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Streszczenie

Udar niedokrwienny mézgu jest jednym z gtéwnych probleméw zdrowotnych
i spoteczno-ekonomicznych starzejacych si¢ populacji krajéw uprzemystowionych.
Najczesciej wystepujacym rodzajem udaru niedokrwiennego moézgu jest udar ogniskowy
(85% wszystkich przypadkéw). Stanowi on trzecig, co do czgstosci, przyczyng zgondw na
swiecie. Powyzej 50% oséb, ktére przezyly ostrg faz¢ udaru pozostaje niepetnosprawnymi,
napotykajac trudnosci w wykonywaniu codziennych czynnosci.

Mimo wielu lat badan i pozytywnych wynikéw w zakresie neuroprotekcji, uzyskanych
w doswiadczeniach na zwierzecych modelach udaru mézgu, proby przeniesienia tych
potencjalnych terapii do leczenia pacjentow po udarze niedokrwiennym nie powiodty sie¢.

Analiza przyczyn niskiego potencjatu  translacyjnego  wynikow  badan
doswiadczalnych nad neuroprotekcjg w udarze mézgu doprowadzita do wniosku, ze badacze
nie uwzgledniali w dostatecznym stopniu zlozonosci patofizjologii niedokrwiennej u ludzi
i towarzyszacych jej choréb.

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

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

neuropeptydu zmniejsza uwalnianie neuroprzekaznikow pobudzajagcych — gléwnych
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mediatoréw eksytotoksycznosci, prowadzacej do $mierci komérek mézgu po niedokrwieniu
1 w chorobach neurodegeneracyjnych.

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

Badania przeprowadzono na 3-miesi¢cznych samcach szczuréw SD (n = 67) i SHR
(n= 62). Pula szczuréw w kazdym ze szczepdéw zostala losowo przydzielona do jednej
z 4 grup: grupy SHAM (niedokrwienie pozorowane); grupy kontrolnej (niedokrwienie
1 podanie do prawej komory bocznej mézgu 6 ul 0,9% NaCl); grupy z NPY(13-36) podanym
30 minut po rozpoczeciu niedokrwienia; grupy z NPY(13-36) podanym 30 minut po
rozpoczeciu reperfuzji. NPY(13-36) byt podawany do komory bocznej mézgu w dawce 10 pg
(6 w roztworu w 0,9% NaCl).

Zamkniecie prawej tetnicy srodkowej mézgu (90 minut) i reperfuzje przeprowadzano
w narkozie wziewnej (70%N,0/30%0,/2-2,5% izofluranu). Stopien niedokrwienia byt
monitorowany za pomocg pomiaru mikroprzeptywu krwi w korze mézgowej (LDF, ang.
Laser-Doppler flow) w ognisku niedokrwienia lub w ognisku i w strefie péicienia
ischemicznego. W trzeciej dobie po reperfuzji przeprowadzano testy behawioralne,
obejmujgce ocen¢ chodu po biezni poziomej (test CatWalk 7.1) i spontaniczng aktywnos$¢
ruchowg (test otwartego pola). Wykonanie tych testéw po niedokrwieniu lub niedokrwieniu
1 podaniu NPY(13-36) porownywano z ich wykonaniem przed niedokrwieniem (w przeddzien
niedokrwienia wykonywano rejestracj¢ kontrolng). Po 72 godzinach po reperfuzji oceniano

tez wielkos¢ uszkodzenia méozgu za pomocg barwienia chlorkiem




2,3,5-trifenylotetrazoliowym (TTC). Dokonano poréwnan mig¢dzygrupowych pod wzgledem
wielkos$ci tego uszkodzenia w ramach szczepéw, a takze poréwnania pomiedzy szczepami za
pomocg metody metaanalizy. Po uptywie 72 godzin po reperfuzji, cze$¢ zwierzat z kazdej
grupy i szczepu byta perfundowana 4% roztworem paraformaldehydu, ich mézgi pobierane
1 przygotowywane do oceny w mikroskopie konfokalnym. Przeprowadzono barwienia
immunofluorescencyjne przy uzyciu przeciwcial dla markera endotelium RECA-1 (badanie
gestosci najmniejszych naczyn krwionosnych), oraz immunoglobulin IgG szczurzego osocza
(ocena stopnia przeciekania naczyn — detekcja miejsc wynaczynienia IgG). Ocenie poddano
naczynia mikrokrazenia w korze moézgowej w obszarze penumbry. W nastepnej serii
doswiadczalnej, 24 godziny po reperfuzji oceniano odpowiedzi mikrokrazenia w obszarze
penumbry na hiperkapni¢ (regulacja chemiczna) oraz zablokowanie syntezy tlenku azotu
(regulacja podstawowego napigcia naczyn zalezna od tlenku azotu). W tych doswiadczeniach
prowadzono staly pomiar ci$nienia t¢tniczego krwi metoda bezposrednig. Do badania
regulacji chemicznej zastosowano bodziec w postaci 5% CO, dodawanego do mieszaniny
gazéw oddechowych. W tym samym do$wiadczeniu, po tescie na hiperkapni¢ i 30 minutach
stabilizacji LDF w normokapnii, przeprowadzano test funkcji $rédbtonka poprzez ocene
odpowiedzi LDF na dozylne podanie metylowanej pochodnej L-argininy — L-NAME
w dawce 30 mg/kg.

Analizy statystyczne, za wyjatkiem metaanaliz, przeprowadzono z uzyciem programu
Statistica 8 (StatSoft); stosowano statystyki opisowe, testy t-Studenta oraz analiz¢ wariancji
(ANOVA 1 MANOVA). Metaanaliz¢ przeprowadzono w programie Review Manager 5.3.

Uzyskano nastepujace wyniki:

1 — spadek LDF w regionie ogniska niedokrwienia (okoto 80% warto$ci wyjsciowej) podczas
90 minut zamkni¢cia §wiatla tetnicy srodkowej mézgu i jego powr6t w czasie reperfuzji byty
poréwnywalne w grupie kontrolnej i u szczuréw, ktérym podano NPY(13-36) 30 minut po
rozpoczeciu niedokrwienia lub reperfuzji, zar6wno u szczuréw szczepu SD jak i SHR;
2 — spadek LDF w regionie penumbry wynosit okoto 30% wartoSci wyjsciowej w grupie
kontrolnej szczuréw szczepu SD i SHR i utrzymywal si¢ na tym poziomie przez 90 minut
niedokrwienia; 3 — podanie NPY(13-36) w trakcie niedokrwienia zmniejszyto statystycznie
istotnie spadek LDF w penumbrze (wzrost o 14%) u szczuréw SD, co wskazuje na rekrutacje
naczyn mikrokrazenia; u szczuréw szczepu SHR podanie NPY(13-36) nie wywarlo wptywu
na poziom LDF w penumbrze; 4 — wielko$¢ uszkodzenia mézgu po niedokrwieniu byta
istotnie wicksza w grupie kontrolnej szczuréw szczepu SHR (uszkodzenie 40,48 + 1,41%

ipsilateralnej pétkuli mézgu) w poréwnaniu z uszkodzeniem w grupie kontrolnej szczuréw
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szczepu SD (uszkodzenie 34,4 + 1,4% ipsilateralnej potkuli mézgu); u obu szczepow
szczuréw NPY(13-36) statystycznie istotnie zmniejszyt obszar uszkodzenia mézgu w kazdym
z wariantow podania; 5 — w badaniach behawioralnych wykonanych 72 godziny po reperfuzji
moézgu, w grupach kontrolnych szczuréw SD i SHR zaobserwowano podobne uposledzenie
chodu wyrazone przede wszystkim zmniejszeniem $redniej predkosci, wydluzeniem czasu
cyklu kroku 1 wyraznym skréceniem dilugosci kroku w poréwnaniu do wielkosci tych
parametrow sprzed niedokrwienia; w obu grupach z NPY(13-36) parametry chodu ulegly
poprawie, przy czym peptyd podany w czasie niedokrwienia byl bardziej skuteczny; zmiany
obserwowane po niedokrwieniu w tescie otwartego pola byly rowniez podobne w grupach
kontrolnych szczuréw SD i SHR, odnotowano wyrazny spadek mobilnosci zwierzat
manifestujacy si¢ skréceniem czasu spedzonego na przemieszczaniu si¢ i catkowitej drogi
przebytej w okresie 10 minut obserwacji, co przektadato si¢ na zmniejszenie predkosci chodu;
w obu grupach szczuréw szczepow SD 1 SHR, ktérym podano NPY(13-36) nie
zaobserwowano poprawy ruchliwosci spontanicznej w tym tescie; 6 — odpowiedz LDF na
hiperkapni¢, w korze mézgowej w obszarze poéicienia nie zmienila si¢ istotnie u szczuréw
szczepu SD 24 godziny po reperfuzji w porédwnaniu do odpowiedzi w grupie
z niedokrwieniem pozorowanym. U szczuréw szczepu SHR odpowiedz LDF na hiperkapni¢
w grupie kontrolnej ulegla istotnemu pogorszeniu, a podanie NPY(13-36) nie poprawito tej
odpowiedzi; ponadto, w grupach kontrolnych szczuréw szczepéw SD i SHR zaobserwowano
istotne statystycznie zmniejszenie odpowiedzi na podanie L-NAME w poréwnaniu
z odpowiedzia u szczurébw w grupach z niedokrwieniem pozorowanym; NPY(13-36)
przywrocit t¢ odpowiedz jedynie u szczuréw SHR i tylko wtedy, kiedy byl poddany w fazie
reperfuzji; 7 — w badaniach immunofluorescencyjnych z uzyciem przeciwciata anty-RECA-1
wykazano, ze gesto$¢ najmniejszych naczyn krwiono$nych kory mézgowej w warunkach
podstawowych jest mniejsza u szczurow SHR niz u SD; 72 godziny po reperfuzji gestosé
mikronaczyn w korze mézgowej w obszarze penumbry zmniejszyla si¢ statystycznie istotnie
zarowno u szczuréw szczepu SD jak i SHR; NPY(13-36) przywracat jg, niezaleznie od
momentu podania; 8 — analiza stopnia przeciekania mikronaczyn wykazata, ze szczury
z nadci$nieniem tetniczym w warunkach podstawowych majg ok. 3 razy wigcej naczyn
przeciekajacych niz szczury normotensyjne; po niedokrwieniu odnotowano zwigkszenie
liczby naczyh przeciekajacych u obu szczepéw szczuréw, jednak podanie NPY(13-36) nie
zmniejszyto liczebnos$ci miejsc przeciekania.

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

moézg na poziomie mikrokrazenia, zaré6wno u szczurOw zdrowych jak i obarczonych
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nadci$nieniem t¢tniczym. Dziatanie to obejmuje: i) zwigkszenie mikroprzeptywu w korze
mozgowe] w strefie penumbry w czasie niedokrwienia u szczuréw SD, sugerujace rekrutacje
krazenia obocznego; ii) zmniejszenie obszaru poniedokrwiennej martwicy mézgu, poprawe
parametréw chodu oraz zwigkszenie gestosci najmniejszych naczyn mikrokrazenia w korze
mozgowe] w obszarze penumbry u szczuréw SD 1 SHR 72 godziny po reperfuzji mézgu
(skutecznos$¢ przy podaniu zaréwno w fazie niedokrwienia jak i1 reperfuzji); iii) poprawe
reaktywnos$ci mikroprzeptywu w obszarze penumbry na zablokowanie syntazy tlenku azotu

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




Summary

Ischemic stroke is one of the major health and socio-economic problems of the aging
population of industrialized countries. The most common type of ischemic stroke (85% of all
cases) is focal stroke, which is the third most common cause of death worldwide. More than
50% of those who survive the acute phase of stroke remain disabled, encountering difficulties
in carrying out daily activities.

Despite many years of neuroprotection research and positive results obtained in animal
models of stroke, attempts to transfer these potential therapies to the treatment of ischemic
stroke patients have failed.

The analysis of the causes of the low translational potential of the results of
experimental studies on neuroprotection in stroke led to the conclusion that the researchers
have not sufficiently considered the complexity of the ischemic pathophysiology of human
stroke and its associated diseases. However, basic research resulted in some observations that
provided a better understanding of the phenomena occurring during acute cerebral ischemia,
which were confirmed in human stroke. It has been shown that during the first
seconds/minutes of focal cerebral ischemia, the ischemic area differentiates temporally and
spatially into the infarct core and the surrounding ischemic penumbra. As a result, irreversible
cell damage occurs in the ischemic core within a few minutes after the beginning of the stroke
cascade. On the other hand, in the penumbra, cells function is impaired, and irreversible cell
death occurs much slower. So there is a therapeutic window — the time when the application
of appropriate therapy can save the penumbra and thus reduce the clinical effects of a stroke.

In addition, attention has been paid to endogenous protective and repair processes
occurring in stroke. One of the endogenous substances with potential protective properties are
neuropeptides, which under physiological conditions play the role of co-transmitters or
neuromodulators and are also activated in response to brain damage and in the course of
neurodegenerative diseases. One of them is neuropeptide Y (NPY). Activation of Y2
receptors (Y2R) of this neuropeptide has been shown in many in vitro and in vivo studies to
reduce the release of excitatory neurotransmitters — the main mediators of excitotoxicity
leading to brain cell death after ischemia and in neurodegenerative diseases.

This research constituting the foundations of this dissertation aims to explain the basis
of the neuroprotective action of the specific agonist of the Y2 receptor — the C-terminal

fragment of the neuropeptide Y molecule — NPY(13-36) in vivo, in the model of a middle
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cerebral artery occlusion with reperfusion (MCAOR), in Sprague-Dawley (SD) normotensive
rats and genetically hypertensive rats (SHR). The specific objectives of the study include
determining the effect of NPY(13-36) administered to the right lateral ventricle of the brain
30 minutes after the start of ischemia or 30 minutes after the start of reperfusion on: i) the size
of the area of the brain damaged by ischemia and reperfusion; ii) selected gait parameters and
spontaneous motor activity; 1ii) microcirculatory response in the ischemic penumbra to an
increase in arterial CO; partial pressure and administration of a nitric oxide synthase inhibitor;
iv) the density of the microcirculatory vessels in the penumbra; v) the levelof the leakage of
the blood-brain barrier in the ischemic penumbra. The studies were carried out on 3-month-
old male SD (n = 67) and SHR (n = 62) rats. A pool of rats in each strain was randomly
assigned to one of the following four groups: SHAM group (sham ischemia); control group
(ischemia and administration to the lateral ventricle of the brain of6 ul 0.9% NaCl); group
with NPY(13-36) administered 30 minutes after the start of ischemia; group with NPY (13—
36) administered 30 minutes after the start of reperfusion. NPY(13-36) was administered to
the lateral ventricle of the brain at a dose of 10 ug (6 ul of a solution in 0.9% NaCl).

The right middle cerebral artery occlusion (90 minutes) and reperfusion were
performed under inhalation anesthesia (70%N,0/30%0,/2-2.5% isoflurane). The level of
ischemia was monitored by measuring the microflow in the cerebral cortex (LDF, laser-
Doppler flow) at the ischemic core or the core and in the ischemic penumbra area. On the
third day after reperfusion, behavioral tests were performed, including the assessment of gait
on a horizontal platform (CatWalk 7.1 test) and spontaneous motor activity (open field test).
The performance on these tests after ischemia or ischemia with NPY(13-36) treatment was
compared with the performance before the ischemia (a control recording was performed on
the day before ischemia). Seventy-two hours after reperfusion, the extent of brain damage was
also assessed by staining brain slices with 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC). Meta-
analyses were applied for intergroup comparisons with regard to the size of this damage
within the strainsand comparisons between the strains. Seventy-two hours after reperfusion,
some animals from each group in either strain were perfused intracardially with a 4%
paraformaldehyde solution. Their brains were prepared for immunofluorescence assessment
of the ischemic penumbra in a confocal microscope. Brain sagittal sections were stained with
antibodies against the endothelium marker RECA-1 (for the smallest blood vessel density
evaluation) and rat plasma IgG immunoglobulins (to assess the degree of microvascular
leakage — detection of IgG extravasation sites). In the next experimental series, 24 hours after

reperfusion, the penumbral LDF responses to hypercapnia (chemical regulation) and the
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blockade of nitric oxide synthases (nitric oxide-dependent regulation of basal vascular tone)
were assessed. In these experiments, continuous arterial blood pressure measurement was
carried out using the direct method. For the study of chemical regulation, a stimulus in the
form of 5% CO, added to the respiratory gas mixture was used. In the same experiment, after
the hypercapnia test and 30 minutes of stabilization of LDF in normocapnia, an endothelial
function test was performed by evaluating the response to intravenous administration of a 30
mg/kg dose of L-arginine methyl ester (L-NAME).

Statistical analyses, with the exception of meta-analyses, were performed using
Statistica 8 (StatSoft), descriptive statistics, Student’s t-tests, and analyses of variance
(ANOVA and MANOVA). Meta-analyses were performed in Review Manager 5.3. The
following results were obtained: 1 — the decrease in LDF in the ischemic core (about 80% of
the baseline value) during 90 minutes of MCA occlusion and its recovery during reperfusion
was comparable in the control group and in rats with NPY(13-36) administered 30 minutes
after the onset of ischemia or reperfusion, in both SD and SHR strains; 2 — the decrease in
LDF in the penumbra area was about 30% of the baseline value in the control group of SD
and SHR rats and remained stable at this level for 90 minutes of ischemia; 3 — administration
of NPY(13-36) during ischemia statistically significantly reduced LDF deficit in the
penumbra (increase by 14%) in SD rats, which indicates recruitment of microvessels; in SHR
rats, administration of NPY(13-36) had no effect on penumbra LDF; 4 — the size of post-
ischemic brain damage was significantly more prominent in the control group of SHR rats
(damage of 40.48 + 1.41% of the ipsilateral hemisphere) compared to the damage in the
control group of SD rats (damage of 34.4 + 1.4% of the ipsilateral hemisphere); in both
strains, NPY(13-36) statistically significantly reduced the area of brain damage in each of the
administration variants; 5 — in behavioral tests performed 72 hours after reperfusion, similar
gait impairment was observed in the control groups of SD and SHR rats, expressed mainly by
a reduction in average walking speed, an increase in the step cycle duration, and a marked
shortening of the stride length compared to the magnitude of these parameters before
ischemia; in the NPY(13-36) groups, the gait parameters improved, the administration of the
peptide during ischemia being more effective; the changes observed after ischemia in the open
field test were also similar in the control groups of SD and SHR rats; there was an apparent
decrease in the mobility of animals manifested by a reduction in the time spent on moving and
a decrease of total distance traveled during the 10 minutes of observation time, which resulted
in a reduction in walking speed in both groups of rats of SD and SHR strains; NPY(13-36)

did not improvethe decrease in spontaneous mobility; 6 — microcirculatory response in the
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penumbra area to hypercapnia did not change significantly in SD rats 24 hours after
reperfusion compared to the response in the SHAM group; in the SHR rats, the LDF response
to hypercapnia in the control group was significantly worsened, and the administration of
NPY(13-36) did not improve this response; the response of microcirculation in the penumbra
to L-NAME administration in the control groups of rats of the SD and SHR strains was
statistically significantly reduced in comparison to that of the rats in the SHAM ischemia
groups in both strains; NPY(13-36) restored this response only in SHR rats and only when
administered during reperfusion; 7 — the immunofluorescence studies with the anti-RECA-1
staining demonstrated that the density of the smallest blood vessels in the cerebral cortex
under basic conditions was lower in SHR than in SD rats; 72 hours after reperfusion, the
density of microvessels in the cerebral cortex in the penumbra decreased statistically
significantly in both SD and SHR rats; after NPY(13-36) administration, the density of
microvessels was restored, regardless of the time of the administration of this peptide; 8 —
microvessel leakage analysis revealed that under basal conditions SHR rats have
approximately three times more leaking vessels than SD rats; after reperfusion, an increase in
the number of leaking vessels was noted in both strains of rats; however, administration of
NPY(13-36) did not reduce the number of leakage sites.

