM Rh123 (Invitrogen, Molecular Probes Inc.) w
temp. 37 °C przez 30 minut. Po tym czasie sonde odptukiwano a do hodowli podawano
okreslone stezenia MNA oraz NAM. Nastepnie badano poziom fluorescencji w czasie (co 1
min.) za pomoca czytnika Fluoroscan Ascent FL (Thermo Labsystems, Finlandia) z uzyciem

filtrow dla swiatta wzbudzajgcego Aex 490 nm i emitowanego Aem 538 nm.

3.2.5. Metody radiochemiczne
3.2.5.1. Pobieranie znakowanego e 1-metylnikotynamidu i nikotynamidu przez
neurony ziarniste moézdzku i komorki linii RBE4

Dla oznaczenia pobierania MNA (Uniwersytet Medyczny, £édz) oraz NAM (Perkin
Elmer) uzyto izotopéw *C obu zwiazkéw o aktywnosci 1uCi na dotek zawierajacy
okreslong liczbe komérek. Inkubacje prowadzono w buforze Krebsa o sktadzie (mM): NaCl
112,0, KCI 5,0,CaCl, 2,5, KH,PO4 1,0, MgS0O4 1,2, NaHCOs 12,0 i glukoza 11,1. inkubacje
prowadzono przez 15, 30 i 60 minut, po czym usuwano medium zawierajgce izotop, a
reakcje zatrzymywano za pomocg buforu PBS poprzez trzykrotne ptukanie. Nastepnie

komorki rozpuszczano przy uzyciu 300 pl 0,1 % Tritonu X-100 w 5 mM TRIS-HCI, pH 7,4.



izat komoérkowy mieszano z nem Bray’a, a radioaktywnos$¢ mierzono za pomoc
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licznika scyntylacyjnego Wallac 1409.

3.2.5.2. Nagromadzanie 4>Ca w neuronach

Pobieranie wapnia radioaktywnego przez komérki ziarniste mézdzku oznaczano w
hodowlach prowadzonych przez siedem dni. Po usunieciu $rodowiska wzrostowego
neurony (5 min/dotek 6-ciodotkowe] ptytki) preinkubowano przez 10 min. w 37° C w
Srodowisku zawierajgcym: 154 mM NacCl, 5,6 mM KCl, 3,6 mM NaHCOs, 1,3 mM CaCl,, 5,6
mM glukoze, 10 mM HEPES pH 7,35. Nastepnie dodawano 5 uM glicyne i inhibitory, a po
kolejnych 5 min. preinkubacji, *CaCl, (1uCi/dotek) razem z ekscytotoksynami i
inkubowano komorki przez 10 min. Radioaktywne s$rodowisko usuwano, a komorki
trzykrotnie przemywano zimnym medium bez glukozy i CaCl,, zawierajgcym 2 mM EGTA.
Nastepnie dodawano zimny 0,5 M NaOH do kazdego dotka i pozostawiono w
temperaturze 4°C przez 30 min. Ekstrakt komdérkowy tgczono z mieszaning scyntylacyjna
Bray’a, a radioaktywnos¢ mierzono za pomoca licznika scyntylacyjnego Wallac 1409.

3.2.5.3. Wigzanie znakowanego [*H]MK-801 do frakcji bton kory mézgu szczura

Btony preparowano wg procedury Wang i wsp. (1999) a nastepnie inkubowano z

[3H]MK-801 oraz z réznymi stezeniami NAM i MNA w buforze o sktadzie: 5 mM HEPES z 5
mM TRISem ph 7,4. Inkubacje koriczono przez filtracje z uzyciem filtrow Whatman GF/B
filters / Brandel MPR-24. Poziom radioaktywnosci zebranych frakcji mierzono w liczniku
scyntylacyjnym. Niespecyficzne wiazania [*H]MK-801 ocenione w obecnosci 10 puM

nieznakowanego MK-801.

3.2.5.4. Wigzanie znakowanego [3H]diazepamu do frakcji bton kory mozgu szczura

Doswiadczenie przeprowadzono na btonach uzyskanych wg preparatyki jw. wg
procedury Fujimoto i wsp. (1982) z modyfikacjami. Btony inkubowano z 5 nM
[*H]diazepamem (Amerscham) oraz i réznymi stezeniami MNA w temperaturze 37 °C
przez 1 godzine. Inkubacje konczono przez filtracje z uzyciem filtrow Whatman GF/B
filters / Brandel MPR-24. Nastepnie mierzono poziom radioaktywnosci zebranych frakcji w
liczniku scyntylacyjnym. Niespecyficzne wigzania [3H]diazepamu oceniono w obecnosci
nieznakowanego (zimnego) diazepam w stezeniu 3 uM.

3.3.6. Analiza ekspresji genu N- metyltransferazy nikotynamidowej
3.3.6.1. Izolacja RNA



Catkowite RNA izolowano z mdzgdw oraz watroby dorostych szczuréw szczepu

Wistar oraz 7 dniowych oseskdw szczurzych w warunkach sterylnych, zmodyfikowang
metoda Chomczyriskiego i Sacchi (1987), uzywajac odczynnika TRI-reagent ®Kit (Ambion).

Pobrane struktury mozgowe tj.: kore, hipokamp, modzdzek oraz watrobe ptukano
dwukrotnie buforem PBS, a nastepnie homogenizowano w 1 ml odczynnika TRI-reagent.
Fragmenty tkanki, ktére nie uleglty lizie odwirowywano przy obrotach 12000 x g przez
10 min w 4°C. Nastepnie, do 1ml homogenatu dodawano 100 ul chloroformu,
energicznie mieszano przez 15 sek., pozostawiano na 15 min w temperaturze pokojowej,
a nastepnie wirowano przy 12000 x g przez 15 min w 4 °C. Gérng faze wodng zawierajaca
RNA przenoszono do nowej probéwki, dodawano 0,5 ml zimnego izopropanolu, delikatnie
mieszano, pozostawiano na 5 min w temperaturze pokojowej i wirowano przez 10 min
przy obrotach 12000 x g w 4 °C. Po 5 min wirowano przy obrotach 12000 x g przez 15 min
w 4 °C. Osad przemywano 1 ml 75% etanolem. Po kilkuminutowym odparowaniu etanolu
z prébek, osad RNA zawieszano w 20 pl wody wolnej od RNAz (Promega Corporation).
Stezenie oraz czystos¢ RNA mierzono w spektrofotometrze Ultrospec 2000 (Pharmacia
Biotech) i oznaczano na podstawie gestosci optycznej (OD) przy dtugosci fali 260 nm, wg
zasady: OD 1 = 40 pg/ml RNA. Czystos¢ RNA szacowano na podstawie stosunku wartosci
odczytéw OD 260/280 nm. Do badan uzywano RNA o stosunku OD 260/280 nm wyzszym
od 1,6.

3.3.6.2. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Catkowite wyizolowane RNA (2 pg) uzyto jako matryce dla reakcji odwrotnej transkrypcji,
w ktérej otrzymymano DNA komplementarne do mRNA (cDNA). Reakcje odwrotnej
transkrypcji przeprowadzano przy uzyciu zestawu odczynnikéw firmy Applied Biosystem
High-Capicity cDNA Reverse Transcription Kit, w koncowej objetosci 20 ul. Reakcja

przebiegata tréjetapowo:

1. W teperaturze 25 °C - 10 min

2. W temperaturze 37 °C- 120 min



3. Podgrzanie do temperatury 85 °C w celu inaktywacji odwrotnej transkryptazy

przez 5 sekund a nastepnie schtadzano do 4°C.

3.3.6.3. Reakcja taricuchowa polimerazy (PCR)

Uzyskane cDNA powielano metodg PCR uzywajgc starteréw wykonanych w Pracowni
Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligonukleotydow Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w
Warszawie, wedtug sekwencji uzyskanej przy uzyciu programu z platformy NCBI - Primer3.
Jednoczesnie, jako wewnetrzng kontrole zastosowano okreslenie poziomu ekspresji genu
kodujgcego konstytutywne biatko, GAPDH. Do powielenia specyficznego cDNA badanych

dla sekwencji badanych gendéw uzyto nastepujgcych starteréw:

=  NNMT (N-metyltransferaza nikotynamidowa)
5" TCCTCAGACATCTGCTGAAA3’
3’ CACACACTAGAACTTCCGTTS’

= GAPDH
5’ACCACAGTCCATGCCATCAC3
3’ATGTCGTTGTCCCACCACCTS’

Reakcje faricuchowg polimerazy przeprowadzano przy uzyciu zestawu odczynnikéw firmy
Qiagen wg zalecen producenta. Prébki byty inkubowane w aparacie GeneAmp PCR System
2400 (Perkin Elmer) w warunkach podanych w Tabeli 1.

Produkty PCR (10 ul) poddawano elektroforezie w 2% zelu agarozowym z bromkiem
etydyny w buforze TAE (45 mM Tris-octan, 0,1 mM EDTA) przy napieciu 70 V. Zel
fotografowano w Swietle UV, obraz analizowano densytometrycznie przy uzyciu
programu TotalLab v1.11 (Non Linear Dynamics), ilos¢ produktu przeliczano na ilos¢ genu
kodujgcego GAPDH. Specyficznos¢ reakcji weryfikowano na podstawie wielkoSci
otrzymanego produktu. Dla NNMT i GAPDH wielkos$¢ produktu wynosita odpowiednio 250
bpi452 bp.

Etapy NNMT GAPDH

Wstepna denaturacja 94 °C 20 sekund 94 °C 20 sekund




llos¢ cykli 30 30
5 denaturacja 95 °C 20 sekund 95 °C 20 sekund
w =
5 o przytaczanie starteréw | 55 °C 30 sekund 55 °C 30 sekund
9 oo
N
& £ — 5 5
s Wydtuzanie 72 "C 60 sekund 72 "C 60 sekund
Koncowe wydtuzanie 72 °C 10 sekund 72 °C 10 sekund
schtadzanie 4°C 4°C

Tab. 1. Warunki reakcji PCR dla poszczegdlnych starteréw.

3.4. Inne procedury
3.3.1. Oznaczanie stezenia biatka metodq Lowry

Oznaczenie polega na pomiarze absorbancji barwnego kompleksu przy dtugosci
fali 750 nm. Mieszanina reakcyjna w koricowej objetosci 460 pul zawierata: 2 ul biatka, 8 ul
wody, 50 pl odczynnika A (BIO-RAD, nr kat. 500-0113) i 400 pl odczynnika B (BIO-RAD, nr
kat. 500-0114). Warto$¢ absorbancji mierzono po 15 minutach inkubacji w temperaturze
pokojowej wobec préby Slepej (nie zawierajgcej biatka). Standardem byt roztwoér
albuminy bydlecej o stezeniu 10 pg/ul lub 15 pg/ml. Stezenie biatka obliczano wedtug

nastepujgcego wzoru:

Biatko catkowite (ug/ul) = absorbancja probki x stezenie standardu /absorbancje

standardu / 2 (objeto$¢ biatka w prébce)

3.3.2. Andliza statystyczna

Otrzymane wyniki przedstawiono w postaci S$redniej arytmetycznej z
poszczegblnych danych eksperymentalnych, * odchylenie standardowe (SD). llo$¢
powtdrzen zaznaczono w opisie rycin. Réznice miedzy $rednimi obliczono za pomoca
analizy wariancji ANOVA (post hoc test Dunnetta, Tuckey’a lub Bonferroniego). Do

wszystkich obliczen stosowano program GraphPad Prism 2.01.



IV. Wyniki

4.1. Badanie biodostepnosci 1-metylnikotynamidu: zmiany poziomu w surowicy
i moézgu po podaniu dootrzewnowym
Zbadano przenikanie 1-metylnikotynamidu (MNA), podanego w réznych dawkach
dootrzewnowo (i.p), do surowicy krwi oraz mdézgu 7-dniowych oseskéw szczurzych,

stanowigcych w niniejszej pracy model doswiadczalny in vivo.
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Ryc.1. Poziom MNA w surowicy (A) i mézgu (B) 7-dniowych oseskow szczurzych po i.p. podaniu zwigzku, w
zaleznosci od czasu i dawki, oznaczony metodg HPLC. Wykres przedstawia wartosci Srednie + SD (n=6)
z trzech niezaleznych doswiadczen.

Zgodnie z wynikami zamieszczonymi na Ryc. 1A w surowicy krwi wykazano oznaczalne
stezenia MINA, osiggajgce najwyzszy poziom w 30 minucie po podaniu. Stezenie MNA w

surowicy byto zalezne od zastosowanej dawki i osiggato najwyzszg wartos¢ (0,225 mg x



ml™) przy dawce 250 mg/kg. Pézniejszy spadek poziomu MNA mozna przypisaé
przemieszczania tego zwigzku do tkanek. W modzgu po 30 minutach zaobserwowano
postepujgcy wzrost poziomu MNA w czasie i zaleznie od dawki, przy jednoczesnym

spadku poziomu tego zwigzku w surowicy (Ryc. 1B).

4.2. Ocena transportu 1-metylnikotynamidu do komdrek srodbfonka linii RBE4
oraz neuronow ziarnistych mozdzku
Jak przedstawiono na Ryc. 1A i B MNA podany obwodowo przenika do mézgu, a jego
poziom zalezy od czasu i dawki. Nastepnym etapem badan byta ocena efektywnosci
transportu MNA do dwdch typédw komérek mozgu tj.: srddbtonka i neuronéw. Poniewaz
nie znaleziono w literaturze informacji dotyczacych pobierania zwigzku prekursorowego
MNA - nikotynamidu (NAM), postanowiono przeprowadzi¢ oznaczenie jego pobierania
rownolegle z MNA. W tym celu zbadano pobieranie znakowanych 1%C NAM i MNA, w
czasie. Przedmiotem badan byty komérki linii RBE4 wyprowadzonej z endotelium mdzgu
szczura, oraz neurony ziarniste mozdzku. Poniewaz nie stwierdzono znaczgcego
pobierania MNA przez komoérki srédbtonka w 15 i 30 minucie od podania na Ryc. 2
przedstawiono wartosci z punktu czasowego 60 min.
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Ryc. 2. Pobieranie [14C]NAM oraz [14C]MNA przez komorki srédbtonka linii RBE4 w czasie 60 minutowe;j
inkubacji. Wykres przedstawia wartosci Srednie £ SD (n=6) z dwdch niezaleznych doswiadczen.
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Ryc. 3. Pobieranie [14C] NAM (A) oraz [14C] MNA (B) przez neurony ziarniste mézdzku w zaleznosci od dawki i

czasu inkubacji. Wykres przedstawia wartosci Srednie + SD (n=6) z trzech niezaleznych doswiadczen.

Zgodnie z Ryc. 2 i 3, zaréwno komoérki neurondéw ziarnistych mézdzku jak i komorki linii
RBE4 pobieraty znakowany NAM i MNA. NAM wykazywat szybsze tempo przenikania do
neurondéw, osiggajac plateau juz po 15 minutach inkubacji (Ryc. 3A). W przypadku MNA
nagromadzanie zwigzku byto zalezne (podobnie jak badaniach in vivo) od czasu i dawki, i
osiggato najwyzsze wartosci przy 25 mM stezeniu w 60 minucie doswiadczenia. Komoérki
linii RBE4 pobieraty MNA znacznie stabiej, osiggajac statystycznie znamienne wartosci w

granicach 1-20 pmol/mg biatka w 60 minucie inkubacji (Ryc. 2).



4.3. Ocena poziomu mRNA dla 1- metyltransferazy nikotynamidowej (NNMT)

Nikotynamid jest zwigzkiem niezbednym do prawidtowego funkcjonowania mdzgu.
Poniewaz w tej pracy wykazano pobieranie NAM, prekursora MNA, w hodowli neuronéw
ziarnistych mozdzku, postanowiono sprawdzi¢ mozliwos¢ powstawania MNA de novo
w mozgu.
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Ryc. 4. Poziom ekspresji mRNA dla genu 1-metyltransferazy nikotynamidowej ( NNMT) w strukturach
modzgu 7-dniowego oseska (A) i szczura dorostego (3 miesiecznego) (B). Wykresy przedstawiajg wyniki
analizy densytometrycznej normalizowane wzgledem GAPDH i stanowig $rednig arytmetyczng z trzech
niezaleznych doswiadczen + SD. Ponizej wykresow zamieszczono typowy obraz rozdziatu
elektroforetycznego produktéw PCR homologicznego do mRNA NNMT z kory mdzgowej (K), mdzdzku (M),
hipokampa (H) i watroby (W) oseska i dorostego szczura.



W tym celu zbadano obecno$¢ mRNA dla 1- metyltransferazy nikotynamidowej (enzymu
odpowiedzialnego za metylacie NAM do MNA) w strukturach modzgu szczura, z
uwzglednieniem zmian w czasie rozwoju zwierzat. Jako kontrole ekspresji dla NNMT
przyjeto mRNA wyizolowane z watroby (w organizmie szczura wystepuje jedna izoforma
NNMT), co wynikato z danych literaturowych opisujgcych wysoki konstytutywny poziom
NNMT w tym narzadzie. Analiza z wykorzystaniem metody rtPCR wykazata zréznicowany
poziom ekspresji genu NNMT w modzgach szczurow dorostych oraz 7 dniowych oseskéw
szczurzych. Jak mozna zauwazy¢ na Ryc. 3A i 3B poziom mRNA dla NNMT rdzni sie miedzy
poszczegdlnymi strukturami moédzgu tj. korg, modzdzkiem, hipokampem. Wystepujg
rowniez réznice w ekspresji tego genu miedzy zwierzetami dorostymi a oseskami.

Te wyniki potwierdzajg mozliwo$¢ syntezy MNA w réznych rejonach mdzgu u zwierzat

dorostych, jak i w rozwoju.

4.4. Badanie toksycznosci 1-metylnikotynamidu

4.4.1. Ocena toksycznego oddziatywania MNA na neurony dopaminergiczne w rejonie
czesci zbitej istoty czarnej u dorostych szczurow — poréwnanie z toksycznosciq
MPP+
Dane literaturowe, przypisujgce MNA toksyczne dziatanie na neurony

dopaminergiczne sktonity mnie do podjecia tej kwestii w niniejszej rozprawie. W tym celu
dorostym szczurom podawano jednostronnie, bezposrednio do czesci zbitej istoty czarnej
(SNpc) wzrastajgce dawki MNA. Dla okreslenia uszkodzen oceniano ubytek neuronéw TH-
pozytywnych w badanym rejonie w poréwnaniu do kontroli, ktérg stanowita
kontrlateralna istota czarna, w grupach: sham (zwierzeta po iniekcji rozpuszczalnika - soli
fizjologicznej) oraz u zwierzat poddanych iniekcji MNA lub MPP+. Zwigzek MPP+ wybrano,
jako kontrole pozytywna, poniewaz stanowi modelowg toksyne dla neurondw
dopaminergicznych szeroko stosowang w badaniach in vivo i in vitro do indukcji objawéw
modelujgcych chorobe Parkinsona. Wiadomo z literatury, ze bezposrednia aplikacja MPP+
do istoty czarnej lub prazkowia prowadzi do uszkodzenia neuronéw dopaminergicznych
(Sayre i wsp., 1986; Sirinathsinghji i wsp., 1988; Sindhu i wsp., 2006). Ponadto,
proponowany w literaturze, potencjalny mechanizm uszkadzajgcego dziatania MNA
angazuje analogiczne szlaki jak MPP+. Zgodnie z danymi literaturowymi  oraz
doswiaczeniami wtasnymi, do eksperymentéw wybrano MPP+ w dawce 20 pg na iniekcje.

Zastosowane stezenia MNA wybrano arbitralnie, podajac zwielkokrotnione dawki MPP+.



Stopien uszkodzenia wyrazono jako % spadku liczebnosci neuronéw TH-pozytywnych
wzgledem kontrolnej,  kontrlateralnej istoty czarnej. W tak zaprojektowanym
doswiadczeniu spodziewano sie uchwycié¢ przejawy toksycznosci MNA.

Na podstawie poziomu immunoreaktywnosci hydroksylazy tyrozynowej (TH) - kluczowego
enzymu w syntezie dopaminy w ciele neuronu oraz w zakonczeniach nerwowych
wykazano, zgodny z literaturg, ubytek neuronédw dopaminergicznych wywotany przez
MPP+ (Ryc. 5A). W przeprowadzonych doswiadczeniach podanie MPP+ bezposrednio do
SNpc powodowato spadek liczby neuronéw dopaminergicznych w tym rejonie o ponad 50
% w stosunku do strony kontrlateralnej (Ryc. 5). Nie stwierdzono podobnego toksycznego

efektu w przypadku
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Ryc. 5. Ocena uszkodzenia neurondw rejonu istoty czarnej w 5 dniu po jednostronnym podaniu 20 pg
MPP+ lub 20, 40 i 80 pg MNA. Wykres przedstawia wartosci srednie = SD ***p<0,001 znaczgco réine w
poréwnaniu do wartosci grupy MPP+, # p<0,001 znaczace rézne w poréwnaniu do wartosci grupy sham. Do
oceny statystycznej wynikéw zastosowano test Anova oraz post-hoc Bonferroniego.