In conclusion, NPY(13-36) exerts a beneficial protective effect on the ischemic brain
at the microcirculation level in both healthy and hypertensive rats. This effect includes: 1)
increasing the microflow in the cerebral cortex in the penumbra area during ischemia in SD
rats, suggesting recruitment of collateral circulation; ii) reducing the area of post-ischemic
brain damage, improving gait parameters, and increasing the density of the smallest vessels of
the microcirculation in the cerebral cortex in the penumbra area in both SD and SHR rats 72
hours after brain reperfusion (efficacy when administered in both the ischemia and
reperfusion phase); iii) improved microcirculatory response in the penumbra to the blockade
of nitric oxide synthase in SHR rats (efficacy when administered during the reperfusion

phase).
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Innowacyjnos¢é pracy

1. Badanie mechanizméw neuroprotekcyjnego dziatania agonisty receptorow Y2R
NPY(13-36) na poziomie mikrokrazenia in vivo u szczuré6w z nadci$nieniem
tetniczym, bedacym znanym czynnikiem ryzyka rozwoju udaru niedokrwiennego
u ludzi.

2. Wykazanie, ze NPY(13-36) zwigksza doptyw krwi do strefy pétcienia ischemicznego
w czasie trwania niedokrwienia u szczuréw zdrowych.

3. Wykazanie, ze NPY(13-36) podany zaréwno w czasie niedokrwienia jak i w czasie
reperfuzji poprawia sprawno$¢ chodu u szczuréw zdrowych 1 szczuréw
z nadci$nieniem tetniczym.

4. Wykazanie, ze NPY(13-36) poprawia regulacj¢ mikroprzeplywu w korze mézgowe;]
u szczuréw z nadcisnieniem tetniczym.

5. Wykazanie, ze NPY(13-36) poprawia gestos¢ sieci naczyn mikrokrgzenia w strefie
pélcienia ischemicznego, zmniejszong w wyniku niedokrwienia mézgu, zaréwno
u szczuréw zdrowych jak i1 szczur6w z nadci$nieniem tetniczym, przy czym jest
skuteczny po podaniu w czasie reperfuzji.

6. Zastosowanie wlasnej metody analizy wynikéw umozliwiajacej ocen¢ rekrutacji
krazenia obocznego do strefy péicienia w przebiegu niedokrwienia.

7. Zastosowanie metaanalizy do wnioskowania o poréwnywalnym dziataniu ochronnym
NPY(13-36) na mézg poddany niedokrwieniu i reperfuzji u szczuréw zdrowych

i z nadci$nieniem tetniczym.
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1. WSTEP

1.1. Wprowadzenie

Udar niedokrwienny moézgu jest jednym z gtdwnych probleméw zdrowotnych
i spoteczno-ekonomicznych starzejacych sie populacji krajéw uprzemystowionych. Swiatowa
Organizacja Zdrowia (WHO) szacuje, ze kazdego roku okoto 15 milionéw ludzi na calym
swiecie doznaje udaru niedokrwiennego moézgu, z czego 5 milionéw umiera [WHO, 2004].
Najczesciej wystepujacym rodzajem udaru niedokrwiennego moézgu (85% wszystkich
przypadkow) jest ogniskowy udar niedokrwienny. Powstaje on nagle, najczesciej w wyniku
zakrzepu tworzacego si¢ w naczyniu mézgowym (giéwne pnie naczyniowe, malte naczynia
przeszywajace lub naczynia zylne) lub zatoru (skrzepu) pochodzacego z serca, tuku aorty lub
tetnic szyjnych. Zator w 80% przypadkéw lokalizuje si¢ w tetnicy Srodkowej moézgu.

Ogniskowy udar niedokrwienny jest trzecig, co do czestosci, przyczyng zgondw na
swiecie. Powyze] 50% oso6b, ktore przezyly ostra faz¢ udaru pozostaje niepetnosprawnymi,
napotykajac trudno$ci w wykonywaniu codziennych czynno$ci [Olsen i wsp., 2003; Kim
i wsp., 2020].

Wedtug statystyk WHO, w Stanach Zjednoczonych Ameryki Péinocnej, wsréd oséb
ktére przezyty udar, 6 miesiecy od momentu jego wystapienia 48% przejawia niedowtad
potowiczy, 22% nie moze chodzi¢, od 24% do 53% zgtasza catkowita lub cz¢sciowsg
zalezno$¢ od innych oséb. Opieke nad chorym najczesciej przejmuja cztonkowie bliskiej
rodziny. Srednie koszty opieki zdrowotnej w 2016 roku (pacjenci szpitalni i leczeni
ambulatoryjnie) z powodu réznego typu udaru szacuje si¢ na 38 mld USD. Koszty te nie
obejmujg dodatkowych strat zwigzanych ze skutkami spotecznymi po udarze (nieobecnos¢
w pracy, przedwczesny zgon) [Girotra i wsp., 2020]. W Polsce, w 2015 roku ze $rodkéow
finansowych Narodowego Funduszu Zdrowia (NFZ), na leczenie udaréw mézgu wydano
655,4 mln PLN. Jednoczesnie szacuje si¢, ze wydatki zwigzane z rentami z tytutu
niezdolnosci do pracy z powodu przebytego udaru mézgu wyniosty 1 mld PLN [Raciborski
i wsp., 2016]. Przytoczone dane daja ogélny obraz spotecznej wagi problemu, jakim jest udar
moézgu. Perspektywy nie wygladaja optymistycznie, poniewaz zapadalno$¢ na t¢ chorobeg
wzrasta [GBD 2019 Stroke Collaborators, 2021].

Obecnie nie ma opracowanego farmakologicznego leczenia pacjentdw z ostrym
udarem moézgu. Leczenie udaru w ostrej fazie to préba rewaskularyzacji i reperfuzji mézgu
w celu ograniczenia skutkow niedokrwienia. Dalsza procedura leczenia koncentruje si¢ na

rehabilitacji 1 opdznianiu progresji choréb naczyniowych (nadcisnienie tetnicze, miazdzyca),
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a takze zapobieganie kolejnym udarom. Zatem, jedyne obecnie dostepne leczenie ostrego
udaru niedokrwiennego moézgu ogranicza si¢ do stosowania ,,metod reperfuzyjnych”, tj.
dozylnego lub dotgtniczego podania srodka trombolitycznego, takiego jak rekombinowany
tkankowy aktywator plazminogenu (rt-PA, alteplaza), albo mechanicznego usunigcia zatoru
poprzez interwencj¢ wewnatrznaczyniowa, lub potaczenia obu tych metod [Taschner 1 wsp.,
2011; Samaniego i wsp., 2012]. Terapie te wigzg si¢ z ryzykiem powiklan, takich jak
ukrwotocznienie udaru i wtérny obrzgk moézgu, ktére mogg dodatkowo pogorszy¢ stan
pacjentéw lub nawet doprowadzi¢ do ich $mierci [Sussman i wsp., 2013]. Nalezy ponadto
zaznaczyC, ze dostgpne metody nie sg uniwersalne, bowiem tylko okoto 5% wszystkich
ostrych udaréw kwalifikuje si¢ do leczenia fibrynolitycznego [Suzuki i wsp., 2016] i mnie;j
niz 10% do trombektomii [Cohen i wsp., 2015]. Wynika to z faktu, ze wspétwystepujace
choroby, takie jak nadcis$nienie tetnicze, cukrzyca i dyslipidemia, bedace czynnikami ryzyka
wystepienia udaru, istotnie zwiekszaja ryzyko wystapienia skutkéw ubocznych zastosowania
leczenia fibrynolitycznego [Levy 1 wsp., 1994; Miller 1 wsp., 2011; Nardi 1 wsp., 2011].
Pomimo $wiadomo$ci wymienionych wyzej skutkéw ubocznych stanowigcych znaczne
ograniczenie metodologiczne per se wczesnego leczenia udaru niedokrwiennego mézgu za
pomoca trombektomii poprzedzonej fibrynoliza, obecnie nie ma innego sposobu leczenia
[Granger i wsp., 2017].

Nalezy podkresli¢, ze stosowanie rt-PA jest ograniczone przez waskie okno

terapeutyczne i ryzyko wymienionych powiktan [Hacke i wsp., 2008].

Poicien
(penumbra)

Ognisko
niedokrwienia

Rycina 1. Przestrzenne zroznicowanie obszaru niedokrwienia na: ognisko niedokrwienia i strefe
potcienia (penumbre). Podstawg tego zroznicowania jest stopien uposledzenia przeptywu krwi
i zwigzanych z nim zmian w strukturze i funkcji komorek. W ognisku niedokrwienia spadek przeptywu
krwi wynosi ok. 80% przeptywu wyjsciowego (w regionie tym dochodzi do strukturalnego
uszkodzenia komorek), natomiast w strefie potcienia przeptyw krwi obniza sie o ok. 60-50% (region
ten charakteryzuje sie zaburzeniem funkcji przy zachowanej strukturze). Zrédto ryciny:
https://www.osmosis.org/learn/Ischemic_stroke (dostep 10.01.2022, zmodyfikowano).
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Dlatego tez intensywnie trwaja badania nad znalezieniem Srodkéw wspomagajacych leczenie
udaru niedokrwiennego moézgu, ktére zwigkszalyby skuteczno$¢ terapii trombolitycznej
poprzez zminimalizowanie narazenia pacjentdow na powikltania, co uczynitoby terapi¢
trombolityczng dostepng dla wigkszej liczby pacjentow.

W czasie pierwszych sekund/minut ogniskowego niedokrwienia moézgu obszar
niedokrwienny réznicuje si¢ czasowo-przestrzennie na ognisko niedokrwienia (ang. Infarct
core lub ischemic core) i strefg potcienia/penumbre (ang. Periinfarct penumbra lub ischemic
penumbra), co schematycznie przedstawiono na Rycinie 1. Ognisko niedokrwienia to obszar,
w ktorym przeptyw krwi zmniejsza si¢ o ponad 80% w stosunku do wartosci prawidlowe;j,
a komorki mézgu ulegaja szybkiemu i nieodwracalnemu uszkodzeniu i $mierci, najczescie]
w procesie nekrozy. W tym samym czasie w strefie poétcienia, dochodzi do stopniowego,
postepujacego zaburzenia funkcji i w konsekwencji ich stopniowej $mierci w miar¢ uptywu
czasu. Wraz z uplywem czasu szanse zastosowania skutecznej reperfuzji drastycznie maleja,
a jednocze$nie coraz wigksze partie strefy poéicienia sg stopniowo rekrutowane do ogniska
niedokrwienia w wyniku dziatania czynnikéw rozprzestrzeniajacych si¢ ze strefy ogniska
zawatu (Rycina 2). Dlatego celem terapii w przypadku ogniskowego udaru niedokrwiennego
jest ratowanie strefy potcienia; dotyczy to zardwno neuroprotekcji wspomagajacej leczenie
reperfuzyjne — jak i wlasciwej neuroprotekcji, polegajacej na hamowaniu postgpu kaskady

niedokrwienne;j.

Zaburzenia funkcji (poicien)

Uszkodzenie strukturalne

Czas ™ Dnii tygodnie

Rycina 2. Czasowo-przestrzenna ewolucja niedokrwiennego uszkodzenia mozgu. Uszkodzenie
strukturalne powieksza sie w czasie dni/tygodni, rekrutujgc kolejne frakcje strefy potcienia do
ogniska niedokrwiennego (wg Dirnagl i wsp., 2003, zmodyfikowano).
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Pomimo duzego postepu w rozumieniu patomechanizméw uszkodzenia
niedokrwiennego mézgu i obiecujacych wynikéw badan podstawowych nad neuroprotekc;ja,
do tej pory, jak wspomniano wyzej, nie udalo si¢ znalez¢ skutecznej terapii
farmakologicznej, ktéra mozna by zastosowa¢ w udarze u ludzi. Jedng z prawdopodobnych
przyczyn braku powodzenia w tym zakresie moze by¢ fakt, ze eksperymenty na modelach
zwierzecych (in vivo) w wigkszosci obejmowaty mtode i zdrowe zwierzgta, badz pozyskane
od nich komérki/tkanki (in vitro). W pisSmiennictwie dotyczagcym badan doswiadczalnych
nad ogniskowym udarem médzgu jest stosunkowo niewiele publikacji opisujacych wyniki
uzyskane na zwierzecych modelach nadci$nienia tg¢tniczego, cukrzycy, hiperlipidemii lub
arytmii serca, tzn. choréb bedacych czynnikami ryzyka rozwoju udaru mézgu [Kuklina
i wsp., 2012; Neuhaus i wsp., 2017]. Ponadto, do niedawna badania nad poszukiwaniem
farmakologicznej protekcji moézgu przed skutkami niedokrwienia, w zdecydowanej
wigkszosci ogniskowaly sie na ochronie neuronéw z pomini¢ciem innych komorek obecnych
w mozgu, takich jak glej i naczynia krwionos$ne, ktére rowniez sg dotknigte niedokrwieniem
[del Zoppo, 2009; Iadecola i wsp., 2012]. Brak kompleksowej ochrony moze by¢ istotng
przyczyng niepowodzenia eksperymentalnych strategii neuroprotekcyjnych, testowanych w
badaniach klinicznych.

Substancje o dziataniu neuroprotekcyjnym, oceniane dotychczas w badaniach
klinicznych,  celowaty = zazwyczaj w  mechanizmy  zwigzane  bezposrednio
z ekscytotoksycznos$cia kwasu glutaminowego, czyli z neurotoksycznym dziatanem
wysokich stezen tego neurotransmitera i zwigzanym z nimi znacznym naplywem jonow
wapnia do komoérek nerwowych, prowadzacym do aktywacji enzymow degradujacych
biatka, btony i kwasy nukleinowe oraz rozwoju obrzgku komoérkowego. Byty to: blokery
jonotropowych  receptoréw  glutaminianergicznych  (aktywowanych  N-metylo-D-
asparaginianem, NMDA), blokery kanaléw naptywu jonéw wapnia do komorki; czasteczki
minimalizujagce rozwd¢j stanu zapalnego; zmiatacze wolnych rodnikéw oraz inhibitory
wewnatrzkomorkowych enzymoéw katabolicznych. W wigkszosci przypadkéw pacjenci nie
odniesli zadnych korzysci terapeutycznych, a w niektérych przypadkach stan pacjentéw po
terapii byl gorszy niz w grupie otrzymujacej placebo [Shah i wsp., 2007; Ginsberg, 2008;
Zhang 1 wsp., 2012].

Dzigki nagromadzonej wiedzy, dotyczacej mechanizméw i czynnikéw ryzyka udaru
niedokrwiennego, stato si¢ jasne, ze badania podstawowe powinny uwzglednia¢ ztozono$¢
patofizjologii niedokrwiennej u ludzi i towarzyszacych jej choréb.

Podejscie do neuroprotekcji ulegto zmianie, gdy wprowadzono koncepcj¢ jednostki
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nerwowo-naczyniowej (NVU, ang. Neurovascular unit), uwzglgdniajaca istnienie silnego
1 unikalnego, strukturalnego i czynno$ciowego sprzezenia miedzy komoérkami moézgu:
neuronami i komoérkami gleju gwiazdzistego (astrocyty) oraz naczyniami mikrokrgzenia
[Dirnagl i wsp., 2003].

Pomimo 20 kolejnych lat badan doswiadczalnych dotyczacych wptywu
niedokrwienia mézgu na elementy NVU, do tej pory nie zaproponowano zadnej terapii
ukierunkowanej na ochron¢ NVU u pacjentow w ostrej fazie udaru niedokrwiennego mézgu
[STAIR XI, Lyden i wsp., 2021].

Od ponad 20 lat zwraca si¢ takze uwage na terapie oparte na endogennych procesach
ochronnych i naprawczych [Dirnagl i wsp., 2003]. Procesy te, zachodzace réwnolegle
z niszczaca kaskada ekscytotoksycznosci, przeciwdzialajg jej oraz wzmacniajag odpowiedz
przeciwzapalng i przeciwapoptotyczng, promujgc naprawe/regeneracje uszkodzonych tkanek
moézgu. Do najlepiej poznanych czynnikow endogennych przeciwdziatajacych
ekscytotoksyczno$ci  nalezg: hamujacy neuroprzekaznik GABA (kwas gamma
aminomastowy) i adenozyna oraz aktywacja kanatéw potasowych wrazliwych na

adenozynotrifosforan (ATP), Rycina 3.
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Rycina 3. Ogniskowe niedokrwienie mozgu indukuje ztozong serie zdarzen, ktore uszkadzajg komorki
mozgowe (opis w tekscie). W odpowiedzi na uszkodzenie zostajq pobudzone endogenne mechanizmy
ochronne i naprawcze. W niedokrwionym obszarze, komorki w strefie okotozawatowej mogq zostac
uratowane dzigki zwigkszeniu doptywu substratow energetycznych w wyniku rekrutacji krgzenia
obocznego, spontanicznej lub terapeutycznej reperfuzji i waskulogenezie oraz pobudzeniu
komorkowych mechanizmow ochronnych (wg Dirnagl, 2003, zmodyfikowano).

Skroty oznaczajg: COX-2 — cykoloksygenaza 2, EPO — erytropoetyna, GABA — kwas gamma
aminomastowy), IL-1 — prozapalna interleukina 1, IL-10 — przeciwzapalna interleukina 10,
Karp — kanat potasowy zalezny od ATP, MMP — metaloproteinazy, OFR — wolne rodniki tlenowe.
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Sposréd czynnikéw o charakterze przeciwzapalnym nalezy wymieni¢ interleuking 10
(IL-10), biatka BCL i erytropoetyn¢ (EPO). Biatka BCL zastuguja w tym miejscu na chwile
szczegblnej uwagi. Wykazano bowiem, ze dziataja one ochronnie na komérki endotelium
mézgowych naczyn krwiono$nych, co zabezpiecza szczelno$¢ bariery krew-mozg
1 homeostaze srodowiska komorek nerwowych [Zhang i wsp., 2013]. Bcel-2 1 Bel-xL dziataja
antyapoptotycznie oraz hamujg procesy zapalne w Srodbtonku dzigki zmniejszeniu
aktywnosci NF-kB (ang. Nuclear factor kappa p), czynnika prowadzacego do $mierci
komoérek endotelium [Badrichani i wsp., 1997; Michiels i wsp., 1999].

Jedng z klas substancji endogennych o potencjalnych wiasciwosciach ochronnych
1 naprawczych sa neuropeptydy, ktore w warunkach fizjologicznych petnia role
kotransmiteréw lub neuromodulatoréw, a takze sg aktywowane w odpowiedzi na uszkodzenie
moézgu oraz w przebiegu choréb neurodegeneracyjnych i psychiatrycznych [Hokfelt i wsp.,
2003; Eaton i wsp., 2007; Li i wsp., 2019]. Ze wzgledu na brak specyficznych mechanizméw
wychwytu zwrotnego 1 ich unikalna kinetyke, neuropeptydy wywieraja dlugotrwate dziatanie.
Jednym z neuropeptydéw, powszechnie wystepujacym w moézgu i wykorzystywanym przez
wiele uktadéw neuronalnych, jest neuropeptyd Y (NPY) [Michel i wsp.,1998; Holzer i wsp.,
2012].

W biologicznym dziataniu tego peptydu u ssakéw posredniczy 5 typoéw specyficznych
receptoréw btonowych sprzezonych z biatkiem G, oznaczonych: Y1, Y2, Y4, Y5 i y6 [Michel
i wsp., 1998; Bettio i wsp., 2001]. Dotychczas sklonowano pi¢¢ receptorow NPY u ssakow:
Y1, Y2, Y4, Y51 y6, ale tylko cztery z nich funkcjonujg u ludzi (Y1, Y2, Y4, YS). Uwaza sig,
ze yb6 jest nieaktywny u naczelnych iu szczura, a aktywny u krélikéw i myszy. Istnienie
dodatkowego podtypu receptora NPY (Y3) zostalo zasugerowane na podstawie badan
farmakologicznych, przeprowadzonych na kilku typach tkanek ludzkich, szczurzych
i kréliczych [Pedragosa-Badia i wsp., 2013].

W dalszej czgSci wstgpu omoéwie aktualny stan wiedzy o procesach
odpowiedzialnych za uszkodzenie NVU w przebiegu ogniskowego niedokrwienia mézgu,
opisz¢ wihasciwnosci jakie powinna posiada¢ idealna substancja skutecznie chronigca NVU
przed uszkodzeniem niedokrwieniem oraz dowiodg, ze ligandy receptorow Y2 (Y2R)

wykazuja wiele cech takiej substancji.
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1.2. Mechanizmy uszkodzenia jednostki nerwowo-naczyniowej w wyniku niedokrwienia

i reperfuzji mozgu

1.2.1. Procesy ekscytotoksycznosci, depolaryzacji okotozawatowych i zapalenia, rola jonow
wapnia

NVU stanowi najmniejszy strukturalny i czynno$ciowy element mézgu, na poziomie ktérego
zapewnione jest odpowiednie, dostosowane do zapotrzebowania, zaopatrzenie komérek nerwowych
w substraty energetyczne (Rycina 4). Jest to struktura, w skiad ktérej wchodza neurony, astrocyty
i komorki $rédbtonka naczyn wlosowatych. Komoérki $rédblonka wraz z oplatajacymi je
okotonaczyniowymi wypustkami astrocytow, perycytami i macierzg zewnatrzkomorkowa tworza
barier¢ krew-mézg (BBB, ang. Blood-brain barrier). Te elementy strukturalne sa $cisle i wzajemnie
ze soba powigzane, zapewniajac homeostaze moézgu, w tym odpowiedni system kontroli
mikroprzeptywu krwi [ladecola, 2017]. Dezintegracja i dysfunkcja NVU w warunkach niedokrwienia
prowadzi do utraty normalnej funkcji niedokrwionego obszaru mézgu.

Procesy wywotane niedokrwieniem, zachodzace w ognisku zawalu obejmuja krytyczny
deficyt wytwarzania ATP, ktérego nastepstwem jest znaczny spadek aktywnosci Na'/K'-ATPazy,
atym samym niezdolno$¢ komérek nerwowych do utrzymania potencjatu blonowego. Skutkiem
krytycznego zmniejszenia aktywnosci Na*/K*-ATPazy jest kumulacja jonéw Na* i Ca®* w komérkach
oraz wzrost zewnatrzkomérkowego stezenia jonéw K* [Major i wsp., 2017].
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Rycina 4. Schemat ilustrujgcy komponenty jednostki nerwowo-naczyniowej. Sciana naczyh
wtosowatych (kapilar) sktada sie z pojedynczej warstwy komorek srodbtonka, potgczonych ztgczami
Scistymi. Komorki srodbtonka wraz z perycytami, btong podstawng i wypustkami astrocytow tworzg
bariere krew-mozg. Neurony pobudzajgce tworzq synapsy zaréwno z interneuronami, jak
i z astrocytami — ktore to 7 kolei wysylajq sygnaty chemiczne, umozliwiajgce dostosowanie przeptywu
krwi przez naczynia wlosowate do metabolicznego zapotrzebowania danej okolicy mozgu. Komorki
mikrogleju, towarzyszqce NVU, sq aktywowane w sytuacjach zagrozenia, takich jak np. niedokrwienie,
niedotlenienie. Wszystkie elementy NVU tworzg Scistq anatomiczng i funkcjonalng catos¢ (wg Brown
i wsp., 2019, zmodyfikowano).
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W licznych badaniach wykazano, ze ograniczeniom energetycznym w modzgu
towarzyszy takze zaburzenie homeostazy K' zaleznej od astrocytéw [Leis i wsp., 2005;
Pietrobon i wsp., 2014; Milton i wsp., 2018]. Spadek aktywnoéci astrocytarnej Na'/K'-
ATPazy jest jedng z gtéwnych przyczyn zatamania homeostazy jonéw K™ w astrocytach
[Iadecola, 2017; Du i wsp., 2018]. Ostatecznie wyptyw jonéw K" z komérek nerwowych oraz
utrata zdolnosci astrocytéw do buforowania tych jonéw w warunkach niedokrwienia skutkuja
akumulacjg jonéw potasu w przestrzeni zewnatrzkomoérkowej, co prowadzi do niekorzystnego
zwigkszenia pobudliwosci komoérek nerwowych [Su i wsp., 2002; Lenart i wsp., 2004,
Hossmann, 2006; Pietrobon 1 wsp., 2014]

Wzrost wewnatrzkomoérkowego stezenia Ca”™ w neuronach pobudzajacych powoduje
nadmierne uwalnianie pobudzajacego aminokwasu — glutaminianu, wytwarzanie wolnych
rodnikéw tlenowych i azotowych oraz aktywacje enzyméw katabolicznych zaleznych od
Ca®*. Gromadzenie si¢ i dyfuzja glutaminianu w przestrzeni zewnatrzkomoérkowej prowadzi
do ekscytotoksyczno$ci, natomiast wspomniane wyzej zwigkszenie pozakomodrkowego
stezenia jonéw potasu wraz z glutaminianem wywotuja depolaryzacje okotozawatowe (PID,
ang. Periinfarct depolarizations) [Dirnagl i wsp., 1999; Choi, 2020].

Zar6éwno nadmiernie uwalniany glutaminian, jak 1 PID sg gtéwnymi czynnikami, ktére
stopniowo rekrutujg stref¢ penumbry do ogniska martwicy (Rycina 2). Glutaminian,
dyfundujac w przestrzeni $rédmigzszowej, dociera do strefy poélcienia i pobudza receptory
jonotropowe i metabotropowe w sposob niefizjologiczny, nadmierny i dlugotrwaty,
powodujac deficyt energii, naptyw Ca®* do cytozolu, a nastgpnie stopniowa Smier¢ komoérek
znajdujacych sie w strefie poélcienia, w wyniku aktywacji enzymoéw katabolicznych zaleznych
od Ca* i procesu apoptozy [Leist i wsp., 1998; Iadecola, 2017]. Utrata energii oraz
homeostazy jonowej zakléca komunikacje¢ neuronéw z komoérkami glejowymi
i srédbtonkiem. Astrocyty poddane toksycznemu dziataniu nadmiernego st¢zenia
glutaminianu, podobnie jak neurony, cierpig z powodu przecigzenia wapniem, ulegaja
obrzekowi cytotoksycznemu i dochodzi w nich, podobnie jak w neuronach, do depolaryzacji
mitochondriéw i generacji wolnych rodnikéw [Matute i wsp., 2006]. Ponadto, naczynia
mikrokrazenia w strefie potcienia tracg swoja fizjologiczng regulacj¢ z powodu uposledzenia
funkcji komoérek srodbtonka/miesni gtadkich spowodowanego stresem
oksydacyjnym/nitrozacyjnym, wzmocnionym przez postepujace procesy zapalne [del Zoppo
i wsp., 2003; Palomares i wsp., 2011]. W konsekwencji ekscytotoksyczno$¢ powoduje

rozpad i dysfunkcje jednostki nerwowo-naczyniowe;.
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Przejsciowe epizody PID, rozprzestrzeniajace si¢ z ogniska zawatu do strefy potcienia,
rowniez sprzyjaja powiekszaniu obszaru martwicy. Wykazano, ze wielko$¢ obszaru martwicy
po ogniskowym niedokrwieniu mézgu jest dodatnio skorelowana z liczba epizodéw PID
[Lauritzen i wsp., 2011; Pietrobon i wsp., 2014]. Epizody PID powoduja uszkodzenie NVU
w wyniku aktywacji metaloproteinaz 1 przerwania cigglosci BBB [Gursoy-Ozdemir 1 wsp.,
2004]. Stopien uszkodzenia BBB w wyniku niedokrwienia 1 nasilenie obrzeku
naczyniopochodnego korelujg z liczbg epizodéw PID [Gursoy-Ozdemir i wsp., 2004].
Epizody PID moga réwniez poglebia¢ obnizenie mikroprzeptywu w korze moézgowe;j
w penumbrze, w wyniku zwezenia naczyn mikrokrgzenia [Chang 1 wsp., 2010; Menyhart
1 wsp., 2017; Menyhart i wsp., 2018]. Degradacja macierzy zewnatrzkomoérkowej komorek
srodbtonka mikrokronaczyn przez metaloproteinazy i zmniejszona synteza integryny ogf34
w astrocytach zaburzaja komunikacje miedzy astrocytami a srodbtonkiem [del Zoppo i wsp.,
2010].

Istotng role w pogorszeniu stanu hemodynamiki w strefie péicienia odgrywa tez
obrzek powstajacy w ognisku udaru w wyniku wewnatrzkomérkowej kumulacji jonéw Na*
i Ca™, skutkujacej powstaniem gradientu osmotycznego skierowanego dokomérkowo.
Gradient osmotyczny powoduje bierny naptyw wody do komoérek z przestrzeni
zewnatrzkomorkowej, co prowadzi do obrzeku cytotoksycznego [Dirnagl w wsp., 1999;
Badaut i wsp., 2011]. Obrzek w ognisku niedokrwienia moze powodowa¢ ucisk naczyn
mikrokrazenia w strefie potcienia w poblizu ogniska zawatu, co dodatkowo uposledza
perfuzje tego obszaru. Ponadto, obrzek komérek moze dekompensowaé wewnatrzczaszkowa
rownowage objetoSciowo-ciSnieniowa, powodujac wzrost ciSnienia wewngtrzczaszkowego
i wtérng kompresje naczyn krwionosnych.

Uszkodzenie NVU w strefie pétcienia moze ulec poglebieniu w momencie reperfuzji
[Aronowski 1 wsp., 1997; Kuroda i wsp., 1997; Granger i wsp., 2017]. Zjawisko to, znane
jako uszkodzenie reperfuzyjne, ma wieloczynnikowg etiologi¢. Po pierwsze, podczas
reperfuzji wielokrotne epizody PID oraz cykle przekrwienia-hipoperfuzji, z podwyzszeniem
zewnatrzkomoérkowego st¢zenia jondw potasu do poziomu wywolujacego skurcz naczyn
krwiono$nych, pogtebiajg dezintegracje jednostki nerwowo-naczyniowej [Menyhdart i wsp.,
2018]. Po drugie, reperfuzja i1 epizody PID moga réwniez prowadzi¢ do dysfunkcji
prostowniczych kanaléw potasowych (Kir) w naczyniach, co przyczynia si¢ do pogorszenia
sprz¢zenia nerwowo-naczyniowego [Bastide i wsp., 1999; Pétrault i wsp., 2004; Seitz i wsp.,
2004]. W uszkodzeniach reperfuzyjnych kluczowa rol¢ odgrywaja réwniez leukocyty (stan

zapalny), aktywowane m.in. przez stres oksydacyjny podczas przywracania perfuzji tkanek.
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Martwe i umierajagce komorki obszaru niedokrwienia mézgu indukuja procesy stanu
zapalnego, poprzez uwolnienie do otoczenia czgsteczek aktywujacych komoérki mikrogleju,
komoérki $rédblonka naczyn krwiono$nych moézgu, astrocyty, a w kolejnych etapach,
naciekajgce leukocyty. Czasteczki te nazwane DAMPs (ang. Danger/damage associated
molecular patterns) sg reprezentowane przez ATP, HMGB1 (ang. High mobility group box 1)
1 HSP60 (ang. Heat shock protein 60). Komoérki mikrogleju, leukocyty, astrocyty i neurony
oraz komorki $srédbtonka posiadaja btonowe receptory dla czasteczek DAMPs. Aktywacja
tych receptoréw wyzwala seri¢ procesow prowadzacych do ekspresji gendéw prozapalnych
1 zmiany fenotypu spoczynkowego mikrogleju w ameboidalny M1. Mikroglej przeksztalca
si¢, namnaza, rearanzuje cytoszkielet i nabywa zdolnosci do migracji 1 fagocytozy. Czasteczki
ATP stymulujg receptory purynergiczne P2X7. Inne czasteczki DAMPs stymuluja receptory
CD36 (ang. Cluster of differentiation 36), TLR4 (ang. Toll-like receptor 4) i TLR2 (ang. Toll-
like receptor 2), RAGE (ang. Receptor for advanced glycation end products) oraz receptory
dla HSP60. W wyniku aktywacji wyzej wymienionych receptoréw, czynnik transkrypcyjny
NF-kB wyzwala ekspresj¢ genéw kodujacych czasteczki prozapalne, w tym: IL-1B
(interleukina-1f), IL-6 (interleukina 6), IL-8 (interleukina 8), IL-18 (interleukina 18) i TNF-a
(ang. Tumor necrosis factor a). W ekspresj¢ gendw prozapalnych jest zaangazowany takze
czynnik transkrypcyjny AP-1 (ang. Activator protein 1), wazny aktywator ekspresji IL-1
i TNF-a oraz ekspresji niektérych czasteczek adhezyjnych — umozliwiajacych przejscie
leukocytéw przez naczynia krwiono$ne (gtéwnie przez zylki) do tkanek mézgu [Przykaza,
2021].

Leukocyty uwalniaja metaloproteinazy, ktére degraduja macierz zewnatrzkomoérkowa
i bialka strukturalne S$cistych potaczen bariery krew-moézg [Jourquin i wsp., 2003].
Nieszczelnos$¢ bariery krew-mdzg jest powodem obrzeku naczyniopochodnego oraz pozwala
wiekszej liczbie leukocytéw infiltrowa¢ tkanki mézgowe, w ktérych uwalniajg one cytokiny
prozapalne 1 znacznie przyczyniaja si¢ do zaostrzenia toczacego si¢ stanu zapalnego [Pan
1 wsp., 2008]. Ponadto, aktywowane leukocyty wykazuja ekspresje czasteczek adhezyjnych
ioddzialujg z agregujacymi ptytkami krwi, tworzac kompleksy, ktére przylegaja do
wewnetrznych $cian naczyn wtosowatych i zylek, powodujac niedroznosci w naczyniach
mikrokrazenia [del Zoppo 1 wsp., 2003; Ritter i wsp., 2000]. Dodatkowo, aktywowane ptytki
krwi moga uwalnia¢ czynniki zwe¢zajace naczynia, takie jak ATP i tromboksan A, oraz
mediatory chemotaktyczne, przyciggajace migrujace leukocyty [Okada i wsp., 1994; Zeller
iwsp., 2005]. Ze wzgledu na powyzsze zjawiska, mikronaczynia nie beda wtasciwie

perfundowane pomimo pomyslnej rekanalizacji zaczopowanego, wigkszego naczynia
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macierzystego (ang. No-reflow effect). Brak efektywnego mikroprzeptywu, mimo reperfuz;ji,
moze by¢ rowniez spowodowany kompresja mikronaczyn przez obrzmiate okotonaczyniowe
wypustki astrocytéw (ang. Astrocyte endfeets). Aktywowane leukocyty wytwarzajag wolne
rodniki tlenowe, gtéwnie anion ponadtlenkowy (O%). Gléwnym enzymem wytwarzajacym
o znajdujacym si¢ w leukocytach i makrofagach jest oksydaza NADPH, ktéra réwniez
wystepuje obficie w komorkach srédbtonka stymulowanych przez cytokiny w warunkach
zwickszonego wewnatrzkomérkowego stezenia Ca”* [Miller i wsp., 2006; Radermacher
i wsp., 2013]. Anion ponadtlenkowy oddzialuje z tlenkiem azotu, tworzac silnie toksyczny
wolny rodnik azotowy — nadtlenoazotyn [Beckman i wsp., 1996]. Wszystkie te procesy moga
prowadzi¢ do ukrwotocznienia obszaru niedokrwiennego podczas reperfuzji i przyczyniac si¢
do nasilenia uszkodzen BBB, naczyniopochodnego obrzeku mézgu i zwigkszenia naptywu

leukocytéw do migzszu mézgu.