MNA, ktéry nie powodowat znamiennego statystycznie obnizenia liczebnosci neurondw.
Po podaniu MNA w dawce 80 ug obserwowano tendencje do ubytku liczby neurondéw.
Ponadto nieznaczne obnizenie liczby komérek TH-pozytywnych w poréwnaniu do
zwierzgt naiwnych wywotane bylo samg iniekcjg, o czym sSwiadczy procent utraty
neuronéw po podaniu MNA na poziomie pétkuli ipsilateralnej grupy sham. Na Ryc. 6
przedstawiono typowy obraz barwienia istoty czarnej na obecnos¢ hydroksylazy

tyrozynowej po podaniu MPP+ oraz MNA.



Spadkowi liczebnosci neurondéw dopaminergicznych wywotanym przez MPP+
towarzyszyt naptyw oraz aktywacja komorek mikrogleju po stronie ipsilateralnej. Stan
zapalny zwigzany z aktywacjg mikrogleju jest uwazany za jeden z najwazniejszych
czynnikdbw neurodegeneracji uktadu dopaminergicznego, zaréwno w warunkach
doswiadczalnych, jak i u pacjentéw z chorobg Parkinsona (Teismann i wsp., 2003). Dlatego
nastepnym krokiem byto zbadanie, z wykorzystaniem barwienia komodrek zapalnych
specyficzng lektyna, wptywu na aktywacje mikrogleju jednostronnego wstrzykniecia MNA
do czesci zbitej istoty czarnej mézgu szczura, w poréwnaniu do MPP+. Zgodnie z
zatozeniem MPP+ wywotfat masowy naptyw komédrek mikrogleju po stronie ipsilateralne;j
istoty czarnej (Ryc. 7A, B, C). Natomiast iniekcje MNA w dawce 20, 40 i 80 pg nie miaty
wptywu na poziom immunoreaktywnosci lektyny specyficznej dla mikrogleju (Ryc. 7D, E,
F). Same podanie rozpuszczalnika rowniez nie powodowato naptywu komérek zapalnych

(dane nie pokazane).
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Ryc. 6. Wptyw iniekcji MPP+ (A) oraz MNA (D) na poziom immunoreaktywnosci hydroksylazy tyrozynowej
(TH) w neuronach w rejonie istoty czarnej moézgu szczura 5 dni po podaniu. W grupie MPP+ obserwowano
dramatyczny zanik neuronéw dopaminergicznych w obrebie czesci zbitej istoty czarnej. Poniewaz MNA nie
powodowat utraty komérek TH-pozytywnych w zadnej ze stosowanych dawek (20, 40 i 80 pg) na Ryc.
przedstawiono tylko obraz po podaniu najwiekszej dawki (80 pg). Zdjecia A i D przedstawiajg obraz istoty
czarnej powiekszony 100 razy. Zdjecia B i C, E i F przedstawiajg powiekszone, zaznaczone fragmenty istoty

czarnej.
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Ryc. 7. Wptyw iniekcji MPP+ (A) oraz MNA (D) na poziom immunoreaktywnosci hydroksylazy tyrozynowej
(TH) w neurononach oraz aktywacje mikrogleju w rejonie istoty czarnej moézgu szczura 5 dni po podaniu. W
grupie MPP+ obserwowano masowy naciek mikrogleju (zielony kolor) w obrebie czesci zbitej i siatkowate;j
istoty czarnej. Poniewaz MNA nie indukowat aktywacji komodrek mikrogleju w zadnej ze stosowanych dawek
(20, 40 i 80 pg) na Ryc. przedstawiono tylko obraz po podaniu najwiekszej dawki (80 pg). Zdjecia A i D
przedstawiajg obraz istoty czarnej powiekszony 100 razy. Zdjecia B, C, E i F przedstawiajg powiekszone,
zaznaczone fragmenty istoty czarnej.

4.4.2. Wptyw podania MNA do czesci zbitej istoty czarnej na aktywnos¢ ruchowq
szczurow dorostych
Poza opisanymi powyzej badaniami immunochemicznymi, w tescie z apomorfing —

niespecyficznym agonistg receptoréow dopaminowych D2, oceniono wptyw



jednostronnego podania MNA do SNpc na zmiany aktywnosci ruchowej. Podanie agonisty
wymusza u zwierzat z ubytkiem neuronéw dopaminergicznych rotacje kontrlateralne w
kierunku miejsca potencjalnego uszkodzenia wywotanego podaniem testowanych
zwigzkdéw. Przyjmuje sie, ze spadek poziomu dopaminy wiekszy niz 90% wywotuje

pozytywne wyniki w tescie z apomorfing (Hudson i wsp., 1993).
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Ryc. 8. Wptyw MNA na aktywnos¢ lokomotoryczng szczuréw po podaniu apomorfiny — zestawienie z
dziataniem MPP+. Test przeprowadzono 5 dnia po domdzgowej iniekcji w rejon istoty czarnej zbitej
badanych zwigzkéw - MPP+ i MNA. Sham oznacza grupe, ktdrej podano sdl fizjologiczng dla sprawdzenia
efektu samej iniekcji. Kazdy wynik stanowi srednig arytmetyczng z trzech niezaleznych doswiadczen + SD
(n=16). Poniewaz, MNA w badanym zakresie stezen: 20, 40, 60 i 80 pg nie powodowat wystgpienia rotacji,
dla lepszej czytelnosci na wykresie uwzgledniono jedynie najmniejsze i najwieksze badane stezenie.
Zgodnie z wynikami zamieszczonymi na Ryc. 8, MNA w zadnym z badanych stezen
nie powodowat wystgpienia rotacji po podaniu apomorfiny. Jak wiadomo z literatury,
podanie MPP+ do SNpC indukuje u szczuréw wystgpienie kontrlateralnych rotacji od 3
dnia do 12 tygodni po podaniu (Liou i wsp., 1996). W wykonanych doswiadczeniach u
zwierzgt po podaniu MPP+, dootrzewnowe podanie apomorfiny od okoto 5 minuty
powodowato wystgpienie kontrlateralnych rotacji. Maksimum rotacji przypadato miedzy
15 a 25 minutg (50 + 2 obroty/5 min); nastepnie powoli spadato do wartosci zerowej w 55
minucie pomiaru. Dodatkowo u zwierzat traktowanych MPP+ obserwowano dystonie
(przykurcze koncowki ogona, skrecanie ciata i wyginanie grzbietu) oraz hipokineze
przedniej koAczyny po stronie ipsilateralnej. Pojawiaty sie takze spontanicznie obroty w
kierunku operowanej pétkuli (jeden, dwa obroty/minute) zanikajgce w czasie. Opisane
objawy nie wystepowaty u zwierzat, ktérym wstrzyknieto sdl fizjologiczng (sham) oraz

MNA .



4.4.3. Ocena toksycznosci domoézgowego podania MNA u 7-dniowych oseskow

szczurzych

Zgodnie z przedstawionymi wyzej wynikami, MNA nie wykazywat toksycznych
wtasciwosci w stosunku do neuronéw dopaminergicznych dorostych szczuréw. Poniewaz
modelem badawczym in vivo wykorzystanym w dalszej czesci tej rozprawy jest model
asfiksji okotoporodowej 7-dniowych szczuréw postanowiono sprawdzi¢, czy domdzgowe
podanie MNA do prazkowia oseskéw moze indukowaé uszkodzenie lub zmiany w
poziomie hydroksylazy tyrozynowej. Dodatkowo sprawdzono czy zwigzek prekursorowy
MNA — NAM moze powodowac uszkodzenie. Wynika to z faktu, ze NAM jest
metabolizowany do MNA przy udziale enzymu NNMT.
Jak przedstawiono na Ryc. 9A, wolumetryczna ocena wielkosci uszkodzenia skrawkow
moézgu wybarwionych metodg TTC, poddanych analizie przy uzyciu programu Imagel,
wykazata istotne statystycznie réznice w objetosci ubytku tkanki mézgowe] u szczuréw,
ktorym podano MPP+, w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych (sham), ktérym
wstrzyknieto roztwor soli fizjologicznej. Zaréwno NAM jak i MNA nie wywotaty znaczacych
uszkodzen mézgu. Nie zaobserwowano réwniez spadku poziomu immunoreaktywnosci
TH w poétkuli poddanej iniekcji MNA, NAM oraz sham (Ryc. 9B). W przypadku MPP+

uzyskano spodziewany spadek immunoreaktywnosci TH o okoto 50 % 5 dnia po podaniu.
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Ryc. 9. Ocena wielkosci obszaru uszkodzenia po podaniu 100 pg MPP+, MNA i NAM do prazkowia 7
dniowych oseskéw szczurzych (A) oraz immunoreaktywnosci hydroksylazy tyrozynowej (TH) (B). Ocene
wielkosci lezji oraz poziomu TH przeprowadzono 5 dnia po domdzgowym podaniu testowanych zwigzkow.
Wykres A przedstawia wielkosci srednie + SD (n=6), ); ***<0,001 znaczgco rézne w poréwnaniu do MPP+.
Wykres B ilustruje poziom TH wyrazony w wartosciach wzglednych uzyskanych za pomocg analizy
densytometrycznej Western blotéw, wzgledem B-aktyny. Ponizej zamieszczono przyktadowy obraz Western
blot. Uzyskane wartosci sg $rednig arytmetyczng * SD, (n=6) z trzech niezaleznych doswiadczen; ***p<0,001
znaczaco rozne w stosunku do grupy MPP+. Do oceny statystycznej wynikdéw zastosowano test Anova oraz
post-test Bonferroniego.

4.4.4. Wptyw 1-metylnikotynamidu na przezywalnos¢ neuronow
zZiarnistych mézdzku in vitro
Poniewaz w niniejszych badaniach model doswiadczalny in vitro stanowity
hodowle pierwotne komérek ziarnistych mézdzku szczura, zbadano wptyw trwajacej 24
godziny inkubacji z MNA na przezywalnos$¢ neurondw w hodowli. Jak przedstawiono na

Ryc. 10, trwajaca 24 godziny inkubacja z MNA podanym w stezeniu do 50 mM wtgcznie



pozostawata bez wptywu na przezywalnos$é komérek w hodowli. Ten wynik wskazuje na

brak uchwytnych wtasciwosci toksycznych MNA.
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Ryc. 10. Wptyw trwajacej 24 godziny inkubacji z wzrastajgcymi stezeniami MNA na przezywalnosé
neurondw ziarnistych modzdzku. Wykres przedstawia wartosci srednie = SD (n=6); znaczaco rdine
***p<0,001 w poréwnaniu do wartosci grupy kontrolnej . Do oceny statystycznej wynikéw zastosowano
test Anova oraz post-hoc Bonferroniego.

4.5. Analiza neuroprotekcyjnego potencjatu 1- metylnikotynamidu

4.5.1. Testowanie wtasciwosci neuroprotekcyjnych MNA w modelu asfiksji
okotoporodowej 7 -dniowych oseskow szczurzych
Ekspozycja noworodkdw szczurzych na warunki hipoksyjno-ischemiczne powoduje
w modzgowiu badanych zwierzat uszkodzenie obejmujgce gtéwnie rejon unaczyniony przez
koncowe odgatezienia tetnicy szyjnej wspdlnej. Zgodnie z danymi autoréw: Rice i wsp.
(1981), Bona i wsp. (1997) w tym modelu samo jednostronne zamkniecie tetnicy szyjnej

wspdlnej lub sama hipoksja nie wywotuje uszkodzenia mézgu.

W zastosowanych warunkach doswiadczalnych otrzymywano powtarzalnie deficyt
masy potkuli ipsilateralnej u zwierzat poddanych hipoksji/ischemii, ktory wynosit $rednio
50 % (Ryc. 11). W badaniu neuroprotekcyjnego potencjatu MNA zastosowano NAM, jako
zwigzek referencyjny. Takie posuniecie wynikato z faktu, ze NAM posiada plejotropowe,
opisane w literaturze wtasciwosci neuroprotekcyjne w wielu modelach ischemii u

szczuréw, w tym w modelu asfiksji okotoporodowej 7-dniowych szczuréw (Feng i wsp.,



2006). W niniejszych doswiadczeniach NAM podano w dawkach, stosowanych przez

innych autorow.
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Ryc. 11. Wptyw dootrzewnowego podania NAM (A) oraz MNA (B) na uszkodzenie mézgu wywotane przez
hipoksje/ischemie. Wykres przedstawia wartosci $rednie +SD (n=10) uszkodzenia pétkuli ipsilateralnej w
stosunku do kontrlateralnej, wyrazone w %; *p<0,05 znaczgco rézne w porownaniu do pétkuli uszkodzone;j
(kontrola).

Jak przedstawiono na Ryc. 11A ochronny wptyw NAM zalezat $cisle od dawki. Znamienng

statystycznie ochrone mozgu przez NAM uzyskano w dawkach 250 i 500 mg/kg.

Poréwnanie swiezej masy potkul, przeprowadzone dwa tygodnie po wywotaniu
hipoksji-ischemii u 7 dniowych szczuréw kontrolnych i leczonych MNA wykazato, ze
dootrzewnowe podanie MNA 30 minut po hipoksji/ischemii zmniejszyto znamiennie
uszkodzenie mdzgowia, mierzone ubytkiem masy pétkuli ipsilateralnej. MNA podawany w
dawce 31,25 62,5 mg/kg zmniejszat stopien uszkodzenia mdzgu w poréwnaniu z kontrolg

(hipoksja nieleczona) srednio o okoto 15%. Nie wykazano statystycznie znamiennych



réznic pomiedzy kontrolg a zwierzetami otrzymujacymi MNA w dawkach 15,625, 125 oraz
250 mg/kg (Ryc. 11B). Na podstawie przeprowadzonych badan, mozna stwierdzi¢, ze w
modelu asfiksji okotoporodowej u siedmiodniowych szczuréw, MNA podany obwodowo
posiada potencjat neuroprotekcyjny, ktéry lokuje sie waskim przedziale dawek rzedu 30-

60 mg/kg.

Dodatkowo przeprowadzono pomiar temperatury ciata oseskdw w rectum dla
sprawdzenia czy MNA moze wywotywaé hipotermie u matych zwierzat. Temperatura ciata
a przede wszystkim modzgu ma ogromny wptyw na skutki niedokrwienia maézgu.
Hipotermia ma dziatanie neuroprotekcyjne, a mechanizm dziatania wielu lekéw, np.: NAM
— prekursora MNA, mozna przynajmniej czes$ciowo ttumaczy¢ obnizeniem temperatury.
Stad, dla wykluczenia mozliwosci, ze neuroprotekcyjne dziatanie MNA wynika z wptywu
na temperature ciata oseskdw szczurzych, wynikta konieczno$é kontroli temperatury ciata
zwierzat w opisanych wyzej eksperymentach. Pomiary temperatury ciata w rectum
wykazaty, ze u szczuréw poddanych hipoksji-ischemii i otrzymujgcych MNA (62,5 mg/kg)
lub NAM (500 mg/kg) nie zaobserwowano hipotermii w poréwnaniu z temperaturg ciata

zwierzat kontrolnych (hipoksja — ischemia nie leczona).
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Ryc. 12. wptyw NAM i MNA na temperature ciata 7-dniowych oseskéw poddanych modelowej asfiksji
okotoporodowe] mierzong w rectum. Kazdy wynik stanowi s$rednig arytmetyczng + SD (n=10). Nie
stwierdzono réznic miedzy grupami.



4.5.2. Ocena wptywu NAM i MNA na aktywacje kaspazy 3 w modelowej asfiksji
okotoporodowej

Zgodnie z literaturg oraz badaniami wtasnymi NAM podany jednorazowo 30 minut
po ischemii dootrzewnowo w bardzo wysokich dawkach 250 i 500 mg/kg lub MNA w
znacznie nizszych dawkach 31,25 — 62,5 mg/kg indukowaty neuroprotekcje. Jednym z
istotnych mechanizmdéw ochronnego wptywu NAM w modelach ischemii u zwierzat jest
zapobieganie degeneracji neurondw poprzez zahamowanie aktywnosci kaspaz, w tym
kaspazy 3 — egzekutorowej (Chong i wsp., 2004).
Zbadano wptyw NAM i MNA na poziom aktywnej kaspazy 3 w korze moézgu oseskéw
szczurzych poddanych modelowej asfiksji okotoporodowej. Badania przeprowadzono po
24 godzinach od wystgpienia asfiksji. Badanie poziomu aktywnosci tylko w jednym
punkcie czasowym byto podyktowane danymi literaturowymi, z ktérych wynikato, ze w
zastosowanym modelu statystycznie istotne rdznice w poziomie kaspazy 3 obserwowano
24 godziny po wystgpieniu bodZca uszkadzajgcego (Feng i wsp., 2006). Jak przedstawiono
na Ryc. 13 hipoksja/ischemia powodowata gwattowny wzrost poziomu kaspazy 3 w
potkuli ipsilateralnej, w poréwnaniu do pétkuli kontrlateralnej po 24 godzinach. NAM w
dawce 500 mg/kg, zgodnie z oczekiwaniami zmniejszat poziom aktywnej kaspazy 3. MNA
w dawce 62,5 mg/kg , cho¢ stabiej takze hamowat aktywnos¢ kaspazy 3 24 godziny po

epizodzie hipoksyjno —ischemicznym.
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Ryc. 13. Ocena wptywu NAM i MNA na poziom aktywnej kaspazy 3 w pétkuli niedokrwionej (H/lipsi) iw
poréwnaniu w poréwnaniu do pétkuli kontrlateralnej, kontrolnej (H/I kon) w korze mdzgu oseskow
poddanych hipoksji/ ischemii, mierzona po 24 godzinach. Wykres przedstawia wielkosci srednie + SD (n=6);
**p<0,01 znaczace réznice w poréwnaniu do grupy H/lipsi nieleczonej. Do oceny statystycznej wynikow
zastosowano test Anova oraz test Dunnetta.



4.5.3. Wptyw MNA na wielkos¢ uszkodzen mézgu wywotanych domézgowym podaniem

NMDA u 7-dniowych szczuréw

Mozg 7-dniowego oseska szczurzego jest bardzo podatny na szkodzenia zwigzane z
nadmierng aktywacjg receptoréw NMDA wystepujgce podczas epizoddw ischemicznych
(Venucci i Hagberg, 2004). Postanowiono sprawdzi¢ wptyw MNA na ekscytotoksyczng
komponente $mierci neuronéw. Jak przedstawiono na Ryc. 14 MNA podany
dootrzewnowo 30 minut po wykonaniu iniekcji 15 nM NMDA w objetosci 1 pl
bezposrednio do prazkowia 7-dniowych szczuréw powodowat zalezng od dawki

statystycznie znamienng neuroprotekcje.
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Ryc. 14. Wptyw MNA na wielko$¢ uszkodzenia wywotanego podaniem NMDA do prazkowia 7 dniowych
oseskow szczurzych. MNA podawano dootrzewnowo 30 minut po iniekcji NMDA. Ocene wielkosci lezji
przeprowadzono 5 dnia po podaniu testowanych zwigzkéw. Wykres przedstawia wielkosci srednie + SD
(n=6); *p<0,05, **p<0,01 znaczace rdéznice w porownaniu do grupy NMDA. Do oceny statystycznej wynikow
zastosowano test Anova oraz test Dunnetta.

Dlatego tez wysunieto hipoteze, ze MNA wptywa hamujgco na proces ekscytotoksycznosci
wywotywanej przez receptory NMDA.
4.5.4. Badanie wptywu 1-metylnikotynamidu na ekscytotoksycznosc in vitro

W eksperymentach zamieszczonych w tej czesci rozprawy przeprowadzono ocene
wptywu MNA na ekscytotoksycznosé. Wszystkie doswiadczenia przeprowadzono

zestawiajgc efekt dziatania MNA, z jego zwigzkiem prekursorowym - NAM.