1.2.2. Hipotetyczna rola cyklicznego adenozynomonofosforanu w procesach uszkodzenia
NVU w czasie ostrej fazy niedokrwienia mozgu

Chociaz gtéwnym wewnatrzkomérkowym mediatorem zwigzanym ze stymulacja
receptorow NMDA jest Ca”™, podczas aktywacji tego receptora wzrasta rOwniez wtoérnie
wewnatrzkomoérkowe stezenie cyklicznego adenozynomonofosforanu (cAMP). Wzrost
stezenia CAMP we wnetrzu komorki nastgpuje poprzez stymulacje aktywnosci cyklazy
adenylowej (AC) przez kompleks Ca**/kalmodulina [Cooper i wsp., 1995]. Cykliczny AMP
jest waznym wewnatrzkomérkowym przekaznikiem w sygnalizacji zwiazanej z aktywacja
receptorow NMDA. Wykazano, ze cAMP nasila uwalnianie neuroprzekaznikéw
pobudzajacych poprzez zwickszenie wydzielania Ca®* z gtadkiej siateczki $rédplazmatyczne;
(ER) w wyniku fosforylacji receptorow rianodynowych (RyR) przez kinaz¢ biatkowa A
(PKA) i zwigkszonego prawdopodobienstwa otwarcia kanatow jonowych w receptorach RyR
[Bergantin 1 wsp., 2015]. Dodatkowo, aktywacja szlaku cyklazy adenylowej/cAMP/PKA
utatwia egzocytoze pecherzykdéw synaptycznych [Chavez-Noriega 1 wsp., 1994]. Ponadto,
cykliczny AMP i kinaza biatkkowa A zwigkszajg transmisj¢ jonéw przez kanal receptora
NMDA, co wskazuje, ze pobudliwo$¢ tego kanatu jest zwigkszana przez fosforylacj¢ zalezng
od PKA [Westphal i wsp., 1999]. Podobnie aktywacja sygnalizacji AC/cAMP w neuronach
prazkowia ulatwia transmisj¢ kora-prazkowie 1 nasila pobudzajace efekty aktywacji
receptorow NMDA i AMPA [Threlfell i wsp., 2013]. Powszechnie wiadomo, Ze neurony
zlokalizowane w prazkowiu syntetyzujag duze ilosci cyklazy adenylowej, a wzrost

wewnatrzkomorkowego poziomu cAMP zwigksza ich pobudzenie [Colwell 1 wsp., 1995;
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Threlfell 1 wsp., 2009]. Co wazne, wzrost aktywnosci AC 1 wewnatrzkomérkowego stezenia
cAMP obserwowano roéwniez w modelach niedokrwienia mézgu [Domanska-Janik 1 wsp.,
1992]. To pobudzenie komérkowe moze si¢ nasilaé poprzez hamowanie przewodnictwa
wewnatrzprostowniczych kanaléw potasowych (Kir) poprzez aktywacj¢ szlaku cAMP/PKA
[Wang 1 wsp., 2019]. Wzrost wewnatrzkomoérkowego stezenia cAMP wykryto réwniez
w przebiegu zjawiska rozszerzajacej si¢ depresji korowej (CSD, ang. Cortical spreading
depression) wywotanej podaniem KCI na powierzchni¢ kory mézgowej szczura in vitro
iinvivo [Krivanek, 1976; Krivanek, 1983] oraz w trakcie napadéw o charakterze
padaczkowym u szczuréw podatnych na padaczke [Tupal i wsp., 2010]. W tym miejscu
nalezy podkresli¢, ze opisane poprzednio epizody PID sg specyficzng podklasg epizodéw
CSD, pojawiaja si¢ one w przypadku ogniskowego niedokrwienia, bagdz mechanicznego
uszkodzenia mézgu. Z drugiej strony, wzrost st¢zenia cAMP w astrocytach ostabia wychwyt
zwrotny glutaminianu poprzez endocytoze¢ transporteréw glutaminianu GLT-1 1 GLAST
[Nishizaki 1 wsp., 2002; Guillet 1 wsp., 2005; Adolph i wsp., 2007]. Wszystkie te procesy
wzmacniajg i przedtuzaja pobudzenie neuronu postsynaptycznego (Rycina 7). Natomiast,
wzrost aktywnosci cAMP/PKA w astrocytach prowadzi do fosforylacji akwaporyny 4
(AQP4), co ostatecznie zwigksza przepuszczalnos¢ btony komoérkowej dla wody 1 sprzyja
obrzekowi astrocytow [Badaut 1 wsp., 2011; Song i wsp., 2012; Kitchen i wsp., 2020].
Ponadto, wykazano ze astrocytarna AQP4 przyczynia si¢ do propagacji fal depolaryzujacych
CSD poprzez zwickszenie zewnatrzkomérkowego stezenia K [Yao i wsp., 2014].
Podsumowujac: kaskada niedokrwienno/reperfuzyjna sktada si¢ z wielu rownolegtych
procesOw, w zwiazku z czym skuteczny neuroprotektant powinien wykazywac¢ dziatanie

plejotropowe — hamujace wiele elementéw tej kaskady.

1.3. Podstawowe koncepcje leczenia udaru, celowanego w ochrone jednostki nerwowo-

naczyniowej

Bioragc pod uwage mechanizmy odpowiedzialne za niedokrwienne uszkodzenie mozgu
oraz procesy endogenne, ktore przeciwdzialaja ewolucji uszkodzenia zwigzanego
z niedokrwieniem, mozna dokona¢ charakterystyki teoretycznie skutecznej substancji
ochronnej (Rycina 5). Substancje taka nalezaloby zastosowa¢ we wczesnej fazie udaru, kiedy
nadal istnieje zdolna do przezycia strefa poéicienia, w celu wsparcia rekrutacji krazenia

obocznego. Jednocze$nie S$rodek ochronny powinien hamowa¢ nadmierng stymulacje
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neuroné6w 1 komorek glejowych poprzez przeciwdziatanie kaskadzie zwigzane]

z przetadowaniem tych komérek jonami Ca?*.

A C ( Cele w leczeniu niedokrwienia/reperfuzji mézgu )
* Rekrutacja krazenia obocznego do strefy pélcienia
,I CZAS * Redukcja nadmiernego pobudzenia komérek
— 6' —_— (ekscytotoksycznos¢ i depolaryzacje okotozawalowe)
. Brak reperfuzji lub * Redukcja naptywu leukocytéw do miejsca uszkodzenia
Udar . reperfuzja i brak (redukcja procesé6w neurozapalnych)
niedokrwienny leczenia * Redukcja stresu oksydacyjnego i nitrozacyjnego
Ostateczna wielko$¢| ® Waskuloprotekcja, ochrona przed uszkodzeniem reperfuzyjnym
B uszkodzenia mézgu \& ‘Wspomaganie endogennych proceséw naprawczych
//
> 6’ / ﬂ) _&) € @ Pélcien
. Udar . T T T . . Ognisko niedokrwienia
niedokrwienny )
Leczenie Reperfuzja Leczenie Ostateczna wielko$é

(jedno- lub wielokrotne) uszkodzenia mézgu

Rycina 5. Ognisko niedokrwienia i potcien (penumbra). Wpltyw potencjalnego leczenia
neuroprotekcyjnego na czasowo-przestrzenng ewolucje uszkodzenia mozgu w trakcie ogniskowego
niedokrwienia i reperfuzji. Panel A — nieleczony udar mozgu, panel B — leczenie neuroprotekcyjne,
panel C — potencjalne cele terapeutyczne w leczeniu niedokrwienia i reperfuzji mozgu (wg Przykaza
i Kozniewska, 2022, zmodyfikowano).

Stabilizacja potencjaléw btonowych i homeostazy jonowo-wodnej komoérek znajdujacych sie
w obszarze niedokrwienia s3 najwazniejszymi celami w tej wczesnej fazie. Substancja taka
powinna takze zmniejsza¢ stres oksydacyjny/nitrozacyjny oraz wykazywac wlasciwosci
przeciwzapalne. Dezaktywacja leukocytéw znacznie obnizylaby poziom  stresu
wolnorodnikowego w komoérkach zapalnych oraz w $rédbtonku, poprzez zmniejszenie
stezenia cytokin prozapalnych. Wszystkie te dziatania powinny zwigkszy¢ integralnos¢ NVU
podczas ostrej fazy udaru niedokrwiennego. Idealna substancja ochronna powinna réwniez
hamowac¢ niekorzystne zjawiska zwigzane z reperfuzja, takie jak PID i aktywacja leukocytow
prozapalnych, a w pdzniejszej fazie reperfuzji, wspiera¢ endogenne procesy naprawcze —
takie jak angiogeneza i neurogeneza (Rycina 5 C). Takie dzialanie plejotropowe moga
wywiera¢ inhibitory wzrostu wewnatrzkomérkowego stezenia cAMP, do ktérych naleza

agonisci receptoréw Y2R, obecnych powszechnie w rozmaitych strukturach mézgu ssakéw.

1.4. Dystrybucja i funkcje receptorow Y2 w osrodkowym uktadzie nerwowym ssakow

Receptor neuropeptydu Y Y2 nalezy do rodziny receptoréw sprzezonych z biatkiem G,
klasy A (Rycina 6). Ludzki Y2R skfada si¢ z 381 aminokwaséw, a jego preferowanymi
natywnymi agonistami (nieselektywnymi) s3 NPY i peptyd YY. Srédbtonkowa proteaza
serynowa dipeptydylopeptydaza 4 rozszczepia pelnej dlugosci peptyd NPY(1-36) do
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NPY (3-36), ktory wybiorczo aktywuje receptory Y2 [Abe 1 wsp., 2007; Robich i wsp.,
2010]. Obecnie sa dostepne syntetyczne ligandy specyficzne dla Y2R, takie jak C-koncowy
fragment NPY — NPY(13-36) oraz inne peptydowe i niepeptydowe zwiazki [Labelle i wsp.,
1997; Mittapalli iwsp., 2014]. Gen kodujacy Y2R jest zlokalizowany w segmencie
chromosomalnym 4q31 uludzi, a u szczur6w 1 myszy gen dla Y2R =znajduje si¢
odpowiednio w segmentach 2q31 1 3 E3 [Ammar i wsp., 1996; Nakamura i wsp., 1996; Lutz
i wsp., 1997; Goumain i wsp., 2001]. Ponad 92% sekwencji aminokwasowej Y2R jest

podobna u ssakéw, co podkresla znaczenie Y2R w waznych procesach metabolicznych

[Larhammar, 1996].

Rycina 6. Trojwymiarowy model
wstegowy ludzkiego receptora Y2.
Receptor Y2 jest receptorem sprzezonym
z biatkiem G, zatem zbudowany jest

z pojedynczego tancucha
polipeptydowego przechodzgcego
siedmiokrotnie przez btone komérkowq.
(Model zostat zwizualizowany za pomocq
programu komputerowego RasTop, na
podstawie struktury opublikowanej

w internetowym banku struktur biatek —
PDB, skqd zostata pobrana. Model
teoretyczny, DOI: 10.2210/pdb2IK3/pdb).

Rozmieszczenie i gestos¢ receptoréw Y2 w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN) rézni
si¢ w zaleznosci od struktury anatomicznej. Po§miertne badania hybrydyzacji in situ tkanek
ludzkiego moézgu wujawnilty wysokie poziomy sygnalu Y2R-mRNA w neuronach
w regionach korowych, regionie CA2 hipokampa, ciele kolankowatym bocznym, jadrze
migdalowatym, istocie czarnej, podwzgdérzu, mézdzku oraz niskie poziomy mRNA Y2R
w prazkowiu [Caberlotto 1 wsp., 1998]. Obecnos¢ matrycowego RNA w danej strukturze
mozgu nie przesadza jednak o obecno$ci w niej czynnego biatka receptorowego Y2,
poniewaz bialkko moze wedrowa¢ widknem nerwowym do zakohczenia nerwowego
zlokalizowanego w innej strukturze, stad wazne jest potwierdzenie obecno$ci biatka Y2R.
Obecnos¢ biatkka Y2R w mézgu ludzkim potwierdzono badaniami autoradiograficznymi,
wykryto je gtéwnie w: hipokampie, jadrze pétlezacym, rdzeniu przedtuzonym, moscie
1 korze czotowej [Widdowson, 1993]. W moézgu szczura Y2R-mRNA zlokalizowano
w hipokampie, podwzgorzu i ciele migdalowatym. W korze mézgowej sygnat wystepuje na

niskim poziomie [Parker i wsp., 1999]. Dane uzyskane z badafh autoradiograficznych
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wigzania promieniotworczego liganda Y2R w mézgu szczura dodatkowo potwierdzaja
wyze] podang dystrybucje, oparta na identyfikacji transkryptu, natomiast badania
funkcjonalne potwierdzajg rozmieszczenie receptora Y2 w korowej i podkorowej czesci
moézgu szczura [Shaw i wsp., 2003]. Warto odnotowa¢, ze w regionach korowych mézgu
cztowieka jest znacznie wigcej biatka Y2 niz w korze moézgowe] szczura [Widdowson,
1993], co moze mie¢ znaczenie dla ewentualnych przysztych badan klinicznych.

Na poziomie synaptycznym biatko Y2R mozna znalez¢ zaréwno presynaptycznie,
jak 1 postsynaptycznie, ze znaczacg przewaga lokalizacji presynaptycznej [Ghamari-
Langroudi i wsp., 2005; Stani¢ i wsp., 2011].

Poza neuronami, biatko receptora Y2R wykryto réwniez w astrocytach mézgu
cztowieka oraz w neuronach rdzenia krggowego malpy i szczura [Mantyh i wsp., 1994;
Abounader i wsp., 1999].

Z punktu widzenia moich badan, istotna jest obecnos¢ Y2R w §rédbtonku mézgowych
naczyn krwionosnych, co wykazano w badaniu czynnosciowym na izolowanych tetnicach
srodkowych moézgu szczura, w ktérym zastosowano selektywnego agonist¢ Y2R
[You i wsp., 2001]. Wedtug wynikéw tego badania, aktywacja Y2R prowadzi do, zaleznego
od dawki, rozszerzenia naczyn krwiono$nych. W reakcji tej posredniczy srodblonkowy
tlenek azotu (NO), wywotujacy hamowanie skurczu komoérek migsni gtadkich naczyn.

Y2R bierze udzial w modulacji wielu proceséw fizjologicznych w OUN, takich jak
reakcje na stres i reakcje emocjonalne, rytmy okotodobowe, procesy pamigciowe, regulacja
apetytu i ci$nienia krwi [Hokfelt i wsp., 1998; Reichmann i wsp., 2016]. Giéwna funkcja
Y2R we wszystkich tych procesach jest hamowanie uwalniania neuroprzekaznikow
z zakonczen presynaptycznych, m.in. hamowanie wydzielania pobudzajacego kwasu
glutaminowego [Brothers i wsp., 2010; Tasan i wsp., 2016]. Ta obserwacja stata si¢
podstawg do podjecia badan potencjalu neuroprotekcyjnego neuropeptydu Y i jego

analogdéw, ktore selektywnie aktywuja Y2R.

1.5. Potencjat neuroprotekcyjny pobudzenia receptorow Y2

Aktywacja receptora Y2R skutkuje zahamowaniem aktywnosci cyklazy adenylowe;j
oraz obnizeniem wewnatrzkomorkowego stezenia cyklicznego adenozynomonofosforanu
1zwigzane] z nim aktywnoSci kinazy biatkowej A, co ostatecznie przyczynia si¢ do

zmniejszenia prawdopodobienstwa pobudzenia neuronéw.
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Wewnatrzkomoérkowe mechanizmy zwigzane z tlumieniem pobudliwosci neuronalnej
podczas stymulacji receptorow Y2 polegaja, oprocz bezposredniego hamowania sygnalizacji
AC/cAMP, na ostabieniu przewodnictwa kanatéw wapniowych N i P/Q [Reichmann i wsp.,
2016; Tasan i wsp., 2016] oraz na wzroscie przewodnictwa kanaléw Kir [Acuna-
Goycoleai wsp., 2005]. Hamowanie kanaléw wapniowych powoduje zmniejszenie
egzocytozy, natomiast zwigkszone przewodnictwo kanaléw Kir prowadzi do
hiperpolaryzacji btony komérkowej i zmniejszenia pobudliwosci komérki (Rycina 7).
Redukcja niedokrwiennych zaburzen energetycznych/jonowych i ekscytotoksycznosci,
zwigzana z aktywacja Y2R, powinna chroni¢ wzajemna komunikacj¢ miedzy neuronem
a astrocytem, jako jednego z prawdopodobnie najwazniejszych elementoéw, warunkujacych

integralno$¢ jednostki nerwowo-naczyniowe;.

Zakoficzenie

GABA-ergiczne

Zakoniczenie
glutaminianergiczne

L-glutaminian

Zakoriczenie postsynaptyczne

Rycina 7. W mozgu najliczniejszymi receptorami dla NPY sq receptory Y1 i Y2. YIR sq zlokalizowane
gtownie postsynaptycznie, natomiast Y2R sq zlokalizowane zaréwno presynaptycznie, jak
i postsynaptycznie — ze znaczng przewagq lokalizacji presynaptycznej. Oba receptory hamujq
aktywnos¢ cyklazy adenylanowej (AC) i presynaptyczne kanaty Ca™* typu N i P/Q, zaangazowane
w uwalnianie glutaminianu i innych neuroprzekaznikow. Postsynaptycznie, receptory te aktywujq
kanaty Kir, natomiast inne kaskady transdukcji sygnatu obejmujq aktywacje kinazy biatkowej
aktywowanej mitogenami (MAPK) i fosfolipazy C (PLC). (wg Benarroch, 2009, zmodyfikowano).

Na hamowanie ekscytoksycznos$ci w niedokrwieniu mézgu pod wptywem NPY(13-36)
wskazujg wyniki badan Domin i wsp. (2017), prowadzone w modelu niedokrwienia mézgu in
vitro (pierwotna hodowla mysich neuronéw korowych poddanych OGD). Autorzy tych badan
zaobserwowali, ze NPY(13-36) hamowal uwalnianie kwasu glutaminowego wywotane

deprywacja tlenu i glukozy. Bezposredniego dowddu na hamowanie ekscytotoksycznosci pod
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wplywem aktywacji Y2R dostarczaja wyniki badan prowadzonych in vitro 1 in vivo w modelu
ekscytotoksycznosci wywotanej podaniem kwasu kainowego do hodowli pierwotnej
neurondw korowych i hipokampalnych myszy jak réwniez po iniekcji tego kwasu do
hipokampa szczura [Smiatowska i wsp., 2009]. W tych badaniach w obu przypadkach
wykazano neuroprotekcje¢ po podaniu NPY(13-36). Brak natomiast danych o wptywie
pobudzenia tych receptoréw na przebieg PID. Jednakze, Woldbye i1 wsp. (2010) w badaniach
in vivo zaobserwowali, ze u szczuréw ze zwigkszong ekspresja Y2R w hipokampie znacznie
trudniej jest uzyska¢ pobudzenie wytadowan po podaniu kwasu kainowego oraz w modelu
rozniecania (ang. Kindling). Hamowanie ekscytotoksycznosci po pobudzeniu Y2R
obserwowanio réwniez w badaniach in vitro na materiale pobranym od pacjentow cierpigcych
na padaczke lekooporng [Ledri i wsp., 2015; Wickham i wsp., 2019].

W kontek$cie ochrony jednostki nerwowo-naczyniowej, na uwage zastuguja
opublikowane ostatnio wyniki badan Lee i wsp. (2022) wskazujagce na poprawe
mikrokrazenia mézgowego po dozylnym podaniu agonisty Y2R — PYY(3-36) w modelu
globalnego niedokrwienia mézgu u szczuréw SD.

W S$wietle aktualnej, zgromadzonej na przestrzeni ostatnich kilkudziesieciu lat,
wiedzy o wystepowaniu, funkcjach fizjologicznych i dziataniach ochronnych pobudzenia
receptorow NPY na komorki nerwowe, agonisci Y2R wydaja si¢ posiada¢ najwigkszy
potencjal neuroprotekcyjny. Z dostepnego pisSmiennictwa wynika, ze pobudzenie Y1R i Y5SR
nie wykazuje potencjalu ochronnego ani w modelu ekscytotoksycznosci ani
w do$wiadczalnym niedokrwienia mdzgu [Smiatowska i wsp., 2009; Domin i wsp., 2017].
Przytoczone w niniejszym wstepie dane dotyczace mozliwosci wielokierunkowego
hamowania niekorzystnych procesow zachodzacych w trakcie udaru
niedokrwiennego/reperfuzji mézgu przez pobudzenie receptorow Y2 staly sie inspiracja do

podjecia badan stanowigcych temat niniejszej rozprawy.
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2. CEL BADAN

Celem badan byla ocena neuroprotekcyjnego dzialania specyficznego agonisty
receptora Y2 — C-koncowego fragmentu czgsteczki neuropeptydu Y — NPY(13-36) oraz ocena
jego wptywu na poniedokrwienne uszkodzenie naczyn mikrokrgzenia w strefie penumbry,
w modelu ogniskowego niedokrwienia mézgu z reperfuzjag u szczuréw normotensyjnych
Sprague-Dawley (SD) 1 szczuréw z genetycznie uwarunkowanym nadci$nieniem tetniczym

(SHR, ang. Spontaneously Hypertensive Rats).