4.5.4.1. Wptyw NAM i MNA na przezywalnos¢ neuronow ziarnistych mozdzku
po podaniu glutaminianu i NMDA

Jak zaprezentowano na Ryc. 15, neurotoksycznos¢ wywotana przez 30 minutowa
inkubacje neuronéw ziarnistych z 0,5 mM glutaminianem lub NMDA w obecnosci 5 uM
glicyny wyrazata sie znaczacym spadkiem liczby zywych neuronéw ocenianym po 24
godzinach. Jednoczesne podanie 25 mM NAM Ilub MNA tacznie z NMDA zwiekszato
przezywalno$é neurondw o ponad 40 %. W przypadku ekscytotoksycznosci wywotanej
przez glutaminian, statystycznie istotng neuroprotekcje uzyskano jedynie w przypadku
NAM. Badane zwigzki w nizszych zakresach stezehn od 1 do 15 mM nie indukowaty
poprawy przezywalnosci neurondw, na Ryc. 15 przedstawiono wytgcznie efekty podania

najwyzszych dziatajgcych protekcyjne stezen.
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Ryc. 15. Wptyw 25 mM NAM i NAM na przezywalno$¢ neurondw ziarnistych mézdzku eksponowanych na

dziatanie 0,5 mM glutaminianu lub NMDA. Wykres przedstawia wielkosci srednie + SD (n=6); *p<0,05

znaczaco rézne w poréwnaniu do grupy inkubowanej z NMDA lub glutaminianem; # p<0,001 znaczace

réznice w porownaniu do grupy kontrolnej. Do oceny statystycznej wynikdéw zastosowano test Anova oraz
test Dunnetta.

4.5.4.2. Wptyw MINA i NAM na pobieranie zewnqtrzkomorkowego wapnia
przez neurony inkubowane w obecnosci glutaminianu i NMDA
Znana jest S$cista zaleznos¢ miedzy neurotoksycznoscia powodowang przez
glutaminian i NMDA, a naptywem zewnatrzkomérkowego wapnia. Dlatego tez
przeprowadzone doswiadczenia miaty na celu zbadanie, czy MNA oraz NAM wywiera

wptyw na wywotane przez glutaminian i NMDA pobieranie wapnia.



Wskaznikiem naptywu wapnia zewngtrzkomdrkowego w wyniku uogdlnionego
pobudzenia receptoréow dla glutaminianu byto pobieranie *Ca przez neurony. Po podaniu
naturalnego agonisty (Ryc. 16A, B) hamujacy, statystycznie znamienny wptyw na
pobierania *>Ca obserwowano we wszystkich testowanych stezeniach MNA tj.: 1, 5, 12,5 i
25 mM, przy czym dziatanie MNA byto niezalezne od dawki (Rys. 16B). NAM hamowat
naptyw zewnatrzkomoérkowego wapnia wytacznie w najnizszych badanych stezeniach: 1 i
5 mM (Ryc. 16 A). Stwierdzono, ze trwajgca 10 minut inkubacja komdrek ziarnistych
mozdzku z 0,5 mM NMDA indukowata pobieranie wapnia radioaktywnego przez neurony,
co moze wigzaé sie z bardzo selektywng aktywacja receptora NMDA. Wykazano, ze MNA
hamowat indukowane przez NMDA pobieranie radioaktywnego wapnia w sposéb zalezny
od dawki. Otrzymano statystycznie znamienne obnizenie nagromadzania *Ca przy
zastosowaniu stezen 5 i 12,5 mM MNA. Zaréwno NAM jak i MNA w stezeniu 25 mM
hamowaty naptyw *>Ca do komérek (Rys. 17A i B). Te dane wskazujg na hamowanie przez
MNA oraz NAM zwigzanego z aktywacja receptora NMDA naptywu wapnia do neuronéw
ziarnistych moézdzku. Dziatanie obu zwigzkéw rdznito sie miedzy sobg relacjg dawka —

efekt.
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Ryc. 16. Wptyw NAM (A) i MNA (B) na pobieranie *>Ca przez neurony ziarniste mézdzku w czasie inkubacji z
0,5 mM glutaminianem (Glu). Wykres przedstawia wartosci $rednie £ SD (n=6) z trzech niezaleznych
doswiadczen; *p<0,05, **p < 0,01 znaczaco rézne w pordéwnaniu do dziatania glutaminianu (Glu). Do oceny
statystycznej wynikdw zastosowano test Anova oraz test Dunnetta.
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Ryc. 17. Wptyw NAM (A) i MNA na pobieranie *Ca przez neurony ziarniste mézdzku w czasie inkubacji z 0,5

mM NMDA. Wykres przedstawia wartosci Srednie * SD (n=6) z trzech niezaleznych doswiadczen ; *p<0,05,

**p < 0,01 znaczaco rézne w poréwnaniu do grupy NMDA. Do oceny statystycznej wynikdw zastosowano

test Anova oraz test Dunnetta.



4.5.4.3. Wptyw MINA i NAM na stezenie wewngtrzkomorkowego wapnia w neuronach
po podaniu glutaminianu
Ostra neurotoksycznos¢ glutaminianu jest wigzana zaréwno z aktywacja receptoréow
NMDA i naptywem przez nie wapnia zewnatrzkomdrkowego, jak i dodatkowo z
mobilizacja ~ wapnia wewnatrzkomodrkowego, co wyraza sie wzrostem

wewnatrzkomdrkowego stezenia wapnia.

Dla zbadania, czy MNA i NAM wptywa na poziom wapnia wewngatrzkomérkowego w
pierwotnej hodowli neurondéw ziarnistych mézdzku zastosowano wrazliwg na wapn sonde
fluorescencyjna Calcium Orange™. Analize przeprowadzono za pomoca obrazowania w
mikroskopie konfokalnym. Jak pokazano na Ryc. 16 podanie glutaminianu powodowato
wzrost fluorescencji Calcium Orange™, co wskazuje na wzrost stezenia wapnia
wewnatrzkomérkowego $rednio o 50%. Dodanie do $rodowiska inkubacyjnego
wzrastajgcych stezen (1, 5, 12,5 mM) MNA lub NAM nie hamowato przyrostu fluorescencji
(dane nie pokazane). W przypadku obu zwigzkéw jedynie przy zastosowaniu 25 mM
stezenia obserwowano zaledwie tendencje do obnizenia poziomu

wewnatrzkomoérkowego wapnia.
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Ryc. 18. Wptyw NAM (A) i MNA (B) na wzrost stezenia wewngtrzkomorkowego wapnia w neuronach
ziarnistych mézdzku wywotany przez 0,5 mM glutaminian (Glu). Zmiany stezenia wapnia mierzone
przyrostem intensywnosci fluorescencji sondy wapniowej Calcium OrangeTM. Wykres przedstawia wartosci
Srednie £ SD (n=6) z trzech niezaleznych doswiadczen. Nie stwierdzono istotnych statystycznie roéznic
miedzy grupami. Przy wykresach umieszczono przyktadowe obrazy pokazujgce poziom wapnia
wewngatrzkomorkowego, wyrazony w umowne] skali koloréw (barwa niebieska odpowiada najnizszej
intensywnosci fluorescencji, pomaranczowa najwyzszej) w 120 sekundzie (maksymalny poziom po podaniu
Glu) i pod koniec pomiaru- w 600 sekundzie. Poniewaz wartosci fluorescencji dla 1, 5, 12,5 mM MNA
pokrywaty sie z linig 0,5 mM Glu, dla lepszej czytelnosci pominieto je na rycinie.



4.5.4.4. Ocena wptywu MINA na aktywnosc receptora NMDA

Wyniki doswiadczen zamieszczonych w podpunkcie 4.5.3., 4.5.4. wskazujg, ze
MNA istotnie statystycznie ograniczat wielko$¢ lezji wywotanej domdézgowym podaniem
NMDA in vivo, a takze hamowat w wyzszych zastosowanych stezeniach naptyw wapnia
zewnatrzkomodrkowego wywotany aktywacjg receptora NMDA. Poniewaz nie znaleziono
w literaturze informacji na temat wptywu MNA na aktywnos¢ receptora NMDA, podjeto
probe zbadania tego zagadnienia, jednocze$nie pordwnujgc dziatanie MNA z jego

zwigzkiem prekursorowym, NAM.
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Ryc. 19. Wplyw wzrastajgcych stezen NAM i MNA na wigzanie [’H]MK-801 do frakcji bton
synaptosomalnych w obecnosci 100 uM NMDA i 10 uM glicyny. Wykres przedstawia wartosci $rednie £ SD
(n=4) z trzech niezaleznych doswiadczen. Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic miedzy grupami.

Dla aktywacji receptorow NMDA zastosowano selektywnego agoniste tych receptordow,
podanego w warunkach optymalnych dla otwarcia kanatu, to jest w obecnosci 10 uM
glicyny i braku magnezu w medium. Wptyw NAM i MNA na aktywnosc¢ receptora NMDA
badano w szerokim zakresie stezen (Ryc. 19). Interakcje z receptorem okreslano na
podstawie hamowania wigzania znakowanego MK-801. NAM i MNA w przebadanych
stezeniach nie zmieniaty w sposdb istotny statystycznie wigzania [H]MK-801, co przeczy

mozliwosci hamowania przez oba zwigzki aktywnosci receptora NMDA.



4.5.5. Wplyw 1-metylnikotynamidu na wigzanie [*H]-diazepamu - interakcja
Z receptorem GABA,

Juz w latach 80-tych wykazano, ze NAM - zwigzek prekursorowy MNA, jest
pozytywnym, endogennym modulatorem miejsca benzodiazepinowego receptora GABA,.
Znaleziono szereg endogennych zwigzkdw wigzacych sie do miejsca benzodiazepinowego,
powodujgcych nasilenie pragdéw chlorkowych ptynacych przez receptor GABA, m.in.
NAM, hipoksantyne czy inozyne (Lapin i wsp., 1981; Fujimoto i wsp., 1981). Po otrzymaniu
wynikéw potwierdzajgcych brak bezposredniej interakcji MNA z receptorem NMDA
postawiono hipoteze roboczg, ze potencjalny mechanizm neuroprotekcyjnego dziatania
MNA moze by¢ zwigzany z aktywacjg receptora GABA,, co mogtoby obnizaé
prawdopodobienstwo aktywacji receptoréw NMDA w zywych komodrkach poprzez
stabilizacje potencjatu bfonowego neuronéw. Dlatego tez, dla wykluczenia, badz
potwierdzenia oddziatywania MNA z miejscem benzodiazepinowym wykonano
doswiadczenie polegajgce na badaniu wypierania przez NAM i MNA znakowanego trytem

diazepamu zwigzanego z frakcjg btonowa kory mézgu szczura.
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Ryc. 20. Wptyw MNA i NAM na wigzanie [3H]-diazepamu do frakcji bton kory moézgu szczura. Kazdy wynik
stanowi Srednig arytmetyczng z czterech niezaleznych eksperymentéw + SD (n=4).

W zastosowanym uktadzie eksperymentalnym, zgodnie z danymi literaturowymi, NAM
wykazywat hamowanie wigzania diazepamu w przedziale stezen 102 -10' ™ (Ryc. 20).

Natomiast MNA w tym samym zakresie stezenn nie hamowat wigzania znakowanego



diazepamu. Wyniki przeprowadzonego doswiadczenia wskazujgce na brak wptywu MNA
na miejsce benzodiazepinowe receptora GABA, przemawia przeciwko oddziatywaniu
wykluczyta oddziatywanie MNA z receptorem benzodiazepinowym jako potencjalnemu

mechanizmowi protekcyjnego dziatania tego zwigzku.

4.5.6. Ocena wptywu NAM i MNA na poziom produkcji wolnych rodnikéw tlenowych
oraz potencjat mitochondrialny w neuronach poddanych dziataniu bodzca
ekscytotoksycznego

W literaturze podawane sg sprzeczne dane, dotyczgce wptywu MNA na synteze
wolnych rodnikéw przez mitochondria. Fukushima i wsp. (1995, 2002) opisywali
generowanie rodnikéw tlenowych w izolowanej frakcji mitochondrialnej mézgu pod
wptywem MNA. Z drugiej strony Gebicki i wsp. (2003) wykazali staby, ale dajacy sie
odnotowac potencjat antyrodnikowy NAM i MNA, aczkolwiek oba zwigzki nie moga by¢

rozpatrywane w kategorii wydajnych zmiataczy wolnych rodnikow. Poniewaz MNA w

wykonanych doswiadczeniach in vivo oraz in vitro wykazywat witasciwosci

neuroprotekcyjne, zbadano wptyw MNA w szerokim zakresie stezen na poziom wolnych
rodnikdw oraz potencjat mitochondriéw w hodowli neuronéw ziarnistych mézdzku po
zadziataniu ekscytotoksyng. Do oceny wptywu MNA na stres oksydacyjny i dysfunkcje
mitochondriéw indukowang przez podanie glutaminianu zastosowano dwa podejscia

doswiadczalne: oszacowanie produkcji wolnych rodnikéw tlenowych za pomoca 2,7-

dichlorofluoresceiny (DCF) oraz zmiany potencjatu btony mitochondrialnej z uzyciem

sondy rodaminy 123 (Rh123).

Zgodnie z wynikami zamieszczonymi na Ryc. 21, podaniu glutaminianu do hodowli
neuronéw ziarnistych modzdzku towarzyszyt stres oksydacyjny objawiajacy sie
gwattownym wzrostem produkcji wolnych rodnikéw i wzrostem fluorescencji DCF,
ktdrego nie hamowato podanie NAM (Ryc. 21A). Zastosowanie MNA w stezeniach: 20 i 25
mM (Ryc. 21B) w 60 minucie pomiaru istotnie statystycznie hamowato produkcje
rodnikéw tlenowych i redukowato poziom sygnatu DCF, co moze S$wiadczyé o
antyrodnikowych wtasciwosciach tego zwigzku.

Zastosowanie Rh123 pozwolito uwidoczni¢ spadek potencjatu btony mitochondrialnej
w wyniku dziatania ekscytotoksycznego bodzZca - glutaminianu. Zgodnie z wykresem

zamieszczonym na Ryc. 22A, glutaminian wywotat znaczacy, narastajacy wzrost



fluorescencji Rh123, co sSwiadczy o spadku potencjatu mitochondrialnego. Jednak
podanie, zarébwno NAM jak i MNA w zakresie stezen od 10 do 25 mM w sposob istotny
statystycznie nie hamowato wzrostu fluorescencji w badanych punktach czasowych (Ryc.
22B i C). Podsumowujac, MNA hamowat generowanie wolnych rodnikéw wywotang
glutaminianem, niemniej jednak nie zapobiegat spadkowi potencjatu mitochondrialnego

w pierwotnej hodowli neuronéw.
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Ryc. 21. Zmiany w poziomie fluorescencji DCF w komarkach ziarnistych mézdzku szczura pod wptywem
glutaminianu (Glu): wptyw NAM (A) i MNA (B). Kazdy wynik stanowi $rednig arytmetyczng z trzech
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niezaleznych doswiadczen + SD (n=6). * p<0,05 - rdéznica istotna statystycznie w stosunku do komoérek
inkubowanych z glutaminianem. Do oceny statystycznej wynikdw zastosowano test Anova oraz post-test

Bonferroniego.



A 147
13
Glu
o
w12
w
114
30 60
czas (min)
B 1.4 C e
L 2
1.2 %058 Ly ~
SR
1.2
1.0 s
X 1.0 4
0.8 X
g : ° s &
T 2 KRR o] T 1
0.6 X
&% Q % 0.6
0.4 RHHRR 85K %
% X 3 0.4 %
& 2 X RURXX &
0.2 02
0.0 - i
Glu 10 mMNAM 15 mMNAM 20 mMNAM 25 mMNAM 00 Glu 10 mMNAM 15 mMNAM 20 mMNAM 25 mMNAM
+ Glu +Glu
60 min
D E
14 q 18 4
- T T 1.6 4
1.2 4
1.4 -
o - _ 4
1.0 1
124
0.8 4 1.0
2 -3
“ 0.8 -
0.6 4
0.6 4
0.4
""" 0.4 -
92 7 0.2 -

0.0 -

0.0 -
0.5mMGIlu 10 MM MNA 15mM MNA 20 mM MNA 25 mM MNA 0.5mMGIu 10 mM MNA 15 mM MNA 20 mM MNA 25 mM MNA
+Glu +Glu
30 min 60 min

Ryc. 22. Zmiany w poziomie fluorescencji Rh123 pod wptywem glutaminianu (A). Wptyw MNA na zmiany
potencjatu mitochondrialnego w hodowli neuronéw ziarnistych mézdzku wywotane 0,5 mM glutaminianem
(Glu) w 30 (B) i 60 (C) minucie po podaniu ekscytotoksyny. Zmiany zostaty przedstawione w postaci
stosunku fluorescencji wyjsciowej Fq do przyrostu fluorescencji F w czasie. Wykres przedstawia wartosci
$rednie £ SD (n=6). Nie stwierdzono istotnie statystycznych réznic miedzy grupami.



4.5.7. Wptyw 1-metylnikotynamidu na aktywnos¢ metaloproteinaz macierzy
zewngtrzkomorkowej w mozgach 7- dniowych szczuréow poddanych
hipoksji/ischemii

MNA  wykazuje zdolnos¢ wigzania sie do  sktadnikdbw  macierzy
zewnatrzkomdrkowej oraz moze wptywac na ich przebudowe w sercu szczuréw (zjawisko
doktadniej opisane we Wstepie do tej rozprawy). Dlatego tez postanowiono zbadaé
wptyw  MNA na zmiane profilu aktywnosci metaloproteinaz  macierzy
zewnatrzkomdrkowej (ang. matrix metalloproteinases, MMPs): dziewigtej (MMP9) oraz
drugiej (MMP2) u oseskdw szczurzych, ktdre przebyty asfiksje okotoporodows. Jak
opisano w pracy Dragun i wsp. (2008) doswiadczalna asfiksja okotoporodowa skutkowata
znaczacym wzrostem aktywnosci MMP9 w 48 godzinie oraz po 7 dniach, powracajgcym
do poziomu wyjsciowego w 14 dniu od uszkodzenia. W przypadku MMP2 obserwowano
staby, ale stabilny wzrost jej aktywnosci od 24 godziny do 14 dnia od wystgpienia

ischemii.

Poniewaz we wczesniejszych eksperymentach (podpunkt 4.5.1) wykazano, ze MNA w
dawce 62,5 mg/kg istotnie statystycznie hamuje rozwdj uszkodzen w badanym modelu, w
dalszych doswiadczeniach zastosowano wytgcznie takg dawke. Zamieszczone na Ryc. 23 B
wyniki zymografii zelowej wykazaty, ze w mdzgu oseskéw po hipoksji/ischemii dochodzi
do wzrostu aktywnosci MMP9 w pétkuli ipsilateralnej, a MNA hamowat znaczgco ten
wzrost aktywnosci po 48 godzinach. W przypadku MMP2 u zwierzat, ktérym podano MNA
(Ryc. 23 A) po 14 dniach obserwowano znamienny wzrost aktywnosci MMP2, w
poréwnaniu do grupy nieleczonej (sama hipoksja/ischemia). Podanie rozpuszczalnika (sél
fizjologiczna) lub MNA zwierzetom z pozorowang operacjg — grupa sham pozostawato bez
wptywu na aktywno$¢ MPPs (dane nie pokazane). Wyniki uzyskane metodg zymografii
zelowej wskazujg na indukowane epizodem niedokrwiennym zmiany aktywnosci
badanych MMPs (oraz zmiane ich aktywnosci przez MNA), nie zawieraly informacji o
poziomie aktywnosci endogennych metaloproteinaz in situ, prezentowanej w obecnosci
ich specyficznych inhibitorow tkankowych. Dlatego, zbadano takie wptyw MNA na
aktywnos¢ Zzelatynolityczng ex vivo w skrawkach mdzgu oseskéw po przebytej
hipoksji/ischemii. Najbardziej istotne rdznice miedzy grupami leczonymi MNA i

nieleczonymi zaobserwowano na zymogramach zelowych po 48 godzinach od zadziatania



bodzca uszkadzajgcego, dlatego tez analizowano skrawki tylko w tym punkcie czasowym.
Na Ryc. 24 przedstawiono aktywnos¢ MMPs w korze czotowej potkuli ipsi i kontrlateralnej
zwierzat leczonych MNA. Barwienie uwidocznito aktywacje MMPs gtdéwnie w neuronach
(komorki NeuN-pozytywne), chociaz obserwowano takze kolokalizacje z biatkiem GFAP —
markerem astrocytow. Nie zaobserwowano réznic w aktywnosci MMPs (objawiajacej sie

zmiang poziomu zielonej fluorescencji) miedzy zwierzetami leczonymi MNA a kontrolg.
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Ryc. 23. Ocena aktywnosci MMP2 (A) i MMP9 (B) w pétkuli ipsilateralnej w modelu asfiksji okotoporodowej
szczuréw poddanych leczeniu MNA (grupa MNA), w pordéwnaniu do nieleczonych (HI), na podstawie
densytometrycznego szacowania zymografii zelowej. Wykresy przedstawiajg wielkosci $Srednie + SD (n=5);
**p<0,01 znaczaco rdézne w porownaniu do grupy nieleczonej poddanej ischemii (HI). Do oceny
statystycznej wynikéw zastosowano test Anova oraz post-hoc Tuckey’a .
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Ryc. 24. Oceana wptywu MNA na aktywnos¢ zelatynolityczng metaloproteinaz (MMPs) w pétkulach ipsi (H/I ipsi) i kontrlateralnej (H/1 kon) w mézgach oseskéw poddanych
hipoksji/ischemii wykonana metoda zymografii in situ — badania ex vivo. Zastosowano powiekszenie x 20. Brak réznic miedzy grupami.



4.5.8. Wptyw MINA na ekspresje cyklooksygenazy 2 (COX-2) w korze mézgu

7-dniowych szczuréw poddanych hipoksji/ischemii

Prace, ktére ukazaty sie w latach 2007-2008 wskazujg na powigzania mechanizmu
cytoprotekcyjnego dziatania MNA na obwodzie z aktywnos$cig COX-2 (Wstep, podrozdziat
1.4.2.1). W celu zbadania wptywu MNA na poziom biatka i aktywnos$¢ COX-2 u oseskéw
szczurzych z wywotang asfiksjg podano testowany zwigzek w dawce 62,5 mg/kg tuz po
wystgpieniu ischemicznego bodzca. Nastepnie pobrano do badan materiat tj. kore moézgu w
6 oraz 24 godzinie od wystgpienia hipoksji/ischemii i oznaczono poziom oraz aktywnosé
enzymatyczng COX-2. Jak zamieszczono na Ryc. 23 hipoksja/ischemia indukowata wzrost
aktywnosci COX-2 w potkuli ipsilateralnej w poréwnaniu do kontrlateralnej w obu punktach
czasowych. W 6 godzin po wystgpieniu epizodu ischemicznego w ipsilateralnej korze
obserwowano wzrost aktywnosci COX-2, w poréwnaniu do pétkuli kontrlateralnej. Podobny
wzrost zanotowano 24 godziny pdzniej. Podanie MNA w dawce 62,5 mg/kg powodowato
istotny statystycznie wzrost aktywnosci enzymatycznej COX-2 w pordwnaniu do poétkuli

ipsilateralnej jak i w kontrlateralnej w 6 godzin od wystgpienia hipoksji/ischemii (Ryc. 24).
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Ryc. 24. Wptyw MNA na aktywnos$¢ COX-2 w korze ipsilateralnej (H/! ipsi) i kontrlateralnej (H/I kon) médzgu
oseskow szczurzych w 6 oraz 24 godzinie po wystgpieniu hipoksji/ischemii. Badanie przeprowadzano z
wykorzystaniem metody kolorymetrycznej. Wykresy stanowig Srednig arytmetyczng z dwdch niezaleznych
doswiadczen + SD (n=6), **p<0,01 znamienne rdznice w stosunku do grupy H/I ipsi, #<0,01 znamienne réznice
w stosunku do grupy H/I kon. Do oceny statystycznej wynikdw zastosowano test Anova oraz post-test
Bonferroniego.

Jednoczesnie wykazano, ze podanie MNA wptywato na wzrost immunoreaktywnosci COX-2
w obrebie kontrlateralnej kory w 6 oraz 24 godziny od wystgpienia asfiksji. Podsumowujac,



MNA powodowat zaréwno znaczgcy wzrost aktywnosci COX-2 jak i poziomu biatka tego
enzymu.
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Ryc. 25. Wptyw dootrzewnowego podania MNA w dawce 62,5 mg/kg na poziom ekspresji COX-2 w 6 godzin (A)
i 24 godziny (B) po wystgpieniu hipoksji/ischemii w poétkuli ipsilateralnej (H/I ipsi) i kontrlateralnej (H/I kon).
Poziom biatka COX-2 badano metodg Western blot. Wykres przedstawia wyniki analizy densytometrycznej
normalizowane wzgledem [-aktyny. Uzyskane wartosci sg $rednig arytmetyczng z trzech niezaleznych
doswiadczen + SD (n=4), **p<0,01 znamiennie rézne w stosunku do grupy H/I kon; #p<0,01; &p<0,05 znaczaco
rézne w stosunku do grupy H/I ipsi. Do oceny statystycznej wynikdéw zastosowano test Anova oraz post-test
Bonferroniego. Pod wykresami zamieszczono typowe obrazy Western blot.

4.5.9. Badanie wptywu MNA na poziom syntezy prostanoidow w korze
mozgu 7 -dniowych oseskow szczurzych poddanych hipoksji/ischemii



Przedmiotem odrebnym badan byto okreslenie wptywu MNA na poziom syntezy
prostanoidéw: prostacykliny I, (PGl,), prostaglandyny E, (PGE;) oraz tromboksanu A, (TXB;)
w modzgach 7-dniowych szczurédw z wywotang doswiadczalnie asfiksjg okotoporodows. Jak
przedstawiono na Ryc. 25, MNA podany dootrzewnowo w neuroprotekcyjnej dawce 65,2
mg/kg po indukcji niedokrwienia/niedotlenienia u szczuréw powodowat wzrost poziomu 6-
keto-PGF;, — stabilnej pochodnej PGI, w 30 i 60 minucie, liczac od zakonczenia ischemii (Ryc.
25A). Aby sprawdzi¢ jak zahamowanie aktywnosci cyklooksygenazy 1 (COX-1) oraz
cyklooksygenazy 2 (COX-2) wptynie na poziom 6-keto-PGF;, stymulowany przez MNA,
zastosowano nieselektywnego inhibitora COX- indometacyne oraz selektywnego inhibitora
COX-2-rofecoxib. Zgodnie z danymi zamieszczonymi na Ryc. 25B i C, zaréwno indometacyna
jak i rofecoxib hamowaty indukowany przez MNA wzrost poziomu 6-keto-PGFy,. Podanie
MNA nie wptyneta w istotny statystycznie sposdéb na poziom PGE, oraz TXB,- stabilnej

pochodnej TXA; (Ryc. 26 A i B).
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Ryc. 26. Ocena zawartosci 6-keto-PGF,, (A, B, C) w korze ipsilateralnej oseskow szczurzych poddanych
hipoksji/ischnemii (H/1) - wptyw MNA. Kazdy wynik stanowi $rednig arytmetyczng z dwdch niezaleznych
doswiadczen £ SD (n=6); * p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001 znaczaco rézne w pordéwnaniu do grupy H/l. Do
oceny statystycznej wynikdw zastosowano test Anova oraz post-hoc Bonferroniego.
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Ryc. 27. Ocena zawartosci PGE, (A) oraz TXB, (B) w korze ipsilateralnej oseskow szczurzych poddanych
hipoksji/ischemii (H/l) - wptyw MNA. Kazdy wynik stanowi $rednig arytmetyczng z dwdch niezaleznych
doswiadczen * SD (n=6). Nie stwierdzono rdéznic miedzy grupami.

4.5.10. Ocena wptywu inhibitora receptora prostacyklinowego IP-R0324479
na dziatanie neuroprotekcyjne MNA u 7-dniowych szczurow poddanych
hipoksji/ischemii
Doswiadczenia wykonane w podpunkcie 4.5.6. wykazaty, ze MNA podany

dootrzewnowo indukuje wzrost poziomu Pl, u 7-dniowych oseskéw szczurzych z wywotang
hipoksjg/ischemig w 30 i 60 minucie pomiaru. Dlatego tez postanowiono sprawdzi¢, czy
blokada receptora prostacyklinowego zniesie neuroprotekcyjny efekt MNA.

Wyniki eksperymentu przedstawione na Ryc. 28 wykazaty, ze podanie inhibitora receptora
IP- RO324479 w dawce 10 mg/kg nie ma do statystycznie znamiennego wptywu na ubytek
masy potkuli ipsilateralnej, zaréwno w kontroli jak i w grupie traktowanej MNA w dawce 62,5
mg/kg. W grupie leczonej MNA uzyskano wczesniej juz opisywang neuroprotekcje —
zmniejszenie ubytku masy o okoto 16% w stosunku do nieleczonej, ipsilateralnej pétkuli.
Reasumujgc, podanie RO324479 nie miato wptywu na neuroprotekcyjne dziatanie MNA, co
moze Swiadczy¢ o innych, niezwigzanych z aktywacjg receptora prostacyklinowego (IP)

potencjalnie protekcyjnych mechanizmach aktywowanych przez MNA.
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Ryc. 28. Wptyw inhibitora receptora prostacyklinowego IP- RO324479 na uszkodzenie mézgu wywotane przez
hipoksje—ischemie oraz na neuroprotekcyjny dziatanie MNA. Wykres przedstawia wartosci Srednie SD (n=10),
dane wyrazajg ubytek masy poétkuli ipsilateralnej w stosunku do kontrlateralnej, wyrazone w %; *p<0,05
**p<0,01 znaczace rézne w poréwnaniu do pétkuli kontrolnej (uszkodzonej); & p<0,05 w poréwnaniu do grupy
R0O324479. Do oceny statystycznej wynikdw zastosowano test Anova oraz post-hoc Bonferroniego.



V. Dyskusja
5.1. Wprowadzenie

Wyniki przedstawione w tej rozprawie nie potwierdzity doniesien o toksycznym
wptywie MNA na neurony dopaminergiczne w mdzgu in vivo, nie stwierdzono takze ostrego
dziatania neurotoksycznego na neurony glutaminianergiczne w hodowli pierwotnej. Z drugiej
strony badania wykazaty, ze MNA wywiera dziatanie neuroprotekcyjne na modzg
noworodkéw szczurzych poddanych hipoksji — ischemii lub ekscytotoksycznosci indukowanej
farmakologicznie. Préba wyjasnienia mechanizméw tego efektu nie potwierdzita
pierwotnych hipotez roboczych o dziataniu antyekscytotoksycznym MNA poprzez
bezposrednie hamowanie receptoréw NMDA lub wzrost aktywnosci receptoréw GABA,.
Badania dostarczyty jednak wstepnych danych, wskazujgcych na mozliwos$é nowych dréog
ochronnego dziatania tej substancji, poprzez modulacje szlakéw przemian pochodnych

kwasu arachidonowego w mdzgu.

W niniejszym rozdziale postaram sie przedstawi¢ rozwdj koncepcyjny badan,
przeciwstawi¢ wyjsciowe koncepcje uzyskanym wynikom i zademonstrowac¢ koricowa
interpretacje, jako wynik tej konfrontacji. Analiza uzyskanych wynikéw zwykle jest
poprzedzona przedyskutowaniem trafnosci wyboru zastosowanych metod. Jednak
przedstawiona rozprawa cechuje sie dos¢ znaczng réznorodnoscig zastosowanych metod,
dobieranych czesto ad hoc w trakcie rozwoju badan. Z tego wzgledu omdéwienie metod
zostato rozproszone, a dyskusja kazdej grupy wynikdw zostata poprzedzona

wprowadzeniem, wyjasniajgcym geneze tego etapu badan oraz dobdr metod.

5.2. Neurotoksycznos¢ 1-metylnikotynamidu w swietle danych literaturowych
oraz badan wtasnych
Pierwotnym zamierzeniem omawianych badan byto okreslenie dziatania MNA na
przebieg proceséw zwigzanych z nadmiernym pobudzeniem receptoréw dla glutaminianu,
jak niedokrwienie mozgu, ze szczegdélnym uwzglednieniem zamartwicy noworodkow.
Wynikato to z oczekiwan, ze MNA wykaze sie wiasciwosciami neuroprotekcyjnymi
podobnymi do substancji macierzystej, nikotynamidu (Chong i wsp., 2002; Maiese i Chong,

2003). Jednak niezbednym wstepnym etapem badan okazata sie ocena neurotoksycznosci



tego zwigzku w zastosowanych uktadach doswiadczalnych, a zwtaszcza w mdzgu in vivo. Do
tego sktonity mnie dostepne dane z literatury, wskazujgce na toksyczne dziatanie MNA na
neurony o fenotypie dopaminergicznym (Fukushima i wsp., 1995, 2002; Williams i
Ramsden,pq4, 2005). Proponowany mechanizm toksycznosci MNA, stanowigcy w istocie
kopie opisu neurotoksykologicznego dziatania MPP+, zostat juz przedstawiony w rozdziale
Wstep, podrozdziat 1.4.2.2., dlatego w tym paragrafie skupie sie gtdwnie na analizie
otrzymanych danych eksperymentalnych. Z oczywistych powoddéw w tych badaniach
zastosowatam MPP+ jako toksyne referencyjng. MPP+ stanowi aktywny metabolit MPTP (1-
metyl-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyny) szeroko stosowany w modelach zwierzecych do
indukcji eksperymentalnej choroby Parkinsona (Yazdani i wsp., 2006). Zgodnie z danymi
literaturowymi MPP+ po domdzgowym podaniu wywotuje degeneracje neuronow
dopaminergicznych w ipsilateralnej istocie czarnej (Sayre i wsp., 1986; Banerjee i wsp.,
2007). Rozmiar uszkodzenia okreslatam na podstawie ubytku liczby neuronéw
dopaminergicznych w rejonie istoty czarnej. Do ujawnienia neurondw reagujacych z
przeciwciatem przeciw hydroksylazie tyrozynowej (TH-pozytywnych) zastosowano
standardowg metode immunocytochemiczng. Ponadto preparaty wybarwiatam na obecnos¢
komodrek mikrogleju przy uzyciu specyficznej lektyny z Bandeirea simplicifolia wyznakowanej

fluorescencyijnie.

Wybrana droga podania MPP+ i MNA w postaci iniekcji domdzgowej, a nie
obwodowo - dootrzewnowo wynika z niskiej przepuszczalnosci bariery krew — mozg dla obu
badanych substancji (Erb i wsp., 1999). Ten powdd stracit czesciowo na wartosci w
odniesieniu do mdézgu w rozwoju, w Swietle wynikow wtasnych wskazujacych na przenikanie
MNA wstrzyknietego obwodowo do mézgu oseskéw szczurzych (Ryc. 1B). Ten watek bedzie
przedyskutowany w dalszej czesci rozdziatu.

Zapewnienie obu badanym substancjom, zarowno MPP+ jak i MNA, wstrzyknietym do
istoty czarnej zbitej swobodnego dostepu do neuronéw dopaminergicznych legitymizuje
wnioski wyciggniete z tych eksperymentéw, wskazujgce na praktyczny brak
neurotoksycznosci MNA. Moje badania nie wykazaty u dorostych szczuréw objawéw
toksycznosci MNA aplikowanego jednostronnie do istoty czarnej zbitej, w porédwnaniu do
grupy referencyjnej z uszkodzeniami, ktérg stanowity zwierzeta poddane iniekcji MPP+.

Zgodnie z oczekiwaniami, wstrzykniecie MPP+ wywotato ubytek liczby neurondw



dopaminergicznych w ipsilateralnej istocie czarnej rzedu 50%. Dodatkowg wazng informacjg
wydaje sie by¢ obserwacja, ze podaniu MNA nie obserwowano aktywacji komodrek
mikrogleju w miejscu podania. W przeciwiefstwie do tego wyniku, zgodnie z obserwacjami
innych badaczy (Miwa i wsp., 2004), MPP+, powodowat znamienng aktywacje mikrogleju w
miejscu uszkodzenia.

Brak toksycznych wtasciwosci MNA wobec neuronéw dopaminergicznych dodatkowo
potwierdzono w powszechnie stosowanym tescie behawioralnym okreslajgcym stopien
uszkodzenia ipsilateralnej istoty czarnej (Liou i wsp., 1996). Zgodnie z oczekiwaniami podanie
apomorfiny zwierzetom poddanym iniekcji MPP+ wywotywato rotacje w kierunku
kontrlateralnej istoty czarnej. U zwierzat, ktdrym wstrzyknieto MNA nie obserwowano
obrotow wymuszonych podaniem tego agonisty receptorow dopaminowych D2. Na
podstawie testu z apomorfing mozna takze posrednio wnioskowaé¢ o wptywie MPP+ i MNA
na poziom dopaminy. Ogdlnie przyjmuje sie, ze dopiero ubytek poziomu dopaminy
przekraczajgcy 90% daje pozytywne wyniki w tym tescie (Hudson i wsp., 1993). Trudno
oceni¢ dokfadnie, jak wykazany w tej pracy ubytek neuronéw TH-pozytywnych w madzgu
szczuréw po iniekcji MPP+ rzedu 50% wptywa na stopien ubytku zawartosci dopaminy. Jesli
jest prosta zaleznosé miedzy tymi wielkosciami, to uzyskane przeze mnie wyniki sugeruja, ze
test apomorfinowy moze by¢ czulszy niz sie to ogdlnie przyjmuje i daje wyniki pozytywne
nawet przy mniejszych ubytkach poziomu dopaminy.

W dotychczas omdwionych wynikach wykazano, ze MNA nie jest zwigzkiem
toksycznym dla dopaminergicznych neurondéw w obrebie istoty czarnej mdézgu u dorostych
szczuréw. Jednak gtdwnym obiektem badan w tej rozprawie nie byly dojrzate szczury, ale 7-
dniowe oseski. W konsekwencji, nastepnym etapem badan byto ocenienie toksycznosci MNA
w niedojrzatym modzgu szczura. Badanie przeprowadzono, jak opisano powyzej dla dojrzatych
szczurdw, stosujgc MPP+ jako toksyne referencyjng. Zgodnie z danymi z literatury (Kirschner
i wsp. 1996), podanie MPP+ bezposrednio do prgzkowia oseskéw szczurzych wywotat
uszkodzenie neurondw dopaminergicznych wyrazajgce sie obnizeniem poziomu
immunoreaktywnosci hydroksylazy tyrozynowej w rejonie ipsilateralnego prazkowia.
Natomiast wstrzykniecie MNA nie miato zadnego znaczacego wptywu na ten wskaznik.
Ponadto nie stwierdzitam oznak toksycznosci MNA do stezenia 50 mM w warunkach in vitro
w hodowli pierwotnej neurondw, ktére byty uzyte w dalszych czesciach rozprawy w

badaniach neuroprotekcyjnego dziatania MNA.



Specyficzng dla rozwijajgcego sie mdzgu odmiang dziatania neurotoksycznego jest
opisany w pracach lkonomideu i wsp. (2009) wptyw proapoptotyczny wielu substancji skad
ingd mogacych ochrania¢ moézg przed uszkodzeniem wywotanym przez ischemie, jak
antagonisci receptoréw NMDA lub agonisci receptorow GABA (lkonomideu, 2009). Nowe
wyniki badan z naszej pracowni (Makarewicz, dane nieopublikowane) potwierdzity takie
toksyczne dziatanie MK-801 na mézg 7-dniowych szczuréw, co wyrazato sie zmniejszeniem
masy modzgu w porownaniu do zwierzat nieleczonych. Z moich badan wynika (dane
niezamieszczone w rozprawie), ze MNA podany bezposrednio do prgzkowia 7-dniowych
oseskow nie powodowat ubytku masy tkanek moézgu ocenianego po uptywie 2 tygodni. Takze
jednorazowe obwodowe podanie MNA w dawkach indukujacych neuroprotekcje (30 — 60
mg/kg masy ciata) oraz wyzszych 125 i 250 mg/kg nie powodowato ubytku masy médzgu
(dane nie pokazane w rozprawie). Ponadto podanie domdzgowe znacznie wyzszych
(nieprotekcyjnych) dawek zgodnie z zamieszczonym wyzej opisem nie powodowaty ubytku w
masie potkul moézgowych. Potwierdza to brak uchwytnego ostrego dziatania
neurotoksycznego MNA takze w rozwijajagcym sie mozgu.