Cele szczegolowe badan obejmowaty okreslenie wptywu NPY(13-36), podanego do
komory bocznej mézgu 30 minut po rozpoczeciu niedokrwienia lub 30 minut po rozpoczeciu

reperfuzji na:

1) wielko$¢ obszaru mézgu uszkodzonego niedokrwieniem;

2) wybrane parametry chodu i spontaniczng aktywnos$¢ ruchowa;

3) odpowiedz mikroprzeptywu krwi w strefie péicienia ischemicznego na wzrost
ci$nienia parcjalnego CO, we krwi tetniczej i na podanie inhibitora syntazy
tlenku azotu;

4) gestos¢ naczyn mikrokrgzenia w korze mézgowej w strefie okotozawatowej;

5) szczelno$¢ bariery krew-moézg w korze mézgowej w strefie okotozawatowe;.
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3. MATERIALY I METODY

Na przeprowadzenie badan otrzymano zgody IV oraz I Lokalnej Komisji Etycznej ds.
Badan na Zwierzetach Doswiadczalnych w Warszawie (odpowiednio: zezwolenia nr 99/2012
oraz 297/2017). Badania zaplanowano 1 przeprowadzono zgodnie 2z zaleceniami
mi¢dzynarodowych konsorcjow, powolanych w celu opracowania standaryzowanych
protokoléw badan doswiadczalnych nad neuroprotekcja mézgu i zwigkszenia potencjatu
translacyjnego wynikéw badan podstawowych w udarze niedokrwiennym mézgu [Dirnagl,

2006].

3.1. Zwierze¢ta eksperymentalne

Do badan uzyto 67 samcoéw szczurdw (Rattus norvegicus) szczepu SD, o masie ciala
270 — 320 g oraz 62 samcow szczuréw szczepu SHR, o masie ciata 280 — 340 g, w wieku 3 —
4 miesiecy. Szczury obu szczepéw pochodzily z hodowli Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego. Zwierzgta utrzymywane byly w otwartych klatkach z wolnym dostgpem do

pokarmu (standardowej paszy dla szczur6w) i wody.

Tabela 1. Opis grup kontrolnych i eksperymentalnych.

Nazwa grupy Opis grupy \
Grupa szczuréw poddana procedurze pozorowanego, 90-
minutowego zamknigcia $wiatla (okluzji) prawej tetnicy
srodkowej moézgu (MCA) z wprowadzeniem igly iniekcyjnej
do prawej komory bocznej mézgu 30 minut po wywotaniu
pozorowanej okluzji lub 30 minut po przeprowadzeniu
pozorowanej reperfuzji.
Grupa kontrolna — szczury z 90-minutowa okluzja i 24- lub 72-
godzinng reperfuzja prawej MCA, z podaniem 6 pl soli
MCAOR/sél fizjologiczna fizjologicznej do prawej komory bocznej mézgu 30 minut po
(grupa kontrolna) rozpoczeciu okluzji lub 30 minut po rozpoczeciu reperfuzji —

oba warianty byly pulowane, co zminimalizowato liczbg

szczuréw uzytych do badan.

Grupa eksperymentalna I — szczury z 90-minutowa okluzjg i 24
NPY(13-36) lub 72-godzinng reperfuzja prawej MCA, z podaniem 10 pg
w trakcie ischemii NPY(13-36) w 6 pl soli fizjologicznej do prawej komory

bocznej mézgu 30 minut po rozpoczeciu okluzji.

Grupa eksperymentalna II — szczury z 90-minutowg okluzja
NPY (13-36) i 24 lub 72-godzinng reperfuzjg prawej MCA, z podaniem 10
w trakcie reperfuzji ug NPY(13-36) w 6 ul soli fizjologicznej do prawej komory

bocznej mézgu 30 minut po rozpoczeciu reperfuzji.
MCA - tetnica $rodkowa mézgu (ang. Middle cerebral artery); MCAOR - zamknigcie $wiatta MCA
z reperfuzjg (ang. Middle cerebral artery occlusion with reperfusion)

Grupa SHAM
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Cisnienie tegtnicze (mierzone u czuwajacych zwierzat metoda pletyzmograficzng na
ogonie) wynosito u szczuréw szczepu SD: skurczowe — 145 + 8 mmHg, rozkurczowe — 105 +
6 mmHg, a u szczur6w szczepu SHR odpowiednio 177 + 3 mmHg i 124 + 4 mmHg.
Wyliczone z tych warto$ci $rednie ci$nienie t¢tnicze wynosito 118 £ 3 mmHg u szczuréw
szczepu SD 1 142 +4 mmHg u szczuréw szczepu SHR.

Pula szczuréw w kazdym ze szczepdw zostata losowo przydzielona do jednej z 4 grup,
scharakteryzowanych w Tabeli 1. Szczeg6étowe licznosci szczuréw w grupach zostaty podane

w opisach tabel, w tabelach lub w opisach rycin, w rozdziale ,,Wyniki”.

3.2. Ogniskowe niedokrwienie mozgu z reperfuzjq

W celu wywotania czasowego zamknigcia Swiatta prawej tetnicy srodkowej mézgu
(MCAOR; ang. Middle cerebral artery occlusion with reperfusion), szczury byly wstepnie
zwiotczone mieszaning podtlenku azotu i izofluranu (narkoza wziewna: 70%N,0/30%0,/5%
izofluran) i intubowane przez jame¢ ustng. Podczas preparatyki niezbednej do wywotania
niedokrwienia mézgu jak réwniez podczas niedokrwienia, szczury utrzymywano w anestezji
wziewnej (70%N,0/30%0,/2-2,5% izofluran) przy uzyciu respiratora dla matych zwierzat.
Temperaturg ciata zwierzecia utrzymywano termostatycznie w granicach ~37°C.

Istotnym elementem doswiadczenia byt pomiar mikroprzeptywu krwi w korze
mozgowej (LDF, ang. Laser-Doppler flow). W celu przygotowania miejsc monitorowania
LDF, zwierz¢ bylo umieszczane w pozycji lezacej na brzuchu, a jego glowa mocowana
w uchwycie stolika stereotaktycznego. Po przecigciu skéry na glowie wzdluz szwu
strzatkowego, odstaniano sklepienie czaszki. W sklepieniu czaszki, symetrycznie po stronie
prawej i lewej, wykonano za pomocg wiertla dentystycznego wgtebienia o $rednicy 1,5 mm,
umiejscowione 8 mm z boku 1 1 mm z tylu od Bregmy. Czaszke, podczas wiercenia tych
wglebien, schtadzano solg fizjologiczng o temperaturze pokojowej. Ta procedura pozwalata
na pocienienie kosci czaszki w celu uwidocznienia naczyn krwiono$nych powierzchni mézgu.
W celu monitorowania niedokrwienia i wczesnej reperfuzji mézgu, w tych wglebieniach
umieszczano sondy laserowego przeptywomierza Dopplerowskiego (DRT4, Moor Istruments
Ltd., needel probe DP3 80 mm) do pomiaru mézgowego lokalnego mikroprzeptywu krwi
(Rycina 8 A i C). Wyniki pomiaréw LDF wyrazano w jednostkach niemianowanych (AU,
ang. Arbitral units). W przypadku przygotowania do badan reaktywnos$ci mikrokrgzenia

mozgowego 24 godziny po reperfuzji moézgu, zaglebienia wiercono po prawej stronie
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sklepienia czaszki w rejonach odpowiadajacych ognisku niedokrwienia 1 strefie poétcienia

(Rycina 8 B 1 D), zgodnie z danymi opublikowanymi przez Cipolla i wsp., 2018b.

B Sonda LDF monitorujgca mikroprzeptyw

Miejsce podania krwi w strefie pétcienia (penumbrze)

A A

Sonda LDF monitorujaca mikroprzeptyw
krwi w pétkuli kontrlateralnej (strefa Sonda LDF monitorujaca mikroprzeptyw krwi w ognisku
odpowiadajaca ognisku niedokrwienia) niedokrwienia

C

Rycina 8. Panele A i B — schemat miejsc pomiaru LDF podczas niedokrwienia i wczesnej reperfuzji
w dwdch wariantach doswiadczenia. W czesci A — sondy umieszczano symetrycznie, w ognisku
niedokrwienia w potkuli ipsilateralnej i w odpowiadajgcym mu topograficznie miejscu w potkuli
kontralateralnej; w czesci B — obie sondy umieszczano w potkuli niedokrwionej, jedng w ognisku
niedokrwienia, drugq w strefie penumbry. Zaznaczono rowniez miejsce dokomorowego podania
substancji; panele C i D przedstawiajq przyktadowe zapisy LDF. W czesci C przedstawiono zapisy
LDF w potkuli niedokrwionej (Cb) i kontralateralnej (Ca). Obustronny zapis umozliwiat jednoznaczne
wykluczenie przypadkowego wywotania krwotoku podpajeczynowkowego, w wyniku ktorego dochodzi
do porownywalnego spadku LDF w obu potkulach mézgu; w czesci D przedstawiono zapisy LDF
w ognisku niedokrwienia (Da, obnizenie LDF o okoto 80%) i w obszarze penumbry (Db, obnizZenie
LDF o okoto 50%). 1 — LDF wyjsciowy, 2 — LDF w trakcie niedokrwienia, 3 — LDF w trakcie wczesnej
reperfuzji.

W celu wprowadzenia do tetnicy szyjnej zewnetrznej kaniuli oraz filamentem,
umozliwiajagcych wewnatrznaczyniowe zamknigcie Swiatla prawej tetnicy srodkowej mézgu,
zwierze ukltadano na grzbiecie, przecinano skor¢ szyi, preparowano prawe tetnice szyjne:
wspolng, zewnetrzng i odcinek tetnicy wewnetrznej, najblizszy zatoki szyjnej. Podwigzywano

odchodzacg od tej ostatniej tetnice skrzydtowo-podniebienng. Tetnica szyjna zewngetrzna bylta
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wstecznie kaniulowana cewnikiem PE90, przez ktéry wprowadzono ni¢ polietylenowa 3,0
zakonczong silikonowa kulkg o $rednicy 3,7 um (4037Pk10; Doccol Co., Redlands, CA,
U.S.A.). Procedura zamknigcia te¢tnicy Srodkowej mézgu oraz przebieg niedokrwienia byty
monitorowane za pomocg pomiaru LDF. Sondy pomiarowe byly umieszczone zgodnie ze
schematem przedstawionym na Rycinie 8 A i C.

W celu wywotania niedokrwienia, ni¢ wsuwano do momentu wyczucia oporu (okoto
17 mm powyzej zatoki szyjnej) i zmniejszenia sygnatu LDF w rejonie ogniska niedokrwienia
po tej samej stronie do okoto 20% warto$ci wyjsciowej. Po uptywie 90 minut ni¢
wycofywano do poziomu zatoki szyjnej umozliwiajac reperfuzje. NPY(13-36) (10 pg
w objetosci 6 pl soli fizjologicznej) lub sdl fizjologiczna w grupie kontrolnej (6 ul) byty
podawane do prawej komory bocznej mézgu 30 minut po rozpocz¢ciu niedokrwienia lub 30
minut po rozpoczeciu reperfuzji. Wymienione substancje wprowadzano przez kaniule 23G,
zaopatrzong w igle z ogranicznikiem i potaczong ze strzykawka Hamiltona. Naktucie
wykonano na gltebokos¢ 5 mm, 1,5 mm na prawo od Bregmy i 0,5 mm do tytlu od szwu
wiencowego (w miejscu tym w trakcie preparatyki sklepienia czaszki wykonano pocienienie o
srednicy ok. 1 mm).

W celu wywotania niedokrwienia pozorowanego (grupa SHAM), ni¢ wsuwano do
tetnicy szyjnej wewnetrznej na odleglo$¢ 3-5 mm powyzej zatoki szyjnej. Po uptywie 90
minut, ni¢ wycofywano do poziomu zatoki szyjnej, podobnie jak w przypadku niedokrwienia
faktycznego. W tej grupie zwierzat, do prawej komory bocznej mézgu w odpowiednich

momentach wbijano igte iniekcyjna.

3.3. Ocena wielkosci uszkodzenia mozgu

Po ukonczeniu testow behawioralnych czgs¢ zwierzat byta dekapitowana, a ich mozgi
wypreparowywane, umieszczane w matrycy ZIVIC Labs do cigcia w ptaszczyznie czotowe;j
iciete na skrawki o grubosci 2 mm. Wielko$¢ poudarowego uszkodzenia mézgu oceniana
byta za pomocg barwienia skrawkéw mézgéw chlorkiem 2,3,5-trifenylotetrazoliowym (TTC,
2,5% roztwér w buforze fosforanowym) przez 10 minut w temperaturze 37°C [Bedersoni
wsp., 1986]. Wybarwione skrawki byty utrwalane w 10% roztworze formaliny przez co
najmniej 24 godziny przed analiza morfometryczng pola uszkodzenia, z uwzglgdnieniem
poprawki na obrzek mézgu [Swanson i wsp., 1990]. Obszar uszkodzenia dla kazdego skrawka
wyliczano w procentach pola powierzchni pétkuli nieuszkodzonej korzystajac z réwnania:

obszar uszkodzenia = [(pole powierzchni pétkuli kontralateralnej - pole powierzchni czesci
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niuszkodzonej poétkuli ipsilateralnej)/pole powierzchni pétkuli kontralateralnej]. Objetosc
uszkodzenia mézgu otrzymywano sumujac pola powierzchni uszkodzenia pojedynczych

skrawkow.

3.4. Testy behawioralne

Testy behawioralne (obejmujgce ocen¢ chodu po biezni poziomej i aktywnos$¢
ruchowg w otwartym polu), byty wykonywane w przeddzien okluzji tetnicy MCA (rejestracja
kontrolna) oraz po 72 godzinach od momentu reperfuzji. Testy prowadzono przy pomocy
urzadzenia do automatycznej/cyfrowej rejestracji chodu gryzoni (CatWalk 7.1, Noldus,
Holandia) oraz areny otwartego pola (Stoelting, U.S.A). W ciagu czterech dni
poprzedzajacych rejestracje kontrolng szczury byly przyzwyczajane do eksperymentatora i do
warunkéw panujagcych w laboratorium oraz wstepnie trenowane do przebiegéw po biezni
CatWalk. Surowe dane uzyskane z testow CatWalk i otwartego pola zostaly wstepnie
skwantyfikowane przy uzyciu oprogramowania komputerowego, odpowiednio: CatWalk 7.1

i1 EthoVision XT 10.

3.4.1. Ocena parametréow chodu w tescie CatWalk
Testy CatWalk przeprowadzano w  zaciemnionym laboratorium badan

behawioralnych.

Tabela 2. Objasnienie parametrow chodu mierzonych w tescie CatWalk.

Parametr chodu Opis parametru

Parametry czasowe
Czas przebiegu [s] Catkowity czas przebiegu szczura na biezni
Srednia predkosé¢ przebiegu [cm/s] Srednia predkos¢ z jaka zwierze przebiegto bieznie

Czas cyklu kroku [s] tej samej tapy z bieznig (czas podparcia lapg + czas
przeniesienia tapy)

Czas podparcia [s] Czas kontaktu tapy z bieznig

Czas przeniesienia [s] Czas braku kontaktu tapy z bieznig w czasie jej przenoszenia

Predkos¢ z jaka lapa jest przenoszona (dlugos¢ kroku / czas
przeniesienia tapy)
Czas podparcia wyrazony jako procent czasu cyklu kroku

Predkos¢ przeniesienia [pix./s]

Wspoétczynnik podparcia [%] (czas podparcia/(czas podparcia + czas przeniesienia)
*100%)
Parametry przestrzenne
Dlugos¢ kroku [pix.] Odleglos¢ miedzy kolejnymi §ladami tej samej tapy
Powierzchnia $§ladu [pix.”] Powierzchnia catego $ladu tapy
Rozstaw koficzyn [pix.] 1Sazpearrcr)lliqoéé odstepu pomigdzy obiema przednimi lub tylnymi

pix. — piksele
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Urzadzenie CatWalk jest wykonane z pleksiglasowej, prostokatnej ptyty (biezni) o dtugosci
130 cm, ustawionej rownolegle do podtogi pomieszczenia, z podtaczong swietlowka wzdtuz
jednej z dtuzszych krawedzi biezni. Zielone promienie $§wietlne wysylane na biezni¢ sg
niemal catkowicie rozpraszane. Gdy powierzchnia wewnetrzna lapy zwierzecia jest

w kontakcie z gorng powierzchnia biezni, swiatto jest odbijane od tapy w dot.

Dtugosé kroku tapy tylnej lewej

2 Tont paw | | E—— | e— | — f — — | ——
B nd Haw — [——- ] |1 [——— . ——— ———--->"

| /~ LEGENDA: \

Interwat czasowy 1 sekunda Lapa przednia prawa
Czas fazy podporu tapy tylnej lewe;j - Lapa tylna prawa
Czas fazy przeniesienia tapy tylnej lewej - Lapa przednia lewa
. Lapa tylna lewa
Czas cyklu kroku tapy tylnej lewej L — lewa strona biezni

k P — prawa strona bieiy

Rycina 9. Objasnienie graficznego wyniku z testu CatWalk. Wynik parametryzacji przebiegu
zwierzecia w tescie CatWalk jest przedstawiany w formie wartosci liczbowych oraz w postaci obrazu
(jak wyzej). W panelu a widoczne sq slady tap szczura (parametry przestrzenne); w panelu b
pokazano parametry czasowe, dtugos¢ kolorowych prostokgtow (znaczenie kolorow objasnione
w legendzie) i poziomych przerw miedzy nimi reprezentuje odpowiednio czas fazy podporu tapg i czas
fazy jej przenoszenia; interwat czasowy 1 s jest przedstawiony jako odstep pomiedzy pionowymii,
przerywanymi liniami. W panelu a, fioletowa strzatka oznacza kierunek i zwrot przebiegu szczura,
w panelu b ten sam przebieg ukazany jest od lewej strony do prawej. Parametry chodu objasniono dla
tapy tylnej lewej.

Powstaje w ten sposdb obraz jasnego odcisku tapy na spodniej stronie biezni w czasie
kontaktu tapa-bieznia. Caly przebieg chodu szczura jest rejestrowany za pomocg kamery
umieszczonej na stale pod bieznig i podtaczonej do komputerowej stacji akwizycji danych.
W polu widzenia kamery znajduje si¢ jednoczesnie cato$¢ biezni [Hamers i wsp., 2001;
Encarnacion 1 wsp., 2011]. Aby zwiekszy¢ motywacje szczurOw do przebiegniecia po biezni
bez zatrzymywania si¢, wykorzystano dzwigk recznego dzwonka — sygnat do rozpoczecia
biegu, oraz domek przypominajacy nor¢ (stanowiacy bezpieczne schronienie dla zwierzat)
umieszczony na koncu biezni. W pamieci komputera zapisywano 8 nieprzerwanych

przebiegéw od kazdego zwierzecia zarowno w dniu przed, jak 1 72 godziny po reperfuzji.
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Parametry chodu, ktére uzyskano z kazdego przebiegu (Tabela 2, Rycina 9), obejmowaty:
a) parametry czasowe ($redni czas przebiegu, srednia predkos¢ przebiegu, czas cyklu kroku,
czas podparcia tapa, czas przeniesienia lapy, predkos$¢ przeniesienia lapy, wspoétczynnik
podparcia); b) parametry przestrzenne (dtugos¢ kroku, powierzchnia $ladu, dlugos¢ $ladu,
szeroko$¢ sladu, rozstaw konczyn przednich 1 tylnych). Parametry czasowe wyrazono
odpowiednio w sekundach [s] i1 pikselach na sekunde [pix./s] z wyjatkiem wspoéiczynnika
podparcia wyrazonego w procentach [%]. Wspétczynnik ten okresla jaka czes¢ catego cyklu
kroku stanowi faza, w ktérej konczyna jest w kontakcie z podtozem; parametry przestrzenne

wyrazono w pikselach [pix.] 1 pikselach kwadratowych (powierzchnia) [pix.z].