Reasumujgc, dotychczasowe obserwacje, nie wykazaty ostrego neurotoksycznego
dziatania MNA zaréwno na neurony dopaminergiczne w modzgu szczuréw dojrzatych i 7-
dniowych oseskéw, jak i na neurony glutaminianergiczne w hodowli pierwotnej in vitro.
Zaobserwowany w tej pracy brak efektéw neurotoksycznych MNA mozna interpretowac jako
efekt ograniczonej biodostepnosci tej substancji. Pojawito sie wiec pytanie o mozliwosc
przenikania tego zwigzku do mdzgu, a nastepnie do neuronéw w zastosowanych modelach
doswiadczalnych. Przeprowadzone przeze mnie doswiadczenia przy uzyciu metody HPLC
wykazaty, ze MNA wstrzykniety dootrzewnowo osiggat wykrywalne stezenia zaréwno w
surowicy, jak i w obrebie mdzgu. Co wazniejsze, te wartosci byly zalezne od zastosowane;j
dawki i czasu. Dynamika zmian stezen MNA w obu badanych przedziatach wskazywata na
przemieszczenie sie MNA z krwioobiegu do mdzgu. Jest to obserwacja istotna z punktu
widzenia biologicznych witasciwosci MNA. MNA nalezy do grupy kationdw organicznych o
duzej masie czgsteczkowej, co praktycznie uniemozliwia przenikanie tego zwigzku poprzez
dojrzata bariere krew-mozg (Erb i wsp., 1999). W literaturze znalaztam jedynie wzmianke o
mozliwosci przenikania MNA przez bariere krew — ptyn mézgowo — rdzeniowy w rejonie
splotu podpajeczynéwkowego (Strazielle i wsp., 2004). Z tego powodu autorzy rozwazajgcy

mozliwos¢ zastosowania terapeutycznego MNA, jako inhibitora wyptywu z mdzgu choliny,



eksperymentowali z wykorzystaniem proleku, pochodnej MNA swobodnie przechodzgcej
przez bariere krew — mdzg (Erb i wsp. 1999). Potwierdzenie obecnosci MNA w mdzgu 7-
dniowych szczuréw po podaniu dootrzewnowym sSwiadczy o tym, ze nie w petni dojrzata
bariera krew — mdzg nie stanowi przeszkody w przenikaniu MNA do mdzgu. Popierajg te
konkluzje poprzednie obserwacje z naszej pracowni, wskazujgce na neuroprotekcyjne
dziatanie w modelu hipoksji/ischemii 7-dniowych oseskéw szczurzych substancji nominalnie
nie przenikajacych przez dojrzatg bariere krew — modzg, to jest inhibitora receptorow
rianodynowych - dantrolenu i niespecyficznego agonisty mGIluR ABHxD-I (Makarewicz i wsp.,
2006, ). Te wyniki wskazujg, ze zwierzeta z niedojrzatg barierg krew-mdzg sa odpowiednim
modelem do badania nie tylko toksycznosci ale i neuroprotekcji wywotanej przez MNA
podawany obwodowo, co bedzie przedmiotem dalszych rozwazan.

Dalsze doswiadczenia zmierzajgce do wykazania zdolnosci MNA do wnikania do
wnetrza komoérek, przeprowadzone in vitro na hodowlach komdrkowych, wykazaty
pobieranie MNA zaréwno przez neurony ziarniste mézdzku w hodowli pierwotnej, jak i przez
komorki linii RBE-4, wyprowadzonej ze sSrédbtonka naczyn mdézgu szczura. Uwaza sie, ze linia
komodrek RBE-4 uzyta do badan nad przenikaniem MNA posiada wiele fizjologicznych
wtasciwosci natywnego srddbtonka naczyn mdzgowych, w tym brak przepuszczalnosci dla
czasteczek, ktédre w warunkach fizjologicznych in vivo nie przekraczajgq bariery-krew mézg
(BBB) (Roux i wsp., 2005). W zwigzku z tym za zaskakujgcy uwazam wynik, wskazujgcy na
stabe, ale mierzalne po godzinnej inkubacji pobieranie MNA przez te komorki. Zgodnie za
danymi literaturowymi, w ktorych opisano swobodne przenikanie NAM przez BBB w linii
RBE-4 obserwowatam znacznie wyziszy, w poréwnaniu z MNA poziom znakowanego
nikotynamidu w komorkach, co jest zgodne ze znang niezbednoscig tego zwigzku dla
prawidtowego metabolizmu mdzgu. Zalezne od czasu i dawki pobieranie MNA przez komorki
ziarniste mozdzku mozna przypuszczalnie wigza¢ z dziataniem obecnego w btonach
plazmatycznych neurondéw systemu transporteréw dla kationdw organicznych OCT1, 2 lub 3
(Mehrens i wsp., 2000; Lee i wsp., 2001; Shang i wsp., 2003). Nalezy zwréci¢ uwage na
wykazane w tej pracy znacznie szybsze nagromadzanie w badanych neuronach NAM w
poréwnaniu do MNA. Po 15 min inkubacji obserwowano juz plateau nagromadzania NAM.
Podobnie jak w przypadku komdrek RBE-4, ta przewaga pobierania NAM nad MNA jest
zrozumiata, uwzgledniajagc normalne zapotrzebowanie neuronéw na nikotynamid,

niezbednego kofaktora wielu proceséw metabolicznych.



Dla wykazania, czy NAM nagromadzany w neuronach moézgu moze by¢ in situ
przeksztatcany w MNA dzieki aktywnosci metyltransferazy nikotynamidwej (NNMT), zbadano
ekspresje mMRNA NNMT w rdézinych okolicach mdzgu szczuréw dojrzatych i oseskdéw
szczurzych. Zaréwno w mdzgu szczurdéw dojrzatych jak i oseskdw wykazano obecnos¢ mRNA
specyficznego dla metyltransferazy nikotynamidowej (NNMT). S3 to wyniki zgodne z
doniesieniami Williams i Ramsden, 4 (2005) o obecnosci mRNA dla NNMT w neuronach
oraz Fukuschima i wsp. (2002), ktérzy wykazali aktywnos¢ tego enzymu w mozgu szczura.
Poniewaz do badan nie zastosowano metody real time PCR nie mozna byto przeprowadzié
doktadnej analizy ilosciowej pomiedzy miodymi a dorostymi zwierzetami. Innym
ograniczeniem w ocenie aktywnosci NNMT w mdzgu byto oparcie sie wytgcznie na danych z
literatury (Fukushima i wsp., 2002). Jednakze uzyskane wyniki wtasne i dane z literatury
kolektywnie potwierdzajg mozliwos¢ syntezy MNA de novo w modzgu, co z kolei moze
stanowi¢ wsparcie dla hipotezy obcigzajagcej endogenny MNA powstajagcy w moézgu w
przypadku duzej podazy NAM przewlektym dziataniem toksycznym wobec neurondéw

dopaminergicznych (Williams i Ramsden, p, ¢4, 2005 ).

Reasumujgc, uzyskane w tej czesci rozprawy wyniki wykazaty zdolnos¢ MNA
podawanego obwodowo do wnikania do mdzgu 7-dniowych oseskéw szczurzych, a takze do
przechodzenia do wnetrza neurondéw. Uzyskano takze wyniki wskazujgce na mozliwos¢
syntezy MNA de novo w mdzgu szczura. Nie wykazano natomiast objawdow ostrej
neurotoksycznosci MNA zaréwno wobec neurondw dopaminergicznych w mézgu in vivo, jak
i in vitro wobec glutaminianergicznych neurondw ziarnistych moézdzku w hodowli pierwotne;.
Te wyniki nie wykluczajg jednak mozliwosci, ze w warunkach przewlektej wysokiej podazy
NAM moze dochodzi¢ do nadprodukcji MNA w neuronach dopaminergicznych i do
rozwiniecia sie przewlektej toksycznosci, w sprzyjajgcych warunkach mogacej sie przyczyniaé

do rozwoju choroby Parkinsona.

5.3. Potencjat neuroprotekcyjny 1-metylnikotynamidu in vivo w modelu
hipoksji/ischemii 7-dniowych szczuréw

W pierwszym etapie testowania potencjatu neuroprotekcyjnego MNA podjetam sie
badan in vivo, korzystajgc z modelu hipoksji/ischemii 7-dniowych oseskéw szczurzych.
Zastosowanie tej wifasnie formy niedokrwienia mdzgu w rozwoju wynikato z szeregu

powoddéw. Modelowa asfiksja okotoporodowa u szczurédw byta poprzednio uzyta przez



innych autorow przy badaniu dziatania neuroprotekcyjnego substancji referencyjnej, NAM
(Feng i wsp., 2006). Ten model badawczy nie byt jednak uzyty w badaniach dotyczacych
MNA. Ponadto waznym argumentem zdecydowanie przemawiajgcym na rzecz podjecia
badan na niedojrzatym mozgu byta przedyskutowana powyzej obserwacja wtasna, ze MNA
przenika przez nie w petni dojrzatg bariere krew — mézg do tkanek mozgu, podczas gdy mozg
zwierzat dojrzatych jest odciety od dziatania MNA podawanego obwodowo (Vargas i wsp.,

1996).

Nalezy takze uwzglednic to, ze zastosowany model hipoksji/ischemii moézgu szczuréow
w 7 dniu zycia odpowiada patologii okotoporodowej obserwowanej w klinice. Zgodnie z
danymi literaturowymi mozg 7-dniowego oseska rozwojowo odpowiada mézgowi ludzkiego
noworodka (Palmer i wsp., 1990). Ekspozycja noworodkdw szczurzych na warunki
hipoksyjno-ischemiczne (zamkniecie tetnicy i 65 minutowa hipoksja) powoduje w mdézgowiu
badanych zwierzat uszkodzenie w rejonie unaczynionym przez koricowe odgatezienia tetnicy
szyjnej wspolnej, w tym tetnicy srodkowej mézgu. Uszkodzenie obejmuje kore, hipokamp,
wzgorze i prazkowie (Koike i wsp., 2008). W naszych eksperymentach ubytek masy pétkuli po
stronie poddanej ischemii, wyrazony w stosunku do kontrolnej pétkuli kontrlateralne;j,
badany dwa tygodnie po doswiadczalnej asfiksji, wynosit srednio 51% u zwierzat
nieleczonych. Wykazano wiec, ze poddanie siedmiodniowych szczuréw eksperymentalnej
hipoksji-ischemii powoduje rozlegte uszkodzenie, ktérego rozmiar i lokalizacja odpowiada
skutkom ciezkiej asfiksji okotoporodowej obserwowanej w neonatologii.

Badajgc zagadnienie neuroprotekcji indukowanej przez MNA nie sposéb pomingc
kwestii zwigzanej z opisywanym w literaturze neuroprotekcyjnym potencjatem jego zwigzku
prekursorowego — nikotynamidu (NAM). Wiadomo z literatury, ze NAM zmniejsza obszar
uszkodzenia i poprawia parametry hemodynamiczne w obrebie mézgu we wszystkich
zastosowanych modelach eksperymentalnej ischemii u szczuréw, przy czym skutecznosé
NAM obserwowano po jego podaniu nawet do 6 godzin po wywotaniu niedokrwienia mdézgu
(Ayoub i wsp., 2002; Yang i wsp., 2004). Mechanizm tego dziatania neuroprotekcyjnego NAM
wydaje sie by¢ bardzo ztozony i zréinicowany. Wykazano, ze NAM m. in. zapobiegat
deenergizacji mitochondriow oraz chronit przed szkodliwym dziataniem wolnych rodnikow,
hamowat aktywnos¢ PARP oraz zalezng od kaspaz indukcje apoptozy (zagadnienie doktadniej

opisane we Wstepie). Ochronne dziatanie NAM w modelu asfiksji okotoporodowe] zostato



opisane przez Fenga i wsp. (2006). W tej pracy opisano ochronne dziatanie NAM, w znanej
juz wczesnie z literatury, neuroprotekcyjnej dawce 500 mg/kg. W omawianej pracy oseski
poddano leczeniu NAM dwukrotnie: bezposrednio po ischemii oraz 6 godzin pdzniej, co w
rezultacie zmniejszato ubytek masy pétkuli ipsilateralnej oceniany w 22 dniu po wywotaniu
hipoksji/ischemii. Dane uzyskane w niniejszej rozprawie potwierdzity neuroprotekcyjne
dziatanie NAM, zaréwno w dawce 500 mg/kg, jak i 250 mg/kg. Niewielkie rdznice
metodyczne miedzy naszymi badaniami a pracg Fenga i wspotpracownikow polegaty na
stosowaniu przez nas wytacznie jednorazowego podania NAM (podobnie jak MNA), oraz
ocenie wielkosci lezji 14 dni po hipoksji / ischemii, co jest standardowym postepowaniem w
tym modelu doswiadczalnym. Bez wzgledu na drobne réznice, zgodnos$¢ naszych wynikéw z
danymi opisanymi w literaturze potwierdza warto$é stosowanego modelu dos$wiadczalnego.

Badanie neuroprotekcyjnego dziatania MNA wykazato, ze ta substancja w
porownaniu do prekursora - NAM, powodowata zmniejszenie ubytku masy pétkuli
ipsilateralnej w znacznie nizszych dawkach, a mianowicie 31,25 i 62,5 mg/kg, jednoczesnie
nie wykazujgc ochronnego dziatania w wyzszych dawkach. Obserwowano wrecz tendencje
do pogtebienia rozlegtosci uszkodzenia w przypadku dawki 250 mg/kg. By¢ moze waski,
wrecz subtelny zakres dziatajgcych stezen MNA zwigzany jest z aktywacjg zupetnie innych
szlakdw wiodgcych ku przezyciu komdrek w rejonie niedokrwienia, niz te zaangazowane w
neuroprotekcje powodowang przez NAM. Nasze wyniki wykazaty, ze MNA (w dawce
neuroprotekcyjnej), podobnie jak jego prekursor NMA (Feng i wsp., 2006) zmniejszaty
poziom aktywnej kaspazy 3. Te wyniki mogtyby swiadczy¢, ze za hamowanie przez NAM
zaleznego od kaspaz szlaku apoptozy moze czesciowo odpowiada¢ MNA. Jednakze to
zagadnienie wymaga dalszych badan. Nalezy w nich uwzgledni¢ ztozono$¢ procesow
zachodzgcych w dojrzewajgcym modzgu, gdzie naturalnie dochodzi do usuwania
"niepotrzebnych” lub nieprawidtowo funkcjonujgcych neurondéw na drodze apoptoz w

okresie rozwojowym.

W modelowe] asfiksji okotoporodowej, podobnie jak w innych postaciach
niedokrwienia mdzgu, obnizenie temperatury mézgu hamuje rozwéj uszkodzen neurondw
wywotanych niedokrwieniem (Bona i wsp. 1997, Caputa i wsp. 2001, Taylor i wsp. 2002,
Shankaran i Laptook 2003). Bona i wsp. (1998), stosujgc model asfiksji okotoporodowej u 7-

dniowych szczurdéw, analogiczny do uzytego w tej rozprawie zaobserwowali, ze umiarkowana



hipotermia w ciggu pierwszych 6 godzin po hipoksji - ischemii dziata ochronnie na mozg,
zmniejszajac stopied uszkodzenia neurondw. Oprécz klasycznych badan morfologicznych
znalazto to takze potwierdzenie w testach behawioralnych. Dietrich i wsp. (1993) stwierdzili,
ze u zwierzat dorostych hipotermia wydtuza czas otwarcia tzw. okna terapeutycznego dla
zastosowania réznych strategii leczenia skutkéw ischemii. Dtugotrwatos¢ utrzymywania sie
neuroprotekcji w niektérych modelach niedokrwienia jest jednak sporng sprawa. Jak
twierdzg Dietrich i wsp. (1993), u dorostych szczurdw neuroprotekcyjne dziatanie hipotermii
byto znaczace 3 dni po ischemii, zauwazalne 7 dni po ischemii, a ostatecznie zanikato, gdy
badanie przeprowadzono 2 miesigce po niedokrwieniu. Sg badacze wigzacy
neuroprotekcyjne dziatanie NAM w zwierzecych modelach ischemii ze zjawiskiem indukcji
hipotermii spowodowanej zahamowaniem aktywnosci nNOS (Faqgi i wsp. 2004). Badanie
neuroprotekcyjnego dziatania MNA (i NAM) wymagato wiec przeprowadzenia pomiardw,
umozliwiajgcych wykluczenie lub potwierdzenie roli obnizenia temperatury ciata w wyniku
podania tych substancji. Wyniki naszych eksperymentéw nie wykazaty obnizenia
temperatury po podaniu zaréwno NAM jak i MNA przez 8 godzin, liczac od poczatku
hipoksji/ischemii. Uwzgledniajgc przypuszczalny udziat hamowania nNOS w mechanizmie
hipotermii (Fengi i wsp. 2004), zaobserwowany przez nas brak indukcji hipotermii
poischemicznej po podaniu MNA pozostaje w zgodzie z danymi Swiadczagcymi o braku
wptywu tego zwigzku na aktywnos¢ NOS (Chlopicki i wsp., 2007). Wynik negatywny
otrzymany w przypadku zastosowania NAM jest zgodny z danymi opublikowanymi przez
Feng i wsp. (2006), i moze po czesci by¢ zwigzany z nie do konca rozwinietym procesem
termoregulacji u oseskéw szczurzych.

5.4. Wptyw 1-metylnikotynamidu na zjawisko ekscytotoksycznosci zwiqzane

z aktywacjg receptorow NMDA in vivo i in vitro
Procesem nieodtgcznie towarzyszgcym hipoksji/ischemii jest zahamowanie produkc;ji

zwigzkdw wysokoenergetycznych w tym ATP, ktére prowadzi do depolaryzacji btony
komodrkowej neurondéw i astrogleju, a w rezultacie do uwolnienia glutaminianu do
przestrzeni zewngatrzkomorkowe]. Z powodu zatamania bilansu energetycznego nie dochodzi
do jego wychwytu zwrotnego. Te procesy prowadzg do nadmiernego pobudzenia
receptorow glutaminianergicznych, zwtaszcza receptoréw NMDA (Dirnagl i wsp., 1999). To
zjawisko okreslane jako ekscytotoksycznos¢ odgrywa kluczowg role w mechanizmie

uszkodzenia neuronéw modzgu wywotanego przez niedokrwienie. Swiadczy o tym



neuroprotekcyjne dziatanie antagonistéw receptorow NMDA w wielu modelach
niedokrwienia mozgu. Dlatego pierwsza nasuwajaca sie hipoteza robocza ttumaczaca
mechanizm zaobserwowanego przez nas dziatania neuroprotekcyjnego MNA w
hipoksji/ischemii mdzgu wskazywata na mozliwos¢ hamowania przez ten zwigzek
ekscytotoksycznosci, w ktdrej posredniczg receptory NMDA. Dla jej weryfikacji w tej pracy
zostaty zastosowane modele toksyczno$ci wymierzonej w neurony in vivo i in vitro,

indukowanej przez selektywnego agoniste tych receptoréw.

Wiadomo, ze podanie domdézgowe NMDA skutkuje rozlegtymi uszkodzeniami w
obrebie kory, hipokampa oraz innych struktur (Wang i wsp., 2005). W tej rozprawie
zaobserwowano silne neurotoksyczne dziatanie NMDA w modzgu 7-dniowych szczurdw.
Wiadomo, ze nadmierne pobudzenie receptorow NMDA moze by¢ szczegdlnie szkodliwe w
rozwijajgcym sie mdzgu, co wynika ze specyfiki sktadu podjednostkowego receptoréw NMDA
w tym okresie rozwojowym. U oseskdw w ciggu pierwszych 2 tygodni zycia dominujg
receptory typu NR1/NR2B, podczas gdy u zwierzat dorostych wystepujg gtownie
podjednostki NR1/NR2A (Gurd i wsp., 2002; Dingledine i wsp., 1998). Odmienny sktad
podjednostkowy warunkuje u niedojrzatych zwierzat podwyzszong wrazliwos¢ na
glutaminian oraz wzmozony naptyw ca® zwigzany z ekscytotoksyczng aktywacjg receptorow
NMDA. Sugerowano takze, ze silniejsza odpowiedZz na NMDA obserwowana w modzgach
siedmiodniowych szczuréw moze by¢ efektem wystepowania rdéznic w regulacji receptora
NMDA, w szczegdlnosci wigzano ten efekt ze stabszym dziataniem zaleznego od potencjatu
bloku magnezowego kanatu NMDA (Tsumoto i wsp. 1987, Ben-Ari i wsp. 1988). Te
okolicznosci wskazujg, ze potencjalni antagonisci receptoréw NMDA moga wykazywad
dziatanie neuroprotekcyjne zaréwno w niedokrwieniu mdzgu, jak i w modelach
ekscytotoksycznosci wywotanej przez agonistéw tych receptoréw. Jak przedstawiono w
rozdziale Wyniki, w obecnej pracy podanie MNA w sposéb zalezny od dawki zmniejszato
obszar uszkodzenia wywofanego domdzgowym podaniem NMDA. Badanie oceniajace
uszkodzenie mdzgu i neuroprotekcje prowadzono 5 dni po podaniu ekscytotoksyny, w
okresie petnego rozwiniecia sie uszkodzenia w mézgu. Te wyniki popieraty wiec testowang
hipoteze o mozliwosci hamowania przez MNA aktywnosci receptorow NMDA.,

Powszechnie stosowanym modelem badawczym, szczegdlnie przydatnym do oceny

neurotoksycznosci z udziatem receptorow NMDA, s3 hodowle pierwotne komodrek



ziarnistych maézdzku (Gallo i wsp., 1987). Sg to neurony glutaminianergiczne, osiggajace po 7
— 10 dniach hodowli ekspresje aktywnych receptoréw NMDA (Marini i wsp., 1999). Stabg
strona tych neurondéw, utrudniajgcy ich uzycie w badaniach przewlektej toksycznosci jest
podatnos¢ na spontaniczne wchodzenie w apoptoze po kilkunastu dniach hodowli, mimo
stosowania bodzca troficznego w postaci hodowli w pozywce wzbogaconej w jony potasu
(Schousboe i wsp., 1985). Ten model doswiadczalny in vitro dobrze sie jednak sprawdza w
badaniach nad neuroprotekcjg w ostrych i podostrych modelach ekscytotoksycznosci, o czym
Swiadczg miedzy innymi wyniki poprzednich badan z naszej pracowni (Zieminska i wsp.,
2003; 2006). Dlatego zostat on uzyty w dalszych badaniach nad neuroprotekcyjnym
dziataniem MNA, testujgcych hipoteze o mozliwosci hamowania przez ten zwigzek
aktywnosci receptorow NMDA. O takim dziataniu mégtby swiadczy¢ ochronny wptyw na
neurony eksponowane na dziatanie glutaminianu i NMDA, oraz hamowanie pobierania
wapnia przez neurony poddane takiemu testowi. W warunkach fizjologicznych jony wapnia
petnig w receptorach NMDA funkcje przekaznika aktywujgcego zalezne od wapnia szlaki
transdukcji sygnatu, natomiast patologicznie wysoki naptyw wapnia i wzrost jego stezenia
wewnatrz  komérki  powoduje uszkodzenie i Smieré neurondéw. Choé¢ wzrost
wewnatrzkomdérkowego stezenia jondw wapnia jest waznym wskaznikiem potencjalnych
patologicznych proceséw, to jednak uwaza sie, ze catkowita ilos¢ nagromadzonych jonéw
wapnia oraz droga wejscia (szczegdlnie za posrednictwem receptorow NMDA) decyduje o
tym, czy komérka ulegnie degeneracji (Eimerl i wsp. 1994; Sattler i Tymianski, 2000).