3.4.2. Ocena aktywnosci ruchowej w tescie otwartego pola

Test otwartego pola byl przeprowadzany bezposrednio po ukonczeniu testu CatWalk.
Do jego wykonania uzywano kwadratowej areny (Stoelting, USA) (100 x 100 cm) otoczonej
nieprzezroczystymi $ciankami o wysokosci 35 cm. Test rozpoczynano od umieszczenia
szczura w centrum areny, a nast¢pnie,w sposob ciagly, za pomoca kamery umieszczonej nad
areng, rejestrowano spontaniczng aktywnos¢ ruchowa zwierzgcia przez 10 minut.
Analizowano nastepujgce parametry: catkowita przebyta droga [cm], czas poruszania si¢ [s],

predkos¢ chodu [cm/s].

3.5. Ocena zaburzen regulacji mikrokrqzenia krwi w strefie poétcienia ischemicznego

Po 24 godzinach od reperfuzji zwierzeta byly ponownie znieczulane ogdlnie
(mieszanina 70%N20/30%02 zawierajaca 5% izofluranu), intubowane przez jame¢ ustna,
podiaczone do respiratora dla gryzoni (UGO Basile 7025) i wentylowane mieszaning 70%
N20/30%02 zawierajaca 2-2,5% izofluranu. Zaintubowane zwierz¢ umieszczano na
termostatowanej podkladce grzewczej. W pozycji lezacej na grzbiecie preparowano prawg
ilewa tetnice udowag oraz prawa zyle udowa. Do kazdego z tych naczyn wprowadzano
kaniule PE50 (kazda wypetniona 0,03 ml 5000 jm/ml heparyny w 1 ml roztworu soli
fizjologicznej).

Nastegpnie zwierze uktadano w pozycji na brzuchu, z glowa unieruchomiong w ramce
stereotaktycznej. W kosci czaszki potkuli niedokrwionej, w obszarach odpowiadajacych
ognisku niedokrwienia i penumbry oczyszczano zagl¢bienia wywiercone poprzedniego dnia,
a nastgpnie umieszczono w nich sondy do pomiaru LDF. Srednie ciénienie tetnicze krwi

(MABP, ang. Mean arterial blood pressure) byto mierzone metoda bezposrednig, za pomoca
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manometru piezoelektrycznego poprzez kaniule¢ wprowadzona do S$wiatla lewej tetnicy
udowej. Monitor LDF oraz manometr potagczone byly z komputerem, za pomoca ktérego
zbierano i cz¢sciowo analizowano uzyskane dane.

Oceniano odpowiedzi mikrokrazenia na hiperkapni¢ (regulacja chemiczna) oraz
zablokowanie syntezy tlenku azotu (regulacja podstawowego napig¢cia naczyh zalezna od
tlenku azotu).

Do badania regulacji chemicznej zastosowano bodziec w postaci 5% CO, dodawanego
do mieszaniny gazéw oddechowych na okres 6 minut. Harmonogram do§wiadczenia byt
nastepujacy: 2 minuty zapisu LDF podczas wentylacji w normokapnii, 6 minut zapisu LDF
podczas wentylacji 5% CO, 1 15 minut zapisu LDF po powrocie do wentylacji
normokapnicznej. Poziom CO, we krwi tetniczej oznaczano w prébkach krwi (~0,2 ml)
pobieranych 2 minuty przed podaniem 5% CO,, w 6 minucie od rozpoczecia wentylacji 5%
CO; i 15 min po powrocie do wentylacji normokapnicznej. Po 30 minutach stabilizacji
mikroprzeptywu krwi w normokapnii byt przeprowadzany test funkcji srédblonka poprzez
ocen¢ odpowiedzi na zablokowanie aktywnos$ci syntazy tlenku azotu za pomocg metylowanej
pochodnej L-argininy (30 mg / kg L-NAME w 0,3 ml roztworu soli fizjologicznej) podane;j
do zyly udowej. Zapis LDF kontynuowano do 30 minut po podaniu L-NAME. Zwierz¢
usmiercano natychmiast po zakonczeniu testu z L-NAME.

Ze wzgledu na zmiany cis$nienia t¢tniczego krwi towarzyszace hiperkapnii
(w mniejszym stopniu) oraz podaniu L-NAME (wzrost MABP > 50%), odpowiedzi
mikrokrazenia nie mozna byto analizowa¢ w oparciu o zmian¢ LDF. Aby uniezalezni¢ reakcj¢
LDF od zmian ci$nienia tetniczego postuzono si¢ indeksem oporu naczyniowego CVRI (ang.
Index of cerebrovacular resistance), uzywanego jako wskaznik oporu naczyniowego
w mikrokrazeniu:

CVRI = MABP/LDF.

W oparciu o zmiany procentowe CVRI (A%CVRI) oceniano odpowiedz mikrokrgzenia na
podanie L-NAME. Natomiast odpowiedZ na hiperkapni¢, oceniano za pomocg indeksu
chemicznego CI (ang. Chemical vasomotor reactivity index) definiowanego jako A%CVRI
przypadajaca na 1 mmHg wzrostu pCO, (ApCO; — réznica pCO, mie¢dzy 6 minutg inhalacji

5% CO; a 2 minutg tuz przed rozpoczeciem tej inhalacji):

CI= A%CVRI/ApCO,.
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3.6. Pobranie tkanek mozgu do badan immunofluorescencyjnych

Siedemdziesiat dwie godziny od momentu reperfuzji zwierzeta w narkozie byly per
fundowane przezsercowo solg fizjologiczng o temperaturze 4°C, a nast¢pnie 4% roztworem
paraformaladehydu (PFA) w PBS. Po wyjeciu z czaszki, mézgi utrwalano dodatkowo przez
2 godziny w 4% PFA i przeprowadzano przez krioprotekcje z uzyciem 20% sacharozy,
a nastepnie zamrazano w temperaturze —80°C. Mozgi byly krojone na skrawki o grubosci
60 um w kriostacie w temperaturze —20°C (Leica, Wetzlar, Niemcy) i przechowywane

w antifreeze water w temperaturze —20°C do czasu barwienia.

3.6.1. Ocena gestosci i szczelnosci naczyn mikrokrgZenia

Po wyjeciu z antifreeze water, skrawki przeptukiwano 3-krotnie roztworem PBS.
Nastgpnie inkubowano przez 1 godzing w mieszaninie permeabilizujgco-blokujace;]
sktadajacej si¢ z PBS z dodatkiem 0,5% Tritonu X-100, 10% normalnej surowicy koziej
(NGS, ang. Normal goat serum) oraz 1% albuminy z surowicy bydlecej (BSA, ang. Bovine
serum albumin).

Skrawki wybarwiono specyficznymi przeciwciatami. W celu detekcji naczyn
krwionos$nych uzyto mysich przeciwcial, skierowanych przeciw markerowi specyficznemu
dla komérek endotelium (mouse anti-RECA-I1, ang. Rat endothelium cells antigen-1,
w rozcienczeniu 1:200; firmy Serotec). Szczelno$¢ bariery krew-mozg oceniano poprzez
detekcje wyciekow surowicy zuszkodzonych mikronaczyn moézgowych przy uzyciu
przeciwciata skierowanego przeciwko szczurzym, natywnym immunoglobulinom klasy IgG
(goat anti-rat 1gG, skoniugowane z Cy3; 1:500; Invitrogen). Skrawki byty inkubowane z tymi
przeciwciatami 12 godzin w temperaturze 4°C, a nastgpnie inkubowane 1 godzing
w temperaturze 22°C z przeciwcialem drugorzegdowym, skoniugowanym z czasteczka
fluorochromu (Alexa Fluor 488, goat anti-mouse 1gG1; 1:500; Invitrogen).

Wybarwione skrawki po przeniesieniu na szkietka podstawowe skanowano (caly
skrawek) za pomocg laserowego mikroskopu konfokalnego AxioObserver Z.1, uzyskiwane
w ten sposéb obrazy mikroskopowe zapisywano w pamigci zewnetrznego dysku twardego.
Barwienie przeprowadzano jednoczasowo na skrawkach pobieranych z kazdej z grup
wymienionych w Tabeli 1, przy czym do analizy iloSciowej (gesto$¢ najmniejszych naczyn
mikrokrazenia oraz szczelno$¢ bariery krew-moézg) pobierano po 1 skrawku moézgu
(lokalizacja ok. 2,20 mm w przéd od Bregmy; wg Paxinos i wsp., 1986) z kazdego szczura

zdanej grupy. W celu kwantyfikacji gestosci 1 szczelno$ci najmniejszych naczyn
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($rednica <20 um), ze skanu calego skrawka wybierano po 2 fragmenty z kory moézgowej
czesci grzbietowej 1 brzusznej (w przyblizeniu okolice kory czotowej 1 ciemieniowej oraz
kory wyspowej; Rycina 10). U szczuréw z grup MCAOR kazdy z wybranych fragmentéw
obejmowat w potowie miejsce uszkodzenia poniedokrwiennego oraz w potowie miejsce tuz
przy tym uszkodzeniu. Uszkodzenie poniedokrwienne lokalizowano na skrawku na podstawie
identyfikacji zaburzonej struktury naczyniowej (barwienie RECA-1, Rycina 10). U szczuréw

z grup SHAM, wybrane fragmenty skrawkow pochodzity z takiej samej lokalizacji

anatomicznej jak u szczuréw z niedokrwieniem.

Rycina 10. Zdjecie mikroskopowe
skrawka mozgu szczura SHR o grubosci
60 um z zaznaczonymi fragmentami
(prostokgtne ramki), ktore wybierano do
dalszej analizy. Skrawek wybarwiony
immunofluorescencyjnie przy uzyciu
przeciwciata pierwszorzedowego,
skierowanego przeciwko markerowi
komorek endotelium RECA-1 wraz

z odpowiednim przeciwciatem
drugorzedowym (zielony) oraz
przeciwciata drugorzedowego anti-rat
IgG (czerwony), skierowanego przeciw
natywnym immunoglobulinom osocza.

W celu kwantyfikacji gesto$ci naczyh obrazy te poddano analizie skeletonizacji
w programie AngioTool [E. Zudaire iwsp., 2011]. Gestos¢ mikronaczyn wyrazano
wystandaryzowang miarg — jako procent powierzchni wycinka (wielko$¢ 8430631 pikseli)
zajmowany przez najmniejsze naczynia krwionosne (ang. Vessels percentage area). Uzyskane
w ten sposéb dane z 2 fragmentoéw kory mézgowej byly w pierwszej kolejnosci usredniane
dla szczura/skrawka a ostatecznie dla grupy.

Miejsca rozszczelnienia BBB rozpoznawano wzrokowo, na podstawie identyfikacji
kolokalizacji przeciwciata drugorzedowego goat anti-rat 1gG z markerem naczyn
krwionosnych (RECA-1). Analizowano naczynia o $rednicy nie wigkszej niz 20 um w polu
2 wycinkéw o wielkosci 7166524 pikseli kazdy. Miejsca rozszczelnienia BBB zliczano
recznie, a uzyskane dane wpisywano do arkusza kalkulacyjnego Excel 2007 i w celu
standaryzacji danych wyrazono ostatecznie w stosunku do gestosci mikronaczyn
w rozpatrywanym regionie skrawka. Uzyskane w ten sposéb dane z 2 fragmentéw kory
moézgowej byly w pierwszej kolejnosci usredniane dla szczura/skrawka a ostatecznie dla
grupy. Stopien przeciekania mikronaczyn wyrazono w postaci wskaznika szczelnosci

mikronaczyn (MLI, ang. Microvessel leakage index), obliczanego jako stosunek liczby miejsc
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przeciekania (Np) do gestosci naczyh o srednicy < 20 pm (Dy) w analizowanym fragmencie

kory mézgowej (MLI = N/ Dy).

3.7. Punkty czasowe, w ktorych przeprowadzano badania wplywu podania NPY(13-36)
W Tabeli 3 przedstawiono opis badan prowadzonych w poszczegdlnych punktach
czasowych doswiadczen, w ktérych prowadzono pomiary parametrow oceniajacych potencjat

ochronny NPY(13-36).

Tabela 3. Charakterystyki punktow czasowych i przeprowadzonych pomiarow.

Punkt czasowy Opis badan prowadzonych w punkcie czasowym

Pig¢ minut przed reperfuzja MCA, zmierzono poziom LDF w strefie
poicienia i odniesiono go do LDF zmierzonego w 5 minucie po

85 minuta niedokrwienia i X . °. . o
rozpoczg¢ciu niedokrwienia, w ten sposéb mozliwa byla ocena

mozgu potencjalnego wpltywu NPY(13-36) podanego w czasie niedokrwienia na
rekrutacj¢ krazenia obocznego do strefy pélcienia.

24 godziny po reperfuzji Badano reaktywno§¢ mikrokrazenia moézgowego na hiperkapnie

faktycznej lub pozorowanej i zablokowanie syntezy NO; oceniano mas¢ ciata szczuréw w odniesieniu

SHAM do masy wyjsciowe;j.

Po 72 godzinach od momentu reperfuzji MCA obszar uszkodzenia
72 godziny po reperfuzji mé.zgu osiqg? maksymalna Wielkos’é. \ tym punkcie czasowym:
zmierzono wielko$¢ uszkodzenia mézgu (martwicy); przeprowadzono
testy behawioralne; zbadano gesto$¢ naczyn mikrokrazenia oraz stopien
rozszczelnienia BBB; oceniano mase ciata szczuréw w odniesieniu do
masy wyjsciowej.

faktycznej lub pozorowanej
SHAM

3.8. Analiza statystyczna danych

Analizy statystyczne, za wyjatkiem metaanaliz, przeprowadzono z uzyciem programu
Statistica (StatSoft). Rozklad normalny zmiennych umozliwit zastosowanie testow
parametrycznych. Wartosci liczbowe podane sg w postaci $redniej arytmetycznej + biad

standardowy (SEM, ang. Standard error of the mean).

3.8.1. Analiza zmian mikroprzeptywu w korze mozgowej w czasie niedokrwienia i reperfuzji
mozgu oraz analiza wielkosci poischemicznego uszkodzenia mozgu

Analize statystyczng réznic wielkosci uszkodzenia moézgu przeprowadzono przy
pomocy jednoczynnikowe] analizy wariancji (ANOVA) 1 testu poréwnan wielokrotnych
Dunett’a. Zmiany LDF w trakcie niedokrwienia/reperfuzji analizowano wielowymiarowa
analiza wariancji (MANOVA) i testem T> Hotteling’a.

Poréwnanie wptywu ogniskowego niedokrwienia moézgu 1 reperfuzji na wielkos¢

uszkodzenia mézgu u szczuréw normotensyjnych SD i1 szczur6w z nadciSnieniem tetniczym
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SHR (poréwnanie pomiedzy grupami kontrolnymi obu szczepoéw) przeprowadzono za
pomoca testu t-Studenta dla pomiaréw niezaleznych, dodatkowo okreslono miar¢ wielkosci
efektu — wspoétczynnik d Cohen’a. W celu szacunkowego poréwnania wptywu podania
NPY(13-36) u obu badanych szczepéw szczuréw oraz wpltywu punktu czasowego podania
NPY(13-36) na wielko$¢ uszkodzenia mézgu zastosowano metod¢ metaanalizy, w ktorej jako
miar¢ efektu zastosowano standaryzowang wielkos¢ efektu — SMD (standaryzowana réznica
srednich, ang. Standardized mean difference). Metaanalize, wraz z wykresem (ang. Forest
plot) przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania RevMan 5.3 (Review Manager 5.3,

Kopenhaga: The Nordic Cochrane Center, The Cochrane Collaboration, 2014).

3.8.2. Analiza wynikéw badan behawioralnych

Nagrania z testu CatWalk 7.1. byly wstepnie analizowane z uzyciem programu
dotaczonego przez producenta (Noldus), natomiast nagrania z testu otwartego pola wstepnie
analizowano w programie EthoVision XT 10. Wszystkie parametry otrzymane z obu testow
zostaly wstepnie wyrazone jako wartosci srednie z wykonania przed MCAOR i 72 godziny po
rozpoczeciu reperfuzji, a nastgpnie jako S$rednie zmiany procentowe (A%), wyrazajace
procentowg réznic¢ pomi¢dzy wykonaniem testu przed MCAOR i 72 godziny po rozpoczeciu
reperfuzji, wedlug wzoru: A% = [(wynik przed MCAOR - wynik 72 godziny po MCAOR)/
wynik przed MCAO]*100%.

Dane z testu CatWalk byly analizowane statystycznie pod wzgledem zmian
wewnatrzgrupowych — analiza réznicy miedzy stanem przed udarem i 72 godziny po
rozpoczeciu reperfuzji (test t-Studenta dla pomiaréw powtarzanych, dla kazdego parametru
oddzielnie) oraz pod wzglegdem réznic migdzygrupowych (poréwnanie Srednich zmian
procentowych), ktére byly analizowane przy pomocy jednoczynnikowej ANOVA i testu
poréwnan wielokrotnych LSD Fisher’a. Dane z testu otwartego pola takze poréwnywano
wewnatrzgrupowo (test t-Studenta dla pomiaréw powtarzanych), poréwnania mi¢dzygrupowe

wykonano jednoczynnikowg ANOVA.

3.8.3. Analiza wynikéw oceny zaburzen regulacji mikrokrqienia krwi i stopnia rekrutacji
krqzenia obocznego do strefy potcienia w czasie niedokrwienia

W dos$wiadczeniach, ktére mialy na celu zbadanie reaktywno$ci naczyn mikrokrazenia
kory mézgowej na hiperkapni¢ i zablokowanie syntazy NO, analiz¢ zmian parametrow
gazometrycznych 1 ci$nienia tg¢tniczego krwi wykonano przy uzyciu jednoczynnikowej

analizy wariancji (ANOVA), z testem poréwnan wielokrotnych LSD Fisher’a. Analize
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charakterystyki hemodynamicznej obszaréw ogniska niedokrwienia i strefy polcienia, czyli
zmian przeplywéw LDF w tych regionach przeprowadzono testem t-Studenta dla jednej
zmiennej wzgledem statej 0% zmiany (ang. One sample t-test), poréwnanie zmian przeptywu
pomiedzy tymi obszarami wykonano testem t-Studenta dla pomiaréw zaleznych (poréwnanie
pomiedzy regionem ogniska 1 penumbry w grupie), natomiast analiz¢ miedzygrupowa
w ramach danego obszaru przeprowadzono jednoczynnikowa ANOVA 1 testem poréwnan
wielokrotnych LSD Fisher’a. Analize stopnia rekrutacji krazenia obocznego do strefy
penumbry przeprowadzono w oparciu o wyliczenie zmiany procentowej (A%): 85 minuta
niedokrwienia vs 5 minuta niedokrwienia w grupie kontrolnej i w grupie z NPY(13-36)
podanym w trakcie niedokrwienia (Rycina 11 B). Istotno$¢ tej zmiany przeplywu oceniano

testem t-Studenta dla jedej zmiennej wzgledem statej 0% zmiany.

600

mikroprzeptyw krwi (LDF) w ognisku niedokrwienia Legenda:
osie pionowe — LDF
0§ pozioma — czas (minuty)

Moment podania dokomorowego

B — mikroprzeptyw krwi (LDF) w strefig pdtcienia (penumbrze)

Piata minuta niedokrwienia (a) Osiemdziesiata pigta minuta niedokrwignia (b)

- 50 9q
- *
| !
LDF LDF LDF
wyjsciowy (5 minut) w trakcie niedokrwienia (90 minut) w trakcie reperfuzji

Rycina 11. Przykladowe zapisy LDF w korze mozgowej w trakcie niedokrwienia i reperfuzji mozgu
w ognisku niedokrwienia (panel A) i w strefie potcienia (panel B). W strefie potcienia oceniana byta
zmiana mikroprzeptywu krwi w 85 minucie niedokrwienia vs 5 minuta niedokrwienia, majgca na celu
oszcowanie ewentualnego wzrostu przeptywu po podaniu NPY(13-36), ktory odzwierciedlatby
rekrutacje krgzenia obocznego. Zmiang mikroprzeptywu okreslano jako zmianeg procentowg wedtug
wzoru: A% = [(przeptyw w punkcie b — przeptyw w punkcie a)/ przeptyw w punkcie a]*100%.

3.8.4. Analiza wynikéw oceny gestosci i szczelnosci naczyn mikrokrgZenia
Dane uzyskane z kwantyfikacji gestosci i stopnia przeciekania mikronaczyn kory
moézgowej analizowano jednoczynnikowa ANOVA i testem porownan wielokrotnych LSD

Fisher’a oraz testem t-Studanta dla pomiar6w niezaleznych.
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4. WYNIKI

4.1. Analiza zmian masy ciata szczurow w kolejnych dobach po reperfuzji mozgu

Na Rycinie 12 przedstawiono zmiany procentowe masy ciala zwierzat 24 i 72 godziny
po faktycznym lub pozorowanym niedokrwieniu i reperfuzji mézgu u szczuréw szczepéw SD
1 SHR (dla zachowania czytelno$ci nie zaznaczono istotnosci statystycznej). Test t-Studenta
dla zmiennych zaleznych wykazal, ze 24 godziny po reperfuzji nastgpit statystycznie istotny
(p < 0,01) i poréwnywalny spadek masy ciata szczuréw w kazdej z badanych grup szczuréw
SD 1 SHR. Byt to spadek wynoszacy od 8 do 13% masy sprzed niedokrwienia lub
niedokrwienia pozorowanego SHAM. W kolejnych dobach masa ciata szczuréow SHAM SD
i SHAM SHR nie ulegata zmianie, natomiast w pozostalych grupach obnizylta si¢ istotnie
statystycznie (p < 0,05 - 0,001) od 15 do 23% masy sprzed niedokrwienia, jak wykazatly
pomiary przeprowadzone 72 godziny po reperfuzji.

Trzyczynnikowa ANOVA (szczep*grupa*czas) wykazata istotny wpltyw czynnikéw
takich jak szczep (p < 0,01), grupa (p < 0,001) oraz czas podania NPY(13-36) (p < 0,001) na
wielkos¢ zmiany masy ciala. Test post hoc LSD Fisher’a wykazal, ze masa ciata szczuréw SD
i SHR w grupie kontrolnej (MCAOR/sdl fizjologiczna) 72 godziny po reperfuzji mézgu byla
istotnie mniejsza (p < 0,001) niz masa szczuré6w SD i SHR 72 godziny po niedokrwieniu
pozorowanym. Podanie NPY(13-36) nie mialo wptywu na mase¢ zwierzat w zadnej z grup (SD

vs SHR; 24 godziny vs 72 godziny po reperfuzji lub niedokrwieniu pozorowanym).

Srednie i przedzialy ufnosci (95,00% . .
. przedzaly (35.00%) Rycina 12. Zmiany

masy ciata szczurow
szczepow SD i SHR
. w czasie 24 godzin
ﬁ% % i 72 godzin po
10 7 o \“% reperfuzji lub
procedurze SHAM.
Dane przedstawiono

Jjako srednie zmiany

procentowe masy (vs
20

masa w dniu

Zmiana procentowa masy ciata [%]
>

procedury) wraz
25

7 95% przedziatami
ufnosci. Doktadny
~3- CZAS . duie si
% SZCZEPt SI:IR SZCZEPt SI:IFl SZCZEPt SI:IFl SZCZEP.' SI.-IR 24n opis dajauje ste
S.D SlD S.D SID == CZAS w tekscie.
72h
GRUPA: MCAOR/sol GRUPA: NPY(13-36) w GRUPA: NPY(13-36) w
GRUPA: Grupa SHAM fizjologiczna trakcie ischemii trakcie reperfuzji
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4.2. Charakterystyka hemodynamiczna ogniska niedokrwienia i strefy potcienia w czasie

niedokrwienia i reperfuzji u szczurow szczepu SD i SHR, wptyw NPY(13-36)

Do analizy danych mikroprzeptywu krwi w korze mézgowej w grupach kontrolnych
(MCAOR z podaniem soli fizjologicznej i.c.v.) pulowano dane uzyskane z badan szczuréw,
ktérym podawano sdl fizjologiczng 30 minut po rozpoczeciu niedokrwienia lub 30 minut po

rozpoczeciu reperfuzji. W ten sposob utworzono grupy kontrolne dla szczepéw SD oraz SHR.

4.2.1. Zmiany LDF podczas ogniskowego niedokrwienia i reperfuzji mozgu u szczurow
szczepu SD

U szczuréw SD obnizenie sygnatlu LDF w regionie ogniska niedokrwienia podczas 90
minut niedokrwienia i1 jego powr6t w czasie reperfuzji byly poréwnywalne w grupie
kontrolnej i u szczuréw traktowanych agonista receptoréw Y2 — NPY(13-36), Rycina 13 A.
Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic miedzy grupami. Podczas 90 minut
niedokrwienia sygnal LDF w tym obszarze kory mézgowej utrzymywat si¢ na poziomie od
20% do 10% wartosci sprzed niedokrwienia, w kazdej z grup.

Analiza wynikow pomiaréw LDF w korze mézgowej w ognisku i obszarze pétcienia
ischemicznego w 5 minucie po wywotaniu niedokrwienia mézgu (test t-Studenta dla jednej
zmiennej), wykazata istotny (p < 0,001), okoto 80% spadek LDF w obszarze ogniska
niedokrwienia oraz okoto 25% spadek w penumbrze w kazdej z grup szczuréw
(p < 0,05 — 0,01), jak przedstawiono na Rycinie 13 B. U szczur6w z niedokrwieniem
pozorowanym SHAM nie odnotowano zmiany sygnalu LDF w obu badanych obszarach kory
moézgowej. Nie odnotowano réznic migdzygrupowych (grupy z niedokrwieniem/reperfuzja
moézgu) w wielkosci zmian sygnatu LDF podczas pomiaréw w regionach ogniska i penumbry,
w trakcie niedokrwienia (jednoczynnikowa MANOVA, Lambda Wilks’a: A = 0,88; F(4, 30)
=0,49; p =0,75).

Na Rycinie 13 C przedstawiono wyniki analizy poziomu LDF w 85 minucie
niedokrwienia w stosunku do LDF w 5 minucie niedokrwienia w strefie penumbry, w grupie
kontrolnej (szczury, ktérym podano dokomorowo sél fizjologiczna w trakcie niedokrwienia)
oraz w grupie szczuréw, ktéorym podano NPY(13-36) w trakcie niedokrwienia. Celem tych
obliczen bylo sprawdzenie czy mikroprzeptyw krwi w korze mézgowej utrzymywat si¢ na
podobnym poziomie przez caly czas trwania niedokrwienia w obu badanych grupach
zwierzat, co w zalozeniu badania mialo oszacowac stopien rekrutacji krazenia obocznego.

W grupie kontrolnej poziom LDF w 85 minucie niedokrwienia nie rdéznil si¢ istotnie
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statystycznie (test t-Studenta dla jednej zmiennej; t(6) = 0,65; p = 0,54) od poziomu
w 5 minucie niedokrwienia, natomiast w grupie traktowanej NPY(13-36) 30 minut po
wywotaniu niedokrwienia LDF wzrést o ~14% (t(5) = 5,52; p < 0,01). Test t-Studenta dla
pomiaréw niezaleznych wykazat istotng r6znic¢ miedzygrupowa (t(11) = 2,97; p < 0,05).
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Rycina 13. Zmiany hemodynamiczne w obszarach ogniska niedokrwienia i penumbry w czasie
90-minutowego zamkniecia tetnicy Srodkowej mozgu u szczuréow SD. Dane przedstawiono jako Srednie
+SEM. Panel A — zapis LDF w ciggu 90 minut niedokrwienia i 15-35 minut reperfuzji w grupie
kontrolnej oraz w grupach traktowanych NPY(13-36) (grupa kontrolna — n = 10, grupa NPY(13-36)
podany podczas MCAO — n = 8, grupa NPY(13-36) podany w czasie reperfuzji —n = 6). Strzatki
oznaczajg moment dokomorowego podania NPY(13-36) lub soli fizjologicznej. Panel B — pordwnanie
procentowego spadku LDF w korze mozgowej w stosunku do wartosci wyjsciowej pomiedzy obszarem
ogniska niedokrwienia i penumbry 5 minut po zamknigeciu MCA lub po wywolaniu niedokrwienia
pozorowanego (SHAM). # p < 0,05; i p < 0,01; i p < 0,001 (test t-Studenta dla jednej zmiennej).
U szczurow z niedokrwieniem spadek w obszarze péitcienia byt znacznie mniejszy niz w obszarze
ogniska niedokrwienia, wykazujgc rozne obszary hemodynamiczne. * p < 0,05; ** p < 0,01;
*%p < 0,001 vs obszar ogniska (test t-Studenta dla pomiarow zaleznych), brak roznic
miedzygrupowych w ramach obu obszarow (MANOVA). Panel C — poréwnanie migdzygrupowe
procentowej zmiany wielkosci przeptywu w obszarze penumbry w 85 minucie wzgledem 5 minuty od
rozpoczecia niedokrwienia. " p < 0,01 (vs 5 minuta, test t-Studenta dla jednej zmiennej); * p < 0,05
(vs grupa kontrolna, test t-Studenta dla pomiarow niezaleznych).
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4.2.2. Zmiany LDF podczas ogniskowego niedokrwienia i reperfuzji mozgu u szczurow
szczepu SHR

U szczuro6w SHR obnizenie LDF podczas niedokrwienia i jego powrdt w czasie
reperfuzji (Rycina 14 A) byly poréwnywalne w grupie kontrolnej i u szczuréw, ktérym

podano agonistg receptoréw Y2 — NPY(13-36), podobnie jak u szczuréw SD.
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Rycina 14. Zmiany hemodynamiczne w obszarach ogniska niedokrwiennego i penumbry w czasie
90-minutowego zamkniegcia tetnicy srodkowej mozgu u szczurow SHR. Dane przedstawiono jako
Srednie + SEM. Panel A — zapis LDF w ciggu 90 minut niedokrwienia i 15-35 minut reperfuzji w
grupie kontrolnej oraz w grupach traktowanych NPY(13-36) (grupa kontrolna —n = 9, grupa NPY(13-
36) podany podczas MCAO — n = 6, grupa NPY(13-36) podany w czasie reperfuzji — n = 5). Strzatki
oznaczajg moment dokomorowego podania NPY(13-36) lub soli fizjologicznej. Panel B — poréwnanie
procentowego spadku LDF w korze mozgowej w stosunku do wartosci wyjsciowej pomiedzy obszarem
ogniska niedokrwienia i strefz potcienia (penumbrg) podczas poczgtkowych 5 minut
niedokrwienia/SHAM; * p < 0,05;™ p < 0,01; ™ p < 0,001 (test t-Studenta dla jednej zmiennej), brak
roznic migdzygrupowych w ramach obu obszarow (MANOVA). U szczuréow z niedokrwieniem spadek
w obszarze potcienia byt znacznie mniejszy niz w obszarze ogniska niedokrwienia, wykazujqgc rozne
obszary hemodynamiczne; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 vs obszar ogniska (test t-Studenta
dla pomiarow zaleznych). Panel C — porownanie migdzygrupowe procentowej zmiany wielkoSci
przeptywu w obszarze penumbry w 85 minucie wzgledem 5 minuty od rozpoczecia niedokrwienia. Brak
roznic wewngtrzgrupowych (test t-Studenta dla jednej zmiennej).
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Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic miedzy grupami. Podczas 90 minut
niedokrwienia sygnat LDF w obszarze mézgu zaopatrywanym w krew przez t¢tnice MCA
(region ogniska niedokrwienia) utrzymywat si¢ na poziomie od 20% do 10% wartos$ci sprzed
niedokrwienia, w kazdej z grup. Poziom redukcji przeptywu krwi byt stabilny i nie byto
istotnych réznic miedzygrupowych w zadnym punkcie czasowym niedokrwienia. Powr6t
sygnatu LDF podczas wczesnej reperfuzji byt réwniez poréwnywalny we wszystkich grupach
szczurow SHR.

Analiza (testem t-Studenta dla jednej zmiennej) wynikéw pomiaréw LDF w korze
moézgowej podczas 5 minuty ogniskowego niedokrwienia mézgu, wykazata istotny, okoto
80% spadek w regionie ogniska niedokrwienia (p < 0,001) oraz okoto 20% spadek w regionie
penumbry (p < 0,05 — 0,001), w kazdej z grup szczuréw, ktérym wywotywano przejsciowe
niedokrwienie moézgu, jak przedstawiono na Rycinie 14 B. Nie odnotowano réznic
mi¢dzygrupowych ani w regionie ogniska, ani penumbry (jednoczynnikowa MANOVA,
Lambda Wilks’a: A = 0,73; F(4, 30) = 1,31; p = 0,29). U szczuréw z niedokrwieniem
pozorowanym (SHAM) nie odnotowano istotnego spadku sygnalu LDF w zZadnym
z badanych regionéw kory mézgowe;.

Na Rycinie 14 C przedstawiono wyniki analizy poziomu LDF w 85 minucie
niedokrwienia w stosunku do poziomu LDF w 5 minucie niedokrwienia w strefie penumbry,
w grupie kontrolnej (podanie dokomorowe soli fizjologicznej w trakcie niedokrwienia) oraz w
grupie szczuréw, ktérym podano NPY(13-36) w trakcie niedokrwienia. Poziom LDF w 85
minucie niedokrwienia w grupie kontrolnej nie réznit si¢ statystycznie istotnie od poziomu
w 5 minucie niedokrwienia, chociaz wida¢ bylo wyrazng tendencje¢ wzrostowa z duzym
rozrzutem warto$ci. Podobna sytuacja byla w grupie szczuré6w SHR, ktére otrzymaty
NPY(13-36) w czasie niedokrwienia. Nie stwierdzono istotnych réznic wewnatrzgrupowych
(t.j. miedzy 5 i 85 minutg niedokrwienia w grupie kontrolnej i grupie, ktérej podano NPY (13-
36), (t(7) =2,09; p=0,07; t(4) = 1,88; p = 0,13; test t-Studenta dla jednej zmiennej).

4.3. Wplyw NPY(13-36) na wielkos¢ obszaru mozgu uszkodzonego niedokrwieniem

u szezurow szczepu SD i SHR

Wielkos¢ obszaru uszkodzenia mézgu, byta znaczaco mniejsza w grupie szczuréw SD
traktowanych NPY(13-36) podczas niedokrwienia i w czasie reperfuzji, w poréwnaniu

z kontrolnymi szczurami SD, ktérym podawano dokomorowo tylko sél fizjologiczng
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(jednoczynnikowa ANOVA, F@3, 25) = 7,87) (Rycina 15 A i B). W grupie kontrolne;j,
34,4 £ 1,4% 1ipsilateralnej potkuli mézgu uleglo uszkodzeniu 72 godziny po reperfuzji
(Rycina 15 B). U szczuréw, ktérym podano NPY(13-36) 30 minut po rozpoczeciu okluzji
tetnicy MCA, wielko$¢ uszkodzenia mézgu wynosita 23,6 £ 2,2% (p < 0,005 vs grupa
kontrolna), podczas gdy u szczuréw, ktérym podawano ten peptyd 30 minut po rozpoczeciu
reperfuzji wyniosta 28,0 + 2,5%, co réwniez roznito si¢ istotnie statystycznie od wielkosci

zawatu w grupie kontrolnej (p < 0,05).
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Rycina 15. Wptyw NPY(13-36) na wielkos¢ uszkodzenia mozgu po 90-minutowym niedokrwieniu
i reperfuzji (mierzone 72 godziny po reperfuzji). A i C — reprezentatywne skrawki mozgow (przekroje
czotowe) wybarwione TTC (panel A — szczury SD; panel C — szczury SHR), B i D — morfometryczna
analiza obszaru uszkodzenia mozgu szczuréow SD (panel B; grupa kontrolna — n = 10, grupa
7 NPY(13-36) podanym podczas MCAO — n = 8, grupa z NPY(13-36) podanym po reperfuzji —n = 6)
i SHR (panel D; grupa kontrolna — n = 10, grupa z NPY(13-36) podanym podczas MCAO — n = 7,
grupa z NPY(13-36) podanym po rozpoczeciu reperfuzji — n = 6). Stupki na wykresie obrazujg
wartosci Srednie + SEM, jednoczynnikowa ANOVA i test Dunnett’a (réznica pomiedzy grupg badang
vs grupa kontrolna: * p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001).
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U szczur6w SHR, jak pokazano na Rycinie 15 C 1 D, 72 godziny po reperfuzji
w grupie kontrolnej uszkodzenie obejmowato 40,48 + 1,41% ipsilateralnej potkuli mézgu.
Wielko$¢ uszkodzenia byta istotnie mniejsza w obu grupach, ktérym podano NPY(13-36)
w porOwnaniu z grupa kontrolng (jednoczynnikowa ANOVA, F(2, 20) = 17,01; p < 0,001).

U szczuréw traktowanych NPY(13-36) 30 minut po rozpocz¢ciu niedokrwienia,
wielko$¢ uszkodzenia wynosita 27,03 + 2,0% 1 byla mniejsza o 33,25% w poréwnaniu
z uszkodzeniem w grupie kontrolnej (p < 0,001). U szczuréw traktowanych NPY(13-36)
minut po rozpoczeciu reperfuzji uzyskano podobne wyniki. Wielko$¢ zawatu wynosita 31,23
+ 2,1% potkuli ipsilateralnej, co oznaczato zmniejszenie wielkoSci udzkodzenia o 22,85%

w poréwnaniu z grupa kontrolng (p < 0,01).