W eksperymentach przedstawionych w tej rozprawie MNA w odrdéznieniu od swej
substancji macierzystej — NAM, nie dziatat ochronnie na neurony w modelu ostrej
neurotoksycznosci, indukowanej przez glutaminian. Zastosowano 30 minutowg ekspozycje
na te neurotoksyne, a ocena przezywalnosci neuronéw byta dokonana po 24 godzinach
(zieminska i wsp., 2003; 2006). Warto doda¢, ze efekt neuroprotekcyjny NAM obserwowano
jednak wytgcznie przy najwyzszym, 25 mM zastosowanym stezeniu. Aby powigzaé
neuroprotekcje z hipotetycznym dziataniem MNA (i NAM) na receptory NMDA, zbadano
takze wptyw MNA na neurotoksycznos¢ wywotang przez NMDA. W tym doswiadczeniu w
obu wypadkach zaobserwowano znaczng neuroprotekcje, wytgcznie przy stosowaniu
najwyzszych, 25 mM stezen obu tych substancji. Te wyniki mogtyby sugerowaé, ze w
mechanizmie neuroprotekcyjnego dziatania MNA podstawowg role odgrywa modulacja

aktywnosci receptoréow NMDA. Za wtasnie takim wnioskowaniem swiadczg tez omdwione



powyzej wyniki doswiadczen in vivo, w ktdrych wykazano jednoznacznie, ze MNA zmniejszat
o okoto 50% wielkos¢ lezji powstatej na skutek podania NMDA bezposrednio do prazkowia 7-

dniowych szczuréw.

Postawiono hipoteze roboczg, w mysl ktérej mechanizm neuroprotekcyjnego
dziatania MNA moégtby mieé zwigzek z bezposrednim hamowaniem aktywnosci receptorow
NMDA. Aby oceni¢ wptyw MNA, w porédwnaniu do zwigzku referencyjnego — NAM, na
aktywnos¢ receptoréw NMDA w Zzywych komodrkach, postuzono sie metodg pomiaru
pobierania wapnia radioaktywnego przez komdérki inkubowane w obecnosci glutaminianu
lub NMDA. Naptyw znakowanego wapnia do neuronéw podczas krétkiej inkubacji z
ekscytotoksyng jest dobrym miernikiem ich obcigzenia wapniem. Otrzymane wyniki
wykazaty, ze MNA w sposéb zalezny od dawki hamuje pobieranie wapnia radioaktywnego
przez komorki inkubowane z 0,5 mM NMDA. W przypadku stymulacji 0,5 mM glutaminianem
otrzymano rdéwniez znamienne statystycznie obnizenie naptywu Ca z medium
inkubacyjnego do neuronéw, ale niezalezng od dawki. Mogloby to sSwiadczy¢ o
zaangazowaniu MNA w hamowanie innych mechanizméw zwigzanych z ekscytotoksycznym
naptywem wapnia, nie tylko przez receptory NMDA.

Dodatkowo wykonano doswiadczenia majace na celu okreslenie poziomu wapnia
wewnatrzkomorkowego z uzyciem sondy fluorescencyjnej Calcium Orange™. Wybor tej
wtasnie sondy wrazliwej na wapn wymusity chemiczne witasciwosci MNA. Ten zwigzek
zmieniat fluorescencje powszechnie stosowanych sond wrazliwych na wapn, Fura-2 i Fluo-3,
poprzez przesuniecie maksimum emisji dla widma. Ta obserwacja nakazuje ostroznos¢ takze
przy interpretacji danych otrzymanych przy uzyciu sondy Calcium Orange™, mimo, ze jak
stwierdzitam MNA nie interferowat z widmem tej sondy. Zgodnie z oczekiwaniem po
stymulacji glutaminianem zaobserwowano wzrost wewnatrzkomoérkowego stezenia wapnia
w neuronach, jednak wykazano jedynie tendencje do obnizenia poziomu wapnia wewnatrz
neurondw przy najwyzszych badanych stezeniach MNA, tj. 20 i 25 mM. Trudno wyttumaczyé
rozbieznos¢ miedzy dziataniem MNA na rézne wskazniki homeostazy wapnia w neuronach.

Kontynuujgc testowanie hipotezy o mozliwosci bezposredniego dziatania MNA na
receptor NMDA, zbadano wptyw tego zwigzku na wigzanie znakowanego,
bezkompetycyjnego inhibitora kanatu NMDA - MK-801 do bton kory mézgu szczura. llo$é
[*H]MK-801 zwiazanego w kanale receptora NMDA wskazuje na stopief aktywacji tego

receptora. Wykazano, ze NAM i MNA w przebadanych stezeniach nie powodowaty obnizenia



wigzania MK-801, co $wiadczy przeciw bezposredniemu oddziatywaniu obu tych zwigzkow,
w szczegolnosci MNA na aktywnosc¢ receptora NMDA.

W sytuacji, w ktérej MNA hamowat naptyw jondéw wapnia przez receptory NMDA w
nietknietych neuronach, ale nie miat wptywu na aktywnos¢ tego receptora w izolowanych
btonach, wzietam pod uwage mozliwos¢ posredniego dziatania hamujgcego tego zwigzku,
oraz substancji referencyjnej — NAM, na kanat receptora NMDA. Bytoby to mozliwe w
przypadku stabilizacji potencjatu btonowego, utrwalajgcego zalezny od potencjatu blok
magnezowy kanatu NMDA. Najbardziej prawdopodobnym mechanizmem wchodzgcym w gre
mogtoby by¢ pobudzenie aktywnosci hamujgcego receptora GABA,. W dojrzatych neuronach
transmisja GABA-ergiczna hamuje aktywnos¢ receptoréw jonotropowych dla glutaminianu
poprzez hiperpolaryzacje btony komérkowej (Ben-Ari i wsp., 1997). Zgodnie z danymi
literaturowymi NAM  jest  naturalnym pozytywnym modulatorem miejsca
benzodiazepinowego na receptorze GABA,. Brak jednak informacji o wptywie MNA na
aktywnos¢ tego receptora. Zjawisko zmiany aktywnosci receptora poprzez bezposrednie,
allosteryczne  oddziatywanie zwigzkéw farmakologicznie czynnych z  miejscem
benzodiazepinowym na tym receptorze opisywano juz w latach 80-tych. Badania nad tym
zjawiskiem zwrdcity uwage na znaczenie zaburzen transmisji GABA-ergicznej, a takze
doprowadzity do poszukiwania endogennych modulatordw miejsca benzadiazepinowego.
Opisano kilka endogennych zwigzkéw wigzgcych sie do tego miejsca, powodujgcych nasilenie
prgdow chlorkowych ptynacych przez kanat receptora GABA, m.in. NAM, hipoksantyne czy
inozyne (Lapin i wsp., 1981; Fujimoto i wsp., 1982). Jednak wyniki moich doswiadczen, w
ktérych badatam wypieranie radioaktywnej benzodiazepiny z miejsc wigzania w btonach kory
mazgu szczura, ktdre potwierdzity znany wptyw NAM, wie wykazaty oddziatywania MNA z
receptorem benzodiazepinowym. W przedstawionych badaniach nie udato sie wiec uchwycié
mechanizmoéw zarowno bezposredniego dziatania MNA na receptory NMDA, jak i wykazaé
dziatania posredniego, poprzez wzrost aktywnosci receptora GABA,.

Z zagadnieniem neuroprotekcyjnego dziatania MNA poprzez hamowanie
ekscytotoksycznosci scisle wigze sie wptyw tego zwigzku na stres oksydacyjny. Nadmierne
pobudzenie receptoréw NMDA generuje aktywacje nNOS (neuronalna syntaza tlenku azotu)
i wzmozong synteze NO. Drugim waznym elementem rodnikowym jest zwigzana z
ekscytotoksycznoscig dysfunkcja mitochondridow i towarzyszacy jej wzrost poziomu rodnikow

tlenowych (ROS), co w konsekwencji wywotuje w komédrce uogdlniony stres oksydacyjny



(Dugan i Choi, 1994). Hamowanie przez MNA produkcji wolnych rodnikow mogtoby
ttumaczy¢ mechanizm neuroprotekcji w ekscytotoksycznosci. Gebicki i wsp. (2003) wykazali
staby, ale dajgcy sie odnotowac potencjat antyrodnikowy NAM i MNA, aczkolwiek oba
zwigzki nie mogg by¢ rozpatrywane w kategorii wydajnych zmiataczy wolnych rodnikéw
tlenowych, takich jak rodnik nadtlenkowy (O;) oraz peroksyrodnik (OH’). Z drugiej strony
wiadomo, ze MNA moze by¢ jednym z substratéw dla oksydazy ksantynowej, enzymu
katalizujacego przeniesienie wolnego protonu z jednoczesnym utworzeniem nadtlenkéw lub
nadtlenku wodoru (Bunting i wsp., 1980). A zatem MNA sam moze by¢ Zzrédtem wolnych
rodnikow. Wykazano jednak, ze MNA nawet w wysokich milimolarnych stezeniach nie
powodowat wzrostu poziomu reaktywnych form tlenu zwigzanych z aktywnoscig tego

enzymu (Gebicki i wsp., 2002).

Wyniki moich eksperymentéw z uzyciem sondy DCFH-DA wykorzystywanej do
detekcji wolnych rodnikéw tlenowych potwierdzity, ze podanie glutaminianu do hodowli
neurondw ziarnistych indukuje stres oksydacyjny. Wyniki te pozostajg w zgodnosci z licznymi
danymi literaturowymi wskazujagcymi na generacje wolnych rodnikéw na skutek podania
glutaminianu (Dugan i wsp.,1995; Dykens i wsp.,1994). W literaturze mozna znalei¢
informacje o protekcyjnym potencjale NAM w kontekscie zjawisk patologicznych obrebie
tkanki nerwowej, w ktérych dochodzi do generacji wolnych rodnikéw (Shen i wsp., 2004).
Dlatego tez NAM postrzegany jest jako wydajny zmiatacz wolnych rodnikéw. Jednakze w
zastosowanym w mojej pracy modelu NAM zawiddt, jako substancja hamujgca powstawanie
ROS. Natomiast analiza wrazliwosci komdrek na stres oksydacyjny wywotany podaniem
glutaminianu wykazata, ze neurony inkubowane z wysokimi milimolarnymymi stezeniami
MNA sg mniej podatne na dziatanie wolnych rodnikéw tlenowych. Wykazano niewielki, ale
statystycznie istotny spadek generacji ROS mierzonych za pomocg sondy DCFH-DA w 60
minucie po podaniu glutaminanu. Reasumujgc, NAM — zwigzek prekursorowy MNA nie
wykazywat podobnych wtasciwosci, co S$wiadczy o nieco wiekszym potencjale

antyrodnikowym MNA w zastosowanym modelu.

5.5. Aktywacja metaloproteinaz macierzy zewngtrzkomorkowej a protekcja MNA
w modelowej hipoksji/ischemii u 7-dniowych szczuréw

Macierz zewnatrzkomoérkowa (ang. extracellular matrix, ECM) zapewnia stabilnos¢

mechaniczng i utrzymanie przestrzennej organizacji tkanki. Jednakze rola macierzy



zewnatrzkomérkowej nie ogranicza sie wytgcznie do tworzenia podpory dla komodrek
nerwowych. Stanowi ona réwnoczesnie magazyn czgsteczek sygnatowych, takich jak cytokiny
oraz czynniki wzrostu (Venstrom i Reichardt 1993, Giancotti i Rouslahti 1999; Petitclerc i
wsp. 2000; Sternlicht i Werb, 2001).

Metaloproteinazy (MMPs) to enzymy proteolityczne biorgce udziat w fizjologicznej
przebudowie skfadnikdw macierzy zewngtrzkomérkowej niezbednej do prawidtowego
rozwoju oraz zachowania homeostazy w tkankach, w tym tkance nerwowej. Aktywno$é
metaloproteinaz w warunkach fizjologicznych podlega Scistej wielopoziomowej regulacji.
Zaburzenie mechanizmdéw kontrolnych i nadmierna aktywacja zewnatrzkomdrkowych
enzymow proteolitycznych towarzyszy licznym stanom patologicznym OUN. Znaczaca
aktywacje metaloproteinaz w tkance nerwowej obserwowano miedzy innymi w patologii
niedokrwiennej modzgu i rdzenia, arteriosklerozie, w przewlektych chorobach
zwyrodnieniowych: w stwardnieniu rozsianym (SM), w chorobie Alzheimera (Leppert i wsp.,
1998, 200; Lo i wsp., 2002). Ponadto MMPs mogg bra¢ udziat w licznych procesach
patologicznych zachodzacych pod wptywem bodzZca ischemicznego w obrebie tkanek mozgu.
Dane literaturowe wskazujg na wzrost aktywnosci MMP9 i MPP2 (metaloproteinazy z grupy
zelatynaz A i B) w modelu globalnej i ogniskowej ischemii mézgu u szczuréw (Romanic i wsp.,
1998; Gasche i wsp., 2006). Znaczenie MMPs w patofizjologii udaréw potwierdzity
dodatkowo eksperymenty, w ktérych zaobserwowano redukcje uszkodzonego
niedokrwieniem obszaru na skutek farmakologicznej blokady ich aktywnosci (Copin i wsp.,
2005). Brak natomiast danych opisujgcych role tych MMPs w ewolucji odpowiedzi
poischemicznej w okresie kilku pierwszych tygodni rozwoju zwierzat, kiedy to mdézg wykazuje
wysoki stopien plastycznosci. Pojawiajgce sie w literaturze doniesienia o przeciwzapalnym
dziataniu MNA na obwodzie oraz mozliwosci oddziatywania ze sktadnikami macierzy
zewnatrzkomérkowej sktonity mnie do zbadania wptywu tego zwigzku na zmiany aktywnosci
MMPs w niedojrzatym mdzgu poddanym hipoksji/ischemii.

Etapem wstepnym dla zbadania wptywu MNA na ekspresje MPPs 2 i 9 byto ustalenie
wzoru aktywnosci obu enzymow w czasie po wystgpieniu hipoksji/ischemii.

W zastosowanym w tej rozprawie uktadzie modelowe] asfiksji okotoporodowej szczuréw
stwierdzono znaczacy wzrost aktywnosci MMP9 po 48 godzinach oraz 7 dnia w ipsilateralnej
(uszkodzonej) poétkuli. W przypadku MMP2 wysoki poziom aktywnosci obserwowano po 48

godzinach od zadziatania bodzca ischemicznego. W przeciwienstwie do MMP9 ekspresja



MMP2 wzrastata gwattownie po 24 godzinach, wykazujgc podwyzszony poziom do konca
eksperymentu, to jest do 14 dnia od wywotania doswiadczalnej asfiksji (Dragun i wsp., 2008).
Aplikacja MNA w dawce 62,5 mg/kg skutkowata spadkiem aktywnosci MMP9 w 48
godzinie od wystgpienia asfiksji. Z drugiej strony obserwowano narastajacy wzrost
aktywnosci MMP2, w pordwnaniu z grupg nieleczong, az do 14 dnia obserwacji. Wydaje sie,
ze hamowanie aktywnosci MMP9 w wyniku podania MNA moze stanowi¢ element
protekcyjny w modelu asfiksji okotoporodowej, podczas gdy wzrost aktywnosci MMP2 w
pdzniejszym okresie po wystgpieniu ischemii moze sugerowaé zaangazowanie tej formy
enzymu w procesy naprawcze badZ neurogeneze (Wojcik i wsp., 2009). Istnieja bowiem
przestanki z ktérych wynika, ze dziatalno$¢ MMPs w pdzniejszym okresie zwigzana jest z
neoangiogenezy, a takze z wedréwka prekursoréw neuronalnych ze specyficznych nisz w
celu zastgpienia obumartych komérek i przywrécenia (jakkolwiek w ograniczonym stopniu)
plastycznosci synaptycznej (Cunningham i wsp., 2005; Cramer i wsp., 2000). Za takim
wnioskowaniem moze S$wiadczy¢ fakt, iz zablokowanie aktywnosci MMPs 7 dnia po
wystgpieniu ischemii skutkowata zwiekszeniem wielkosci uszkodzenia oraz powstawaniem
jam w obrebie kory (ang. cortical cavitation), 2 tygodnie od reperfuzji (Zhao i wsp., 2006).
Z drugiej strony zmiana aktywnosci MMP2 w wyniku jednorazowego podania MNA 14 dnia
od ischemii nie wydaje sie by¢ bezposrednio zwigzana ze zmiang aktywnosci tej
metaloproteinazy. Dodatkowo badania przeprowadzone na zwierzetach z knockoutem genu
dla MMP2 wykazaty brak zwigzku miedzy zanikiem ekspresji MMP2 a neuroprotekcjg w
ischemii ogniskowej, jaki i w modelu asfiksji u mysich oseskéw (Asahi i wsp., 2001; Svedin i
wsp., 2007). Nie mozna tu takze wykluczyé mozliwosci oddziatywania pozytywnie
natadowanej czgsteczki MNA z komdrkami srodbtonka, przez co MNA mégtby bezposrednio
stabilizowaé bariere krew-mézg i dodatkowo hamowaé interakcje molekut adhezyjnych
takich jak ICAM1 lub ICAM2 z ich receptorami na powierzchni komorek.

Reasumujgc, zmiana aktywnosci MMPs 2 i 9 wywotana podaniem MNA w modelu
asfiksji okotoporodowej wydaje sie by¢é korzystna i sprzyja¢ ograniczeniu skutkéw
niedokrwienia/niedotlenienia. Powigzania przyczynowo-skutkowe sg tu jednak niejasne.

Z pewnoscig wptyw modulujgcy MNA na aktywnos$¢ metaloproteinaz nie stanowi petnego
wyttumaczenia mechanizmu neuroprotekcyjnego dziatania tego zwigzku. Przy catej

komplikacji patomechanizméw udaru trudno przypusci¢c by potencjalny zwigzek



terapeutyczny, ktérego dziatanie opieratoby sie jedynie na zmianie dziatalnosci MMPs

warunkowat catkowitg neuroprotekcje.

5.6. Wptyw podawania 1-metylnikotynamidu na poziom aktywnosci COX-2 oraz synteze
prostanoidow w modelu asfiksji okofoporodowej szczurow - mozliwy mechanizm
neuroprotekcyjnego dziatania MNA

Interesujgca wydaje sie obserwacja dotyczgca cytoprotekcyjnego dziatania
nikotynamidu w stosunku do komoédrek srdodbtonka naczyn moézgowych poddanych

uszkadzajgcym procesom podczas ischemii (Chong i wsp., 2002).

Wyniki badan z ostatnich lat prowadzone w zespotach prof. Chtopickiego oraz prof.

Mogielnickiego, ktére zostaly opublikowane po wykonaniu wiekszosci badan

przedstawionych w tej rozprawie, jednoznacznie wskazujg, ze MNA jeszcze silniej niz

nikotynamid moze dziata¢ protekcyjnie na srédbtonek naczyniowy. Uposledzenie funkcji
srodbtonka przejawia sie zmniejszonym uwalnianiem naczynioprotekcyjnych przekaznikéw,
takich jak tlenek azotu (NO) oraz prostacyklina 1, (PGl;) wytwarzana z kwasu
arachidonowego (AA) przez cyklooksygenazy COX-1 lub/i COX-2. Z drugiej strony dochodzi do
nadmiernej syntezy i ekspresji takich czynnikdw patologicznych, jak anion ponadtlenkowy
(0y), prozapalne cytokiny (np. IL-6, IL-8), chemokiny (np. MCP-1), czgsteczki adhezyjne takie
jak selektyna P, selektyna E, ICAM-1, VCAM-1 (Drelicharz i wsp., 2005). Zachwianie
rownowagi funkcji srodbtonka rozpoczyna szereg procesdow patologicznych, prowadzgcych
m.in. do rozwoju blaszki miazdzycowej. Dodatkowo wzrost potencjatu prozakrzepowego
srodbtonka doprowadza wspdlnie z miazdzycg do zakrzepicy tetniczej, ktéra moze byc
bezposrednig przyczyng zawatu serca oraz udaréw modzgu i czesto przyczyng zgonu. Na
istotny udziat srédbtonka naczyniowego w przeciwzakrzepowym dziataniu MNA wskazywato
kilka obserwacji poczynionych w powyzszych badaniach. Zaobserwowano, ze MNA dziata

przeciwptytkowo, ale jedynie w warunkach in vivo, w obecnosci zarowno ptytek krwi, jak i

srodbtonka naczyniowego. Ponadto w osoczu zwierzat, ktorym podano MNA, wykazano

wzrost 6-keto-PGF,,, stabilnego metabolitu prostacykliny (PGl,). Dziatanie MNA znosito

wczesniejsze podanie zaréwno nieselektywnie blokujgcej COX 1 i 2 indometacyny, jak i

selektywnego inhibitora COX-2 — rofecoxibu, natomiast nie L-NAME - inhibitora NOS

(Chlopicki i wsp., 2007; Mogielnicki i wsp., 2007). Powyzsze badania wskazaty na MNA, jako

na nowego potencjalnego, wystepujgcego endogennie w organizmie, nietoksycznego



induktora szlaku COX-2/PGl,. Nie odpowiedziaty one jednak jednoznacznie na pytanie, czy
zrédtem PGIl, i jednoczesnie punktem uchwytu dziatania MNA jest gtéwnie srddbtonek
naczyniowy. Proba odpowiedzi na to pytanie poprzez zastosowanie modelu
eksperymentalnego, mierzagcego jedynie odpowiedz srédbtonka naczyniowego, bez udziatu
elementéw morfotycznych krwi, zakoriczyta sie niepomysinie (Mogielnicki i wsp., 2008).

Z drugiej jednak strony badania przeprowadzone na szczurach z hipertriglicerydemia i
cukrzycg dowiodty, ze MNA zapobiega rozwojowi dysfunkcji srédbfonka w tych modelach
eksperymentalnych  (Bartus i wsp., 2008). Ponadto MNA dziatat skuteczniej
przeciwzakrzepowo u zwierzat z wywotanym eksperymentalnie nadcisnieniem naczyniowo-
nerkowym i rozwijajaca sie nastepczo dysfunkcja srédbtonka, anizeli u szczuréw zdrowych.
To potwierdza istotng role wywotywanej przez MNA protekcji $rédbtonkowej, zaleznej od
szlaku indukowanej COX-2/ PGl,. Nalezy tutaj wyraznie zaznaczy¢, ze mechanizm
przeciwzapalnego dziatania MNA jest unikatowy i nie jest dzielony ze zwigzkiem
macierzystym — NAM (Chlopicki i wsp., 2007) . Dlatego wazne i celowe byto zbadanie, czy
szlak COX-2/ PGl, bierze udziat w neuroprotekcyjnym mechanizmie MNA.

Z danych uzyskanych na podstawie badan nad witasciwosciami MNA na obwodzie
mozna jedynie posrednio wnioskowa¢ o mechanizmach neuroprotekcji MNA w obrebie
mozgu zwigzanych ze szlakiem metabolitéw kwasu arachidonowego. Mdzg jest jednym z
nielicznych miejsc w organizmie ssakdw gdzie dochodzi do konstytutywnej ekspresji zaréwno
COX-1, jak i COX-2 (Seibert i wsp., 1994). Badania immunohistochemiczne wykazaty, ze COX-
2 wystepuje gtéwnie w neuronach (ale takze w astrocytach) w rejonie hipokampa, zwtaszcza
zakretu zebatego, w korze gruszkowej, ciele migdatowatym oraz Il i lll warstwie kory nowej
(Yamagata i wsp., 1993; Yermakova i wsp., 2001). W warunkach fizjologicznych aktywnos¢
COX-2 podlega regulacji w przebiegu transmisji synaptycznej, zwigzanej z aktywnoscia
receptorow NMDA, o czym Swiadczy hamowanie ekspresji mRNA dla COX-2 po podaniu MK-
801 (Yamagata i wsp. 1993). Kluczowym dowodem na to, ze COX-2 bierze udziat w transmisji
synaptycznej jest opisana przez Yamagate i wsp. (1993) obecnos$é tego enzymu w kolcach
dendrytycznych, a takze proces hamowania zjawiska zaréwno LTP jak i LTD w hipokampie na
skutek podania NS398 — specyficznego inhibitora COX-2 (Chen i wsp., 2002; Murray i wsp.,
2003; Cowley i wsp., 2008). Z drugiej strony procesy patologiczne takie jak choroby
zwyrodnieniowe oraz niedokrwienie mdzgu wywotujg zaburzenia w prawidtowej transmisji

synaptycznej, co w rezultacie skutkuje nadekspresja COX-2 i jej czynnym udziatem w



procesach  degeneracyjnych zwigzanych ze wzmozong aktywacjg receptorow
glutaminianergicznych jak i z pdzniejszymi procesami zapalnymi oraz/i indukcjg wolnych
rodnikdw. Za takim negatywnym ,dwukierunkowym” dziataniem COX-2 w eksperymentalne;j
ischemii swiadczg obserwacje Nogawa i wsp. (1997), gdzie w modelu MCAO podanie
inhibitora NS398 nawet po 6 godzinach od przywrécenia krgzenia zmniejszato wielkos¢
uszkodzenia. Zgodnie z danymi literaturowymi po takim czasie obnizenie aktywnosci
receptorow NMDA poprzez podanie ich antagonistow nie ma juz efektu protekcyjnego
(Hossman, 1994). Inng ciekawg obserwacjg jest wykazane przez Hewett’a i wsp. (2000)
zjawisko catkowitej protekcji powodowane przez inhibitory COX-2 przed toksycznoscig ze
strony receptoréw NMDA. Poniewaz nie zauwazono podobnego dziatania w przypadku
neurotoksycznosci wywotanej kwasem kainowym, sugerowany jest unikalny i specyficzny
charakter neuroprotekcji wywotanej przez inhibitory COX-2 w ekscytotoksycznosci
pobudzeniowej zwigzanej z aktywacjg receptorow NMDA (Strauss i wsp., 2002).

Wyniki wykazane w mojej rozprawie odbiegajg od przedstawionych powyzej danych
literaturowych. Podanie MNA zmniejszato uszkodzenia mdzgu w zastosowanym przeze mnie
modelu asfiksji okotoporodowej u szczuréw, co moze sie wigza¢ z hamowaniem
ekscytotoksycznosci wywotanej nadmierng aktywacjg receptora NMDA oraz naptywem
wapnia przez te receptory. Inne zamieszczone w niniejszej rozprawie wyniki dowodza, ze
MNA w zastosowanej neuroprotekcyjnej dawce powodowat wzrost aktywnosci COX-2 w 6 i
24 godzinie od wystgpienia ischemii. Zgodnie z zamieszczonymi wyzej danymi literaturowymi
mozna by oczekiwa¢ w tych warunkach serii ekscytotoksycznych epizodéw zwigzanych z
nadmiernym pobudzeniem receptoréw glutaminianergicznych. Z drugie strony badania
immunochemiczne nie wykazaty istotnych zmian w poziomie biatka COX-2 w potkuli
ipsilateralnej po podaniu protekcyjnej dawki MNA.

Wskazéwka dla zrozumienia mechanizmu protekcyjnego dziatania MNA za
posrednictwem COX-2 mogg stanowi¢ ostatnio opublikowane prace, w ktérych wykazano, ze
u myszy z farmakologiczng inhibicjg cyklooksygenazy 2 lub z delecjg genu COX-2 (COX-2 ’/’)
dochodzi do rozlegtych uszkodzen mozgu oraz deficytéw behawioralnych po podaniu
ekscytotoksyn, w tym NMDA (Toscano i wsp.,p, 2008; Kim i wsp., 2001; Candelario-Jalil i
Fiebich, 2008). Mozna przyjg¢ zatozenie, ze MNA najprawdopodobniej poprzez regulacje
aktywnosci COX-2, nie wptywajac jednak na poziom samego biatka tego enzymu, modyfikuje

zaburzenia w transmisji glutaminianergicznej wywotane hipoksjg/ischemig w kierunku



fizjologicznej transmisji synaptycznej. Za takim mechanizmem przemawia obserwowana w
rejonie objetym niedokrwieniem protekcja mézgu po stronie ipsilateralnej. Natomiast wzrost
poziomu COX-2 w potkuli kontrlateralnej po obwodowym podaniu MNA moze byé
przejawem mechanizmu adaptacyjnego. Nie mozna wykluczy¢, ze modulacja aktywnosci
COX-2 to takze mechanizm, poprzez ktory MNA posrednio reguluje aktywnos¢ receptoréw
NMDA mimo, ze nie wykazuje on bezposredniego wptywu na te receptory. Jednakze takie
whnioskowanie nalezy potwierdzi¢ dalszymi badaniami na poziomie molekularnym, najlepiej z
wykorzystaniem zwierzat z usunietym genem COX-2.

Rozwijajgc te interpretacje nalezy przypomnieé, ze COX-2 jest enzymem, ktdrego
aktywnos¢ generuje powstawanie PGH,, prekursora dla szeregu pochodnych kwasu
arachidonowego, wspdlnie okreslanych jako prostanoidy. To wifasnie te zwigzki
odpowiedzialne sg za biologiczng odpowiedZ powigzang z aktywnosciag COX-2. Dziatanie
prostanoidéw: prostaglandyn, prostacyklin i tramboksanu zalezy scisle od ich budowy
chemicznej oraz rodzaju wigzacych je receptordw, ktérych aktywacja uruchamia wewnetrzne
szlaki przekazywania sygnatu w komdrce. Dlatego tez sprawdzitam jak podanie MNA wptynie
na zmiane we wzorze skfadu prostanoidéw generowanych przez COX-2. Gtownym
produktem aktywnosci COX-2 jest prostaglandyna E, (PGE,) uczestniczagca m.in. w regulacji
transmisji synaptycznej (Chen i wsp., 2002; Chen i Bazan, 2005). Z drugiej strony istnieje
Scisty zwigzek miedzy podwyzszonym poziomem PGE, a indukcjg ekscytotoksycznosci
poprzez receptory prostaglandynowe EP;. Aktywacja tych receptoréw, poprzez przytaczenie
liganda prowadzi do zaburzenia homeostazy wapniowej w komadrce zwigzanej z zaburzeniem
wymiany Na'- ca”, gtdbwnego mechanizmu stuzgcego do eliminacji nadwyzki wapnia w
neuronach (Kawano i wsp., 2006). Z drugiej strony przytaczenie PGE, do receptordéw typu EP,
i EP3 wywotuje neuroprotekcje (McCullough i wsp., 2004; Li i wsp. 2008).

W zastosowanym w tej pracy modelu hipoksji/ischemii 7 dniowych szczuréw
przeprowadzono pomiary zmian poziomu PGE,, TXB, oraz PGl, w czasie u zwierzat
kontrolnych i leczonych MNA. Wykazano brak wptywu MNA na poziom PGE, oraz TXB,
mierzony w 30, 60 i 120 minucie liczagc od jednorazowego podania badanej substanciji.
Natomiast zaobserwowano statystycznie istotny wzrost stezenia 6-keto-PGF., (metabolitu
PGl;) w 30 i 60 minucie pomiaru. Jednoczesnie zaobserwowano hamowanie wzrostu
poziomu 6-keto-PGF;, u zwierzat otrzymujgacych MNA w wyniku podania rofecoxibu -

selektywnego inhibitora COX-2 oraz indometacyny nieselektywnego inhibitora COX.



Wskazuje to, ze mechanizm neuroprotekcji MNA mozna wigza¢ ze szlakiem COX-2/Pl,
podobnie jak w przypadku ochronnego dziatania MNA na obwodzie. Pl, powstaje gtéwnie w
obrebie $rédbtonka naczyn i nalezy do najsilniejszych naturalnych czynnikow
antyagregacyjnych i rozszerzajacych naczynia w organizmie ssakow. Dziatanie PGl, pozostaje
w antagonistycznej relacji z dziataniem TXA,, prostanoidu o witasciwosciach
proagregacyjnych i kurczagcym naczynia (Gryglewski, 2008). W obrebie uktadu nerwowego
oprdécz miesniowki oraz ptytek krwi TXA, syntetyzowany jest przez komaorki astrogleju oraz w
niewielkim stopniu przez neurony (Keller i wsp., 1985; Murphy i wsp., 1988). Schwartz-
Bloom i wsp., (1996) opisali zjawisko hamowania aktywnosci receptora GABA, przez stabilne
analogi TXA,. Jednakze jak wykazali Lazarewicz i wsp. (1994) brak jest korelacji miedzy
produkcjg TXA, w czasie ischemii a uszkodzeniem neurondéw. Al-Turaki i Armsted w 1998
roku wysuneli hipoteze, ze w wyniku nagtych urazéw modzgu dochodzi do uposledzenia
syntezy PGl,, co rzutuje na zwiekszenie objetosci uszkodzenia. Potwierdzenie
neuroprotekcyjnego dziatanie PGl, mozna odnalezé w pracach Dogana i wsp. (1996), w
ktérych opisano pozytywny wptyw infuzji PGl, w modelu ischemii ogniskowej. Podanie PGl,
zmniejszato takze prawdopodobienstwo wystgpienia obrzeku i tworzenia zatoréw,
poprawiato parametry hemodynamiczne w obrebie médzgu, co w rezultacie skutkowato
znaczacym zmniejszeniem obszaru uszkodzenia (Pluta i wsp., 1990; Bentzer i wsp., 2001;
2003). Podobne wyniki otrzymano stosujac stabilne analogi PGI, (Cui i wsp. 1999). Dlatego
tez mozna wigza¢ nadzieje na skuteczne dziatanie neuroprotekcyjne ze zwigzkami, ktére
wywotujg zwiekszenie poziom PGIl, w czasie rozwoju odpowiedzi mdzgu na ischemie.
Zgodnie z wynikami tej rozprawy do takich zwigzkéw nalezy MNA.

W celu jednoznacznego potwierdzenia oddziatywania MNA poprzez PGl, i receptory
prostacyklinowe w stosowanym modelu zwierzetom leczonym MNA podano inhibitora
receptorow prostacyklinowych IP - RO324479 oczekujac, ze zablokowanie tychze receptorow
zniesie protekcje MNA. Receptory IP wystepujg powszechnie w korze, hipokampie i
pragzkowiu (Cui i wsp. 1999). Jednak badanie obszaru uszkodzenia 2 tygodnie po epizodzie
ischemicznym i podaniu zwigzkéw farmakologicznie czynnych wykazato brak zaleznosci
miedzy blokadg receptorow IP a protekcja powodowang przez MNA. Na podstawie
przeprowadzonych doswiadczen uwazam, ze nie mozna jednoznacznie wyttumaczy¢ tego
zjawiska. Sledzac doniesienia literaturowe mozna odnalezé informacje wskazujace na

obecnos$¢ dwodch podtypdw receptoréw IP w mozgu. Receptory IP; sg nazywane



obwodowymi, natomiast IP, sg okreslane jako centralne — specyficzne dla uktadu
nerwowego (Watanabe i wsp. 1999). Dowiedziono, ze ligand specyficzny dla IP,; 15-deoxy-
(16-m-tolyl)-17,18,19,20-tetranorisokarbacyklina (15-Deoxy-TIC) wykazywat wtasciwosci
protekcyjne w modelu ogniskowej ischemii mdézgu szczurow w bardzo waskim zakresie
stezen. Zaréwno niskie jak i wysokie dawki 15-Deoxy-TICu pozostawaty bez wptywu na
obszar uszkodzenia (Takamatsu i wsp., 2002). Nalezy podkresli¢, ze uzyskana w ten sposdb
wydajnos¢ neuroprotekcji wynosita 35%, co jest wartoscig poréwnywalng z efektem innych
zwigzkéw neuroprotekcyjnych. W tym samym modelu zastosowanie MK-801 redukowato
obszar uszkodzenia o 31%, inhibitory receptorow AMPA oraz FK 506 byly skuteczne
odpowiednio w 36 i 30% (Takamatsu i wsp., 1998; 2002). Odnoszac zamieszczone informacje
do obserwowanej w mojej pracy protekcji MNA w szczurzym modelu wydaje sie
prawdopodobne, ze zwigzek ten moze generowaé wzrost puli PGl,, ktéra wchodzi w swoistg
interakcje gtéwnie z receptorami IP, powodujgc neuroprotekcje. Na rzecz takiej interpretacji
przemawia podobieAstwo specyficznej zaleznosci miedzy dawkami MNA (wyniki tej
rozprawy) i 12-Deoxy-TIC (Takamatsu i wsp., 2002), a efektem neuroprotekcyjnym. Jednakze
potwierdzenie lub wykluczenie tej hipotezy wymaga przeprowadzenia dalszych
eksperymentéw.

Pozostaje tez sprawg otwartg, czy MNA dziata przede wszystkim na komérki naczyn
madzgu czy takze na komérki nerwowe? Wydaje sie, ze MNA posiada plejotropowy, ztozony
mechanizm dziatania skierowany na rézne typy komorek zaréwno srédbtonek naczyn jak i
neurony, co plasuje go w kategorii pozadanych potencjalnych lekéw neuroprotekcyjnych
mogacych znalez¢ zastosowanie w terapii patologii niedokrwiennej. Poniewaz wykazano, ze
MNA pobierany jest przez neurony, wiec nie mozna wykluczyé tego, ze spetnia on pewng
role regulacyjna, kierujgca szlaki sygnatowe w kierunku przezycia oraz ku syntezie zwigzkow
promujgcych przetrwanie neurondw po wystgpieniu niedokrwienia i/lub niedotlenienia.
Najbardziej prawdopodobnym mechanizmem wydaje sie jednak indukcja zaleznej od COX-2
syntezy PGl,, zarowno przez komorki srédbtonka naczyn madzgu, ale przede wszystkim przez
neurony. Wykazano, bowiem obecnos$¢ syntazy prostacyklinowej (PGIS) w réznorodnych
populacjach komérek nerwowych, a jej wystepowanie korelowato Scisle z obecnoscig

receptoréow IP, na powierzchni neuronéw (Mehl i wsp., 1999; Fang i wsp., 2006).



VI. Podsumowanie wynikow badan

Badania tej rozprawy rozpoczeto od oceny potencjalnej neurotoksycznosci

1-metylnikotynamidu (MNA) w zastosowanych uktadach doswiadczalnych. Obecne w

literaturze dane wskazywaty na toksyczne dziatanie MNA na neurony o fenotypie

dopaminergicznym w mechanizmie zblizonym do toksycznosci MPP+. Z tego wzgledu
doswiadczenia wykonano z wykorzystaniem MPP+, jako kontroli pozytywnej
uszkodzenia.

Wykazano, ze:

1. MNA podany bezposrednio do czesci zbitej istoty czarnej modzgu szczuréw
dorostych nie powoduje obnizenia liczebnosci neurondéw dopaminergicznych.
Ponadto po iniekcji MNA nie dochodzito do rozwoju reakcji zapalnej wyrazonej
naptywem komaérek mikrogleju w rejon podania.

2. Test z apomorfing, okreslajgcy stopien uszkodzenia na poziomie behawioralnym,
nie ujawnit wptywu MNA na aktywno$é ruchowa szczuréw dorostych po
wczesniejszym domdézgowym podaniu tego zwigzku.

3. Podanie MNA do prazkowia 7-dniowych oseskdw szczurzych nie wywotywato
zwyrodnienia neurondw w rejonie projekcji neuronéw dopaminergicznych. Po
podaniu MNA dootrzewnowo nie obserwowano u tych zwierzat ubytku masy
mazgu.

4. W warunkach in vitro podczas 24 godzinnej inkubacji, MNA nie powodowat
spadku przezywalnosci hodowli pierwotnej neurondw ziarnistych mézdzku, w

granicach wysokich stezen milimolarnych.

Zbadanie potencjatu neuroprotekcyjnego MNA w zastosowanych modelach
badawczych zostato poprzedzona analizg biodostepnosci tego zwigzku in vivo oraz in
vitro. Do$wiadczenia przeprowadzone in vivo miaty na celu ocene wnikania MNA do
moézgu 7-dniowych oseskdw szczurzych po podaniu i.p. Badanie to wykonano ze
wzgledu na znang nieprzepuszczalno$é dojrzatej bariery krew-médzg dla MNA.
Natomiast w eksperymentach in vitro testowano pobieranie MNA przez dwa typy
komodrek: neurony ziarniste modzdzku oraz komérki RBE4 wyprowadzone ze

srodbtonka naczyn mdzgu szczura. Dla oceny zdolnosci mdzgu do syntezy MNA in



situ, zbadano tez na poziomie mRNA ekspresje N-metyltransferazy nikotynamidowej
w mdzgu szczura
Stwierdzono, ze:

1. MNA po podaniu dootrzewnowym osigga oznaczalne stezenia zaréwno w
surowicy jak i w mézgu, ktérych wartosc jest zalezna od zastosowanej dawki i
czasu. Potwierdzenie przemieszczania sie MNA z krwi do mdzgu 7-dniowych
szczurow Swiadczy o tym, ze zwierzeta z nie w petni wyksztatcong barierg krew-
modzg sg witasciwym modelem badania neuroprotekcji i/lub toksycznosci MNA
podawanego obwodowo.

2. Komorki linii RBE4 pobierajg znakowany MNA stabo, jednak w sposéb uchwytny.
Neurony ziarniste mdzdzku nagromadzajg MNA w sposéb zalezny od czasu i
dawki.

3. W moézgu szczura wykazano obecno$¢ mRNA metylotransferazy nikotynamidowe;.

Przeprowadzono badanie potencjatu neuroprotekcyjnego MNA w modelowej asfiksji
okotoporodowej noworodkdéw, tj. w hipoksji/ischemii 7-dniowych szczuréw, z

uwzglednieniem wptywu MNA na temperature ciata zwierzat po ischemii.
Badania wykazaty, ze:

MNA podany jednorazowo po epizodzie niedotlenienia/niedokrwienia dziata
protekcyjnie w zastosowanym modelu w waskim przedziale dawek rzedu 30 — 60
mg/kg masy ciata.

MNA nie zmienia mierzonej w rectum temperatury ciata zwierzat poddanych
hipoksji/ischemii, co $wiadczy przeciw mozliwosci neuroprotekcji poprzez indukcje

hipotermii poischemicznej.

Zjawiskiem nieodtgcznie towarzyszgcym ischemii modzgu, bedgcym zarazem
podstawowym mechanizmem niedokrwiennego uszkodzenia neurondw, jest
ekscytotoksycznos$é, to jest nadmierne pobudzenie receptoréw dla glutaminianu,
gtownie z udziatem receptoréw NMDA. W poszukiwaniu drég ochronnego dziatania

MNA na modzg w hipoksji/ischemii, przeprowadzono badanie jego wptywu na



ekscytotoksyczno$é in vivo i in vitro. Wykonano takze badania zmierzajgce do
wykrycia mechanizmu wptywu MNA na ekscytotoksycznosc.

Wykazano, ze:
MNA po podaniu dootrzewnowym zmniejsza w sposéb zalezny od dawki wielko$¢
uszkodzenia mdézgu wywotanego miejscowym podaniem NMDA.
W hodowli pierwotnej glutaminianergicznych neurondw ziarnistych mézdzku in vitro
MNA obniza neurotoksyczno$é wywotang podaniem NMDA.
In vitro MNA niezaleznie od dawki hamuje naptyw znakowanego wapnia do
neuronow wywotywany podaniem glutaminianu, natomiast w sposéb zalezny od
dawki hamuje naptyw znakowanego wapnia do neuronéw wywotywany podaniem
NMDA.
MNA obniza poziom wolnych rodnikéw tlenowych w hodowli pierwotnej neuronoéw,
ale nie hamuje spadku potencjatu btony mitochondrialnej wywotanego przez podanie

glutaminianu.

Wykazanie w tej pracy objawéw hamujgcego dziatania MNA na niektdére wskazniki
charakteryzujgce ekscytotoksycznos¢ sktonito do testowania hipotezy, ze mechanizm
tego dziatania polega na bezposrednim hamowaniu aktywnosci receptorow NMDA,
lub tez na dziataniu posrednim, przez zwiekszenie aktywnosci receptoréw
hamujacych GABA, Zaktadano, ze takie dziatanie moze polegaé na wigzaniu sie MNA
z receptorem benzodiazepinowym. Dla testowania tej hipotezy zbadano wptyw MNA
na wigzanie znakowanych ligandéw: MK-801 i diazepamu do frakcji bton médzgu
szczura.
Stwierdzono, ze:

MNA nie ma wptywu na wigzanie znakowanego MK-801 do bton, co przemawia
przeciw bezposredniemu dziataniu MNA na aktywnos¢ receptora NMDA.

MNA nie wypiera znakowanego diazepamu z bton. Swiadczy to przeciw hipotezie
przypisujacej MNA  dziafanie obnizajace pobudliwos$é neurondéw i
prawdopodobienstwo dezaktywacji receptora NMDA. Nie znaleziono argumentow na
rzecz modulacji przez MNA aktywnosci receptora GABA,, poprzez interakcje z

miejscem benzodiazepinowym tego receptora.



= Podjeto dalsze badania zmierzajgce do wyjasnienia mechanizmu neuroprotekcyjnego

dziatania MNA w hipoksji/ischemii 7-dniowych szczurdéw.
Wykonane eksperymenty wskazuja, ze:

1. Podanie MNA po hipoksji/ischemii w dawkach indukujgcych neuroprotekcje
prowadzi do hamowania aktywnosci kaspazy-3 egzekutorowe;j.

2. Neuroprotekcyjne dawki MNA modulujg aktywnosci MMP2 i MMP9, a co za tym
idzie wptywajg na poischemiczng przebudowe macierzy zewngtrzkomérkowe;.

3. Po podaniu MNA dochodzi do wzrostu aktywnosci COX-2 zaréwno natychmiast po
ischemii jak i po 24 godzinach.

4. W poczatkowej fazie rozwoju odpowiedzi poischemicznej podanie MNA zwieksza

poziom PGl, w mdzgu.

WYNIKI

Wyniki przedstawione w tej rozprawie upowazniajg do wyciggniecia nastepujgcych
wnioskow:

1. Nie uzyskano dowoddw na ostre neurotoksyczne dziatanie MNA w mdzgu dorostego
szczura, jak tez w mozgu oseskdw szczurzych i w hodowlach pierwotnych neurondéw

ziarnistych mézdzku.

2. MNA przenika przez niedojrzatg bariere krew-mdzg 7-dniowych oseskdw szczurzych i
jest pobierany przez neurony. Wykazanie na poziomie mRNA ekspresji N-metyltransferazy
nikotynamidowej w médzgu szczura sugeruje, ze MNA moze by¢ takze syntetyzowany w

madzgu.

3. MNA podany po hipoksji/ischemii w waskim przedziale stezen dziata

neuroprotekcyjnie w szczurzym modelu asfiksji okotoporodowe;j.

4. MNA obniza szereg wskaznikdw ekscytotoksycznosci, indukowanej przez NMDA,
obserwowanej zaréwno in vivo w mozgu 7-dniowych oseskéw szczurzych, jak i in vitro na
hodowlach neuronéw. Mechanizm tego dziatania nie jest jasny; uzyskane wyniki sugerujg, ze
nie obejmuje on bezposredniego hamowania aktywnosci receptora NMDA ani tez aktywacji

miejsca benzodiazepinowego receptora GABA,.



5. Mechanizm neuroprotekcyjnego dziatania MNA w ischemii modzgu i
ekscytotoksycznosci jest plejotropowy, o niejasnych relacjach przyczynowo-skutkowych.
Wydaje sie, ze do wtérnych efektéw neuroprotekcyjnych MNA mozna zaliczy¢é hamowanie
kaspazy-3 i modulacje aktywnosci metaloproteinaz. Natomiast nowym mechanizmem
neuroprotekcyjnego dziatania MNA moze byé modulacja aktywnosci COX-2 w kierunku

biosyntezy prostacykliny. Ta hipoteza wymaga dalszych badan.
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VIIl. Streszczenie

1-metylnikotynamid (MNA) jest kluczowym metabolitem nikotynamidu (NAM),
witaminy niezbednej dla podtrzymania fizjologicznych proceséw w komdrkowych. NAM
przeksztatcany jest w organizmach ssakéw do MNA na drodze metylacji przez enzym
cytoplazmatyczny, N-metyltransferaze nikotynamidowg. NAM wywiera wykazane
doswiadczalnie dziatanie ochronne i lecznicze nie tylko na komérki srédbtonka naczyn, ale i
na neurony in vitro oraz in vivo w ischemii moézgu. Sugerowany mechanizm tego dziatania
wydaje sie by¢ ztozony i ma polega¢ na hamowaniu szeregu szlakéw indukujacych smieré
neurondw oraz potegowaniu mechanizmow promujgcych ich przezycie. Ostatnio wykazano,
ze MNA wykazuje takze potencjat cytoprotekcyjny na obwodzie, dziata przeciwzakrzepowo i
ochronnie na $rédbtonek naczyn. Brak jednak danych dotyczacych neuroprotekcyjnego
dziatania tego zwigzku. Dotyczy to w szczegdlnosci niedokrwienia mdzgu oraz procesow
ekscytotoksycznosci. Z drugiej strony, sg doniesienia wskazujgce na selektywng toksycznosc
MNA w stosunku do neurondw uktadu dopaminergicznego, przy udziale mechanizmow
zblizonych do dziatania MPP+, modelowej toksyny stosowanej do indukcji doswiadczalnego
parkinsonizmu u zwierzat.

Gtéwnym celem badan przedstawionych w niniejszej rozprawie byto okreslenie
neuroprotekcyjnego potencjatu MNA w modelu asfiksji okotoporodowej u siedmiodniowych
szczuréw, oraz proba wyjasnienia mechanizmdéw spodziewanego neuroprotekcyjnego
dziatania tego zwigzku, ze szczegdlnym uwzglednieniem wptywu MNA na ekscytotoksycznosé
in vivo i in vitro. Te badania zostaly poprzedzone oceng ostrej toksycznosci MNA po
domdzgowym podaniu u szczuréw dorostych oraz oseskdw, a takze wobec neurondéw w
hodowli in vitro, oraz zbadaniem biodostepnosci MNA, jego wnikania do modzgu
siedmiodniowych oseskéw szczurzych po podaniu dootrzewnowym oraz pobierania przez
neurony in vitro.

Prowadzone w uktadzie dos$wiadczalnym in vivo z wykorzystaniem dorostych szczuréw
badania potencjalnej neurotoksycznosci MNA wykazaty, ze ta substancja podana
bezposrednio do czesci zbitej istoty czarnej nie powoduje spadku liczebnosci neuronow
dopaminergicznych. Ponadto po iniekcji MNA nie dochodzito do rozwoju reakcji zapalnej
wyrazone] aktywacjg komorek mikrogleju w rejon podania. Zastosowanie testu z

apomorfing, okreslajgcego stopien uszkodzenia na poziomie behawioralnym, nie ujawnito



wptywu MNA na aktywnos¢ ruchowg szczurow dorostych po wczesniejszym domdzgowym
podaniu tego zwigzku. Dalsze badania przeprowadzono na 7-dniowych oseskach szczurzych,
ktorym podano MNA do prazkowia. Nie wywotywato to zwyrodnienia neurondw w rejonie
projekcji neuronédw dopaminergicznych. Po podaniu MNA dootrzewnowo nie obserwowano
u tych zwierzat ubytku masy mozgu. Takze badania in vitro, z wykorzystaniem hodowli
pierwotnych komérek ziarnistych moézdzku wykazaty brak wptywu MNA stosowanego az do
wysokich stezen milimolarnych na przezywalno$ci neuronéw po 24 godzinnej inkubacji.

Analiza biodostepnosci MNA zostata przeprowadzona in vivo oraz in vitro.
Doswiadczenia przeprowadzone in vivo miaty na celu ocene wnikania MNA do mdzgu 7-
dniowych oseskéw szczurzych po i.p. podaniu. Badanie to wykonano ze wzgledu na znang
nieprzepuszczalnos¢ dojrzatej bariery krew-mézg dla MNA. Natomiast w eksperymentach in
vitro testowano pobieranie MNA przez dwa typy komodrek: neurony ziarniste mézdzku oraz
komorki RBE4 wyprowadzone z endotelium mdzgu szczura. Ponadto, dla oceny zdolnosci
mazgu do syntezy MNA in situ, zbadano tez na poziomie mRNA ekspresje N-metyltransferazy
nikotynamidowej w modzgu szczura. Stwierdzono, ze MNA po podaniu dootrzewnowym
osigga oznaczalne stezenia zardwno w surowicy jak i w tkankach mdzgu, ktérych wartos¢ jest
zalezna od zastosowanej dawki i czasu. Potwierdzenie przemieszczania sie MNA z krwi do
mozgu 7-dniowych szczuréw $Swiadczy o tym, ze zwierzeta z nie w petni wyksztatcong barierg
krew-mézg sg witasciwym modelem badania neuroprotekcji i/lub toksycznosci MNA
podawanego obwodowo. Wykazano, ze komorki linii RBE4 pobierajg znakowany MNA stabo,
jednak w sposdb uchwytny, natomiast neurony ziarniste mézdzku nagromadzajag MNA w
sposob zalezny od czasu i dawki. Ponadto w mdzgu szczura wykazano obecnos¢ mRNA N-
metyltransferazy nikotynamidowej.

Badanie potencjatu neuroprotekcyjnego MNA przeprowadzono z wykorzystaniem
zwierzecego modelu asfiksji okotoporodowej noworodkow, tj. hipoksji/ischemii 7-dniowych
szczuréw. W badaniach uwzgledniono wptyw MNA na temperature ciata zwierzat po
ischemii. Wykazano, ze MNA podany jednorazowo po epizodzie
niedotlenienia/niedokrwienia dziata protekcyjnie w zastosowanym modelu w waskim
przedziale dawek rzedu 30 — 60 mg/kg masy ciata. Ponadto stwierdzono, ze MNA nie zmienia
mierzonej w rectum temperatury ciata zwierzat poddanych hipoksji/ischemii, co swiadczy

przeciw mozliwosci neuroprotekcji poprzez indukcje hipotermii poischemiczne;j.



Badania mechanizmdéw neuroprotekcyjnego dziatania MNA w hipoksji/ischemii 7-
dniowych szczuréw rozpoczeto od testowania hipotezy przypisujgcej temu zwigzkowi
dziatanie hamujgce ekscytotoksyczno$é, w ktdérej posredniczg receptory NMDA.
Przeprowadzono badanie jego wptywu MNA na ekscytotoksycznos¢ in vivo i in vitro.
Wykonano takze badania zmierzajgce do wykrycia mechanizmu wptywu MNA na
ekscytotoksycznosé. Wykazano, ze MNA po podaniu dootrzewnowym zmniejsza w sposob
zalezny od dawki wielkos¢ uszkodzenia mézgu wywotanego domdzgowym podaniem NMDA.
Dalsze badania wykonano in vitro na hodowlach pierwotnych glutaminianergicznych
neuronow ziarnistych moézdzku. Stwierdzono, ze MNA obniza neurotoksycznos¢ wywotang
podaniem NMDA, niezaleznie od dawki hamuje naptyw znakowanego wapnia do neuronéw
wywotywany podaniem glutaminianu, a w sposéb zalezny od dawki hamuje naptyw
znakowanego wapnia do neurondow wywotywany podaniem NMDA. Ponadto wykazano, ze
MNA obniza poziom wolnych rodnikéw tlenowych w hodowli pierwotnej neuronéw, ale nie
hamuje spadku potencjatu btony mitochondrialnej wywotanego przez podanie glutaminianu.
Dalszym etapem tych badan bylo testowanie hipotezy, ze mechanizm dziatania MNA
tagodzacego ekscytotoksycznosé moze polega¢ na bezposrednim hamowaniu aktywnosci
receptorow NMDA, lub tez na dziataniu posrednim, przez zwiekszenie aktywnosci
receptorow hamujgcych GABA, Taki efekt mogt by¢ wynikiem powinowactwa MNA do
receptora benzodiazepinowego. Zbadano wiec wptyw MNA na wigzanie znakowanych
ligandow: MK-801 i diazepamu do frakcji bton moézgu szczura. Stwierdzono, ze MNA nie ma
wptywu na wigzanie znakowanego MK-801 do bton, co przemawia przeciw bezposredniemu
dziataniu MNA na aktywnos$é receptora NMDA. Ponadto wykazano, ze MNA nie wypiera
znakowanego diazepamu z bton. Swiadczy to przeciw hipotezie przypisujacej MNA dziatanie
obnizajgce pobudliwos¢ neurondw i prawdopodobienstwo aktywacji receptora NMDA. Brak
wiec danych rzecz pozytywnej modulacji przez MNA aktywnosci receptora GABA,, poprzez

interakcje z miejscem benzodiazepinowym tego receptora.

Prowadzono dalsze badania zmierzaty @ do  wyjasnienia  mechanizmu
neuroprotekcyjnego dziatania MNA w hipoksji/ischemii 7-dniowych szczuréw. Wykazaty one,
ze podanie MNA po hipoksji/ischemii w dawkach indukujgcych neuroprotekcje prowadzi do
hamowania aktywnosci kaspazy-3 egzekutorowej. Ponadto neuroprotekcyjne dawki MNA

modulujg aktywnosci MMP2 i MMP9, a co za tym idzie wptywajg na poischemiczng



przebudowe macierzy zewnatrzkomorkowej. Trudno ocenié¢, w jakim stopniu sg to efekty
pierwotne, a w jakim wtérne do indukowanej przez MNA neuroprotekcji. Stwierdzono takze,
ze po podaniu MNA dochodzi do wzrostu aktywnosci COX-2 zaréwno natychmiast po
ischemii jak i po 24 godzinach a takze, ze w poczatkowej fazie rozwoju odpowiedzi
poischemicznej podanie MNA zwieksza poziom PGl, w mdzgu. Ocena, czy te efekty sg

elementem mechanizmu dziatania neuroprotekcyjnego MNA wymaga dalszych badan.

Wyniki przedstawione w tej rozprawie upowazniajg do wyciggniecia wniosku, ze MNA
podany po hipoksji/ischemii w waskim przedziale stezen dziata neuroprotekcyjnie w
szczurzym modelu asfiksji okotoporodowe;j. MNA obniza szereg wskaznikdw
ekscytotoksycznosci, indukowanej przez NMDA, obserwowanej zaréwno in vivo w moézgu 7-
dniowych oseskéw szczurzych, jak i in vitro na hodowlach neuronéw. Mechanizm tego
dziatania nie jest jasny; uzyskane wyniki sugeruj, ze nie obejmuje on bezposredniego
hamowania aktywnosci receptora NMDA ani tez aktywacji miejsca benzodiazepinowego
receptora GABA,. Mechanizm neuroprotekcyjnego dziatania MNA w ischemii mdzgu i
ekscytotoksycznosci jest plejotropowy, o niejasnych relacjach przyczynowo-skutkowych.
Wydaje sie, ze do wtdrnych efektéw neuroprotekcyjnych MNA mozna zaliczy¢ hamowanie
kaspazy-3 i modulacje aktywnosci metaloproteinaz. Natomiast nowym mechanizmem
neuroprotekcyjnego dziatania MNA moze by¢é modulacja aktywnosci COX-2 w kierunku
biosyntezy prostacykliny. Z drugiej strony brak jest dowoddw na ostre neurotoksyczne
dziatanie MNA w modzgu dorostego szczura, jak tez w modzgu oseskéw szczurzych i w
hodowlach pierwotnych neuronéw ziarnistych mézdzku. MNA przenika przez niedojrzatg
bariere krew-modzg 7-dniowych oseskdow szczurzych i jest pobierany przez neurony, a
wykazanie na poziomie mRNA ekspresji N-metyltransferazy nikotynamidowej w madzgu

szczura sugeruje, ze MNA moze by¢ takze syntetyzowany w mdzgu.
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