4.3.1. Analiza porownawcza wptywu NPY(13-36) na poniedokrwienne uszkodzenie mozgu
u szczurow szczepu SD i szczurow szczepu SHR

W Tabeli 4 przedstawiono wyniki poréwnania wielkosci uszkodzen moézgu
u szczuréow kontrolnych SD oraz SHR, zmierzonych 72 godziny po reperfuzji. Analiza
porownawcza wykazata, ze szczury SHR miaty istotnie wigksze uszkodzenie moézgu

(p = 0,006) niz szczury SD.

Tabela 4. Poréwnanie wielkosci uszkodzenia mozgu w grupach kontrolnych u szczurow SD i SHR, test
t-Studenta dla pomiarow niezaleznych.

Szczep szczuréw Srednia + SEM [%] t (test t-Studenta) p d Cohen'a
SD (n=10) 34,40 + 1,36

3,11 0,006 1,39
SHR (n =10) 40,48 + 1,41

Rycina 16 przedstawia wyniki metaanalizy wykonanej w celu poréwnania wplywu
NPY(13-36) na uszkodzenie ischemiczne u szczur6w SD (z prawidlowym ci$nieniem
tetniczym) 1 u szczurOw SHR (szczury z nadcisnieniem). Analiza wykazata istotnie duze
rozmiary efektu, wyrazone jako SMD (ang. Standardized mean difference), catkowita
wielkos¢ efektu: SMD = 1,79; Z = 5,83; P < 0,00001 oraz podobienstwo skutecznosci
dziatania NPY(13-36) u obu szczepéw szczuréw (heterogeniczno$¢ w podgrupie
z NPY(13-36) podanym czasie niedokrwienia: P = 0%; P = 0,46; heterogenicznos¢
w podgrupie z NPY(13-36) podanym w czasie reperfuzji: I = 0%; P = 0,38). Podobnie, nie

bylo istotnej réznicy w skutecznosci NPY(13-36) zaleznej od momentu podania (réznica
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miedzy podgrupami nie byla istotna statystycznie: > =41%; P =0,19).
Podsumowujac, wyniki tej metaanalizy uprawniaja do stwierdzenia, ze NPY(13-36)
zadziatat z jednakowa skuteczno$cig zaréwno u szczuréw normotensyjnych jak i szczuréw

z nadci$nieniem w obu wariantach podania (niedokrwienie lub reperfuzja).

Control group Treated with Y2R agonist Std. Mean Difference Std. Mean Difference \
Study or Subgroup Mean  SD Total Mean sD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
1.1.1 Treatment with Y2R agonist during ischemia
TTC cerebral infarction (normotensive rats) 344 44 10 236 6.2 8 262% 1.95[0.78, 3.13] - &
TTC cerebral infarction (hypertensive rats) 4048 45 10 27.03 53 7 185% 264[1.24, 4.04]
Subtotal (85% Cl) 20 15 44.7% 2.24 [1.34, 3.14] il

Heterogeneity: Tau? = 0.00; Chi? = 0.54, df =1 (P =0.46); I?= 0%
Test for overall effect: Z = 4.87 (P < 0.00001)

1.1.2 Treatment with Y2R agonist during reperfusion

TTC cerebral infarction (normotensive rats) 344 44 10 28 6.6 7 323% 1.13[0.07, 2.19] —
TTC cerebral infarction (hypertensive rats) 4048 45 10 31.23 5 6 23.0% 1.87[0.61, 3.12] . T
Subtotal (95% CI) 20 13 553% 1.43[0.62, 2.24] o=
Heterogeneity: Tau? = 0.00; Chi*=0.78,df=1 (P=0.38); I’ = 0%
Test for overall effect: Z = 3.47 (P = 0.0005)
Total (95% Cl) 40 28 100.0% 1.79 [1.19, 2.40] -~
Heterogeneity: Tau? = 0.00; Chiz = 3.01, df = 3 (P =0.39); I2 = 0% 2 6 2 4
Test for overall effect. Z = 5.83 (P <0.00001) Favors control group Favors Y2R agonist

Uest for subgroup differences: Chiz = 1.69, df =1 (P = 0.19), 12 = 41.0% )

Rycina 16. Wykres przedstawiajgcy porownanie wptywu NPY(13-36) na uszkodzenie poniedokrwienne
mozgu, mierzone jako objetos¢ uszkodzenia po 72 godzinach od reperfuzji mozgu u szczurow
z prawidtowym  cisnieniem krwi (szczep SD) i nadcisnieniem tetniczym (szczep SHR),
z wykorzystaniem metody metaanalizy. Oba szczepy szczuréw porownano w ramach dwéch podgrup
okreslajgcych podanie NPY(13-36): podczas niedokrwienia i podczas reperfuzji. Nie odnotowano
roznicy w skutecznosci NPY(13-26) pomiedzy podgrupami oraz w ich obrebie. Na wykresie kwadraty
i linie poziome reprezentujq SMD (standaryzowana roznica Srednich) indywidualnego badania oraz
95% przedziaty ufnosci (CI), a romby reprezentujq sSrednig wazong SMD i 95% CI, SD — odchylenie
standardowe Sredniej, I — wskaznik heterogenicznosci.

4.4. Analiza sprawnosci chodu i sponatnicznej aktywnosci ruchowej 72 godziny po

reperfuzji mozgu, wptyw NPY(13-36)

Podobnie jak w poprzednich analizach, grupe kontrolng (MCAOR z podaniem soli
fizjologicznej) dla kazdego ze szczepéw (SD, SHR) utworzono ze szczurdéw, ktérym
podawano s6l fizjologiczng 30 minut po rozpoczeciu niedokrwienia lub 30 minut po

rozpoczeciu reperfuzji.

4.4.1. Zmiany parametrow chodu wu szczurow szczepu SD w tescie CatWalk
Niedokrwienie/reperfuzja mézgu miato najwickszy wplyw na parametry czasowe

chodu szczuréw SD (Tabela 5).
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Tabela 5. Wptyw MCAOR na parametry chodu u szczurow SD (grupa kontrolna, n = 9).

Wielkos¢
efektu
d Cohen’a

Przed MCAOR
Srednia + SEM

72 h po MCAOR

Parametr chodu Lapa Srednia + SEM

Parametry czasowe

Sredni czas przebiegu [s] 1,544 + 0,101 3,165 + 0,444"" -3,81 0,0051 1,68
[Scrlf]‘lls“]'a predkosé przebiegu o539, 4 493 41,099 2 5,359 740 00001 222
PP 0,204 + 0,007 0,311 +0,024"** -5,53 0,0006 2,02
c Ky krok LP 0,202 + 0,006 0,310 + 0,024 ** -5,28 0,0007 2,01
zas cyklu kroku [s] =57 0,201 % 0,007 0,305 + 0,023 77 544 0,0006 2,01
LT 0,205 + 0,007 0,310 + 0,024 ** -5,23 0,0008 1,99
PP 0,121 + 0,004 0,188 +0,014"** -5,29 0,0007 2,07
Czas podparcia LP 0,123 + 0,004 0,187 +0,014" " 4,74 0,0014 1,96
tapa [s] PT 0,125 + 0,005 0,193 +0,017" " -4,70 0,0015 1,75
LT 0,125 + 0,005 0,202 +0,019" " -4,83 0,0013 1,81
PP 0,082 + 0,003 0,122 + 0,009 ** -5,63 0,0005 1,82
Czas przeniesienia LP 0,080 + 0,002 0,122 + 0,010 " 4,72 0,0015 1,83
tapy [s] PT 0,076 + 0,002 0,110 + 0,006" ** -6,14 0,0003 2,26
LT 0,079 + 0,003 0,107 + 0,005 ** -6,19 0,0003 2,25
o PP 1,964 + 0,114 1,159 +0,1117%F 10,63  0,0000 2,38
Predkos¢ LP 2,078 = 0,094 1212+0,118777 918 0,0000 2,70
f’rs(e;‘sl]es‘e“'a tapy PT 2,134 = 0,098 1,261 + 0,093 77 1020 0,0000 3,04
prx. LT 2,001 +0,103 1,239 +0,075"** 8,13 0,0000 2,80
PP 60,04 + 0,827 60,89 + 0,764 1,11 0,2990 0,36
Wspétezynnik LP 60,84 + 0,923 61,02 + 0,988 0,11 0,9116 0,06
podparcia [%] PT 61,92 + 1,112 63,46 + 0,936 -1,42 0,1922 0,50
LT 61,42 +0,942 64,55 + 1,213" 3,31 0,0107 0,96

Parametry przestrzenne
PP 155,05 £3,51 129,75 £3,16"** 7,03 0,0001 2,52
Dhugosé kroku LP 160,67 + 3,81 134,37 + 3,447 "7 6,51 0,0002 2,41
[pix.] PT 158,75 + 3,76 133,00 +3,35" " 7,36 0,0001 2,41
LT 154,71 + 3,65 129,36 +3,31"** 8,13 0,0000 2,42
PP 167,86 + 5,94 149,63 + 4,70" 2,97 0,0176 1,13
Powierzchnia $ladu LP 171,15 + 4,88 138,43 £ 6,617 481 0,0013 1,88
[pix.] PT 145,91 + 8,04 139,39 + 3,24 0,83 0,4256 0,35
LT 138,97 + 5,26 143,46 + 5,37 0,79 0,4510 0,28
Rozstaw konczyn PL 23,203 + 0,880 19,154 +0,484" " 4,44 0,0022 1,90
[pix.] TEL 33,572 + 0,850 25967 +1,616""" 6,35 0,0002 1,96

PP — prawa przednia tapa, LP — lewa przednia tapa, PT — prawa tylna tapa, LT — lewa tylna tapa, PL — przednie
tapy, TL — tylne tapy; pix. — piksele. Dane przedstawione sq w postaci: Srednie * blgd standardowy sredniej

(SEM). # p <005 " p<00I; o p < 0,001 (test t-Studenta dla pomiaréw powtarzanych)

Siedemdziesigt dwie godziny po reperfuzji w grupie kontrolnej wydtuzyty si¢ zaréwno
czas fazy podporu kazda konczyna, jak i czas przeniesienia kazdej z konczyn, a predkosc

przeniesienia zmniejszyta si¢ dla wszystkich konczyn, w poréwnaniu z ich wartoSciami
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kontrolnymi przed niedokrwieniem u kazdego szczura. Czas fazy podporu lewa przednia tapa
(LP) wzrést o 52,0% (z 0,123 £ 0,005 s przed niedokrwieniem do 0,187 + 0,014 s,
t(8) = -4,74; p < 0,005) 72 godziny po reperfuz;ji.

Czas fazy przeniesienia tapy LP wzrést o 50,6% (z 0,081 £ 0,002 s do 0,122 £ 0,010 s,
t(8) = -4,73; p < 0,005), natomiast predkoS¢ przeniesienia tej tapy spadia o 42,1%
(z 2,078 + 0,094 pikseli/s do 1,212 + 0,118 pikseli/s, t(8) = 9,18; p < 0,001). Zmiany
parametrow czasowych pozostatych trzech konczyn byly statystycznie istotne i podobne do
opisanych dla tapy LP, za wyjatkiem wspoétczynnika podparcia, ktéry zmalat jedynie dla
tylnej, lewej tapy, w stosunkowo matym stopniu (d Cohen’a = 0,96). Spadek predkosci
przeniesienia tapy oraz wydtuzenie faz podporowej 1 przenoszenia konczyny przetozyty si¢ na
istotny wzrost catego cyklu kroku dla kazdej konczyny (p < 0,001, Tabela 5).

Wsréd analizowanych parametrow przestrzennych chodu, jedynie dlugos¢ kroku
ulegta zmniejszeniu — srednio 0 16% (p < 0,005) dla kazdej tapy 72 godziny po przywréceniu
droznosci tgtnicy MCA. Kolejny analizowany parametr przestrzenny — powierzchnia sladu
zmienit si¢ tylko dla obu przednich tap, dla tapy LP zmniejszyt si¢ z 171,15 + 4,88 do 138,43
+ 6,61 pikseli® (t(8) = 4,82; p < 0,005), a tapy PP z 167,86 + 5,94 do 149,64 + 4,70 pikseli’
(t(8) =2,98; p < 0,05), jak pokazano w Tabeli 5.

Rycina 17. Wyniki testu CatWalk, przyktadowe wizualizacje przebiegow szczurow SD z trzech grup;
od gory do dotu: grupa kontrolna, grupa z NPY(13-36) podanym w trakcie niedokrwienia mozgu,
grupa z NPY(13-36) podanym w trakcie reperfuzji. Panele A, C, E — przebiegi przed niedokrwieniem;
panele B, D, F — przebiegi 72 godziny po reperfuzji. Strzatka oznacza kierunek ruchu, na szarych
czesciach panelu odlegtos¢ miedzy pionowymi, przerywanymi liniami oznacza interwat czasowy I s.
W grupie kontrolnej widoczne dla wszystkich tap silne skrocenie dtugosci kroku oraz spadek liczby
krokow stawianych w jednostce czasu. W grupach, ktorym podawano NPY(13-36) widoczna czesciowa
normalizacja obu parametrow w stosunku do przebiegu przed niedokrwieniem.
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4,43;

Rozstaw konczyn zmniejszyt si¢ z 23,20 + 0,88 do 19,15 + 0,48 pikseli (t(8)

p <0,005) dla przednich tap oraz z 33,57 + 0,85 do 25,97 + 1,62 pikseli, (t(8) = 6,35;
p < 0,005 dla tylnych tap.
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Rycina 18. Wptyw agonisty receptorow Y2 — NPY(13-36) na parametry chodu w tescie CatWalk
u szczurow SD 72 godziny po reperfuzji mozgu (n = 5 — 9 szczuréw na grupe). Dane przedstawiono
jako Srednie + SEM zmiany procentowe (4%) miedzy chodem przed niedokrwieniem i po. * p < 0,05,
#p < 0,01i™ p <0001 (réznice wewngtrzgrupowe, test t-Studenta dla pomiaréw powtarzanych);
*p < 0,05 ** p < 0,01 i ***p < 0,001 vs grupa kontrolna (jednoczynnikowa ANOVA 7 testem post
hoc LSD Fisher’a). PP — prawa przednia tapa, LP — lewa przednia tapa, PT — prawa tylna tapa,
LT — lewa tylna tapa.
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Analiza chodu testem CatWalk w tej grupie wykazata, ze zaburzenia chodu widoczne
sa roéwniez po stronie ciala przeciwleglej do pétkuli mézgu z uszkodzeniem
poniedokrwiennym, a wskazniki wielkosci efektu d-Cohena osiagnely najwyzsze wartosci
w zakresie parametrow czasowych (zakres: 0,06 do 3,04; $rednia wartos¢ = 1,84)
w porOwnaniu z parametrami przestrzennymi (zakres: 0,28 do 2,52; §rednia wartos¢ = 1,73).

Traktowanie szczuré6w SD agonistg receptorow Y2 30 minut po rozpoczeciu
niedokrwienia mézgu, normalizowato dlugos¢ kroku dla wszystkich konczyn (Rycina 17
i 18). Dla tapy LP t(8) = 1,36; dla tapy PP t(8) = 1,16; dla tapy PT t(8) = 1,11; dla tapy LT
t(8) = 0,62. Ponadto predkos¢ przeniesienia tapy wzrosta 72 godziny po reperfuzji dla
wszystkich czterech konczyn, w poréwnaniu z grupa kontrolng, dla tapy LP (F(3, 26) = 5,56;
p < 0,001); dla tapy PP (F(3, 26) = 7,87; p < 0,001); dla tapy PT (F(3, 26) = 4,81; p < 0,005);
dla tapy LT (F(3, 26) = 3,83; p < 0,005). Czas przeniesienia ulegl skroceniu (poprawie) dla
wszystkich fap, jednakze z istotng poprawa tylko dla obu przednich tap, dla tapy LP (F(3, 26)
= 3,65, p < 0,005); dla tapy PP (F(3, 26) = 4,23, p < 0,005), natomiast czas fazy podparcia
ulegt istotnemu skréceniu dla wszystkich konczyn, dla tapy LP (F(3, 26) = 3,19; p < 0,05); dla
tapy PP (F(3, 26) = 4,85; p < 0,005), dla tapy PT (F(3, 26) = 4,51; p < 0,05); dla tapy LT
(F(3,26) =5,52; p < 0,005).

Podanie szczurom NPY(13-36) 30 minut po rozpoczeciu reperfuzji normalizowato
dtugos$¢ kroku, podobnie jak w grupie z NPY(13-36) podanym w trakcie niedokrwienia. Dla
tapy LP t(6) = 1,60; dla tapy PP t(6) = 1,74; dla tapy prawej t(6) = 1,74; dla tapy LT
t(6) = 1,37 (Rycina 18 D). Byt to jedyny parametr, ktéry ulegt poprawie w tej grupie dla
wszystkich czterech konczyn. Réwniez skrocit sie (ulegl poprawie) czas fazy podparcia
konczyna, dla tap: PP (F(3, 26) = 4,85; p < 0,05) i LT (F(3, 26) = 5,52; p < 0,05), czas
przeniesienia ulegt skroceniu dla LP (F(3, 26) = 3,65; p < 0,05) oraz wzrosta predkosc
przeniesienia dla tej samej tapy (F(3, 26) = 5,56; p < 0,05), oraz dla tap: PP (F(3, 26) = 7,87; p
<0,05)1PT (F(3, 26) =4,81; p < 0,05).

4.4.2. Zmiany parametrow chodu u szczurow szczepu SHR w tescie CatWalk

Jak pokazano w Tabeli 6, w grupie kontrolnej szczuréw szczepu SHR zmiany chodu
72 godziny po reperfuzji mézgu byly podobne do tych obserwowanych u szczuréw SD.
Sredni czas przebiegu szczura znamiennie (p < 0,01) wzrést o okoto 70%, a $rednia predko$é
biegu obnizyla si¢ znamiennie (p < 0,001) o okoto 40% w poréwnaniu z ich warto$ciami

kontrolnymi przed niedokrwieniem/reperfuzja mézgu.
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Tabela 6. Wptyw MCAOR na parametry chodu u szczurow SHR (grupa kontrolna, n = 9).

Wielkos¢é
efektu
d Cohen’a

Przed MCAOR 72 h po MCAOR t

Parametr chodu Lapa ¢ odnia + SEM Srednia + SEM (t-test)

Parametry czasowe
Sredni czas przebiegu [s] 1,244 + 0,068 2,127 £0,215"" 4,66  0,0016 1,84

Srednia predkosé przebiegu o) 550, 4310 57.077+5519%F 781 00001 236

[cm/s]
PP 0,197 + 0,007 0,297 +0,016"** 27,59 0,0001 2,71
Cuas eykin kroku [s] LP 0,196 + 0,006 0,293 + 0,016::: 27,02 0,0001 2,65
PT 0,193 + 0,006 0,291 + 0,017 7,16 0,0001 2,61
LT 0,194 + 0,007 0,296 + 0,016"** 27,85 0,0001 2,69
PP 0,108 + 0,004 0,170 +0,012*** 6,05  0,0003 2,39
Czas podparcia lapa LP 0,109 + 0,004 0,170 + 0,013""* 5,50 0,0006 2,18
[s] PT 0,122 + 0,005 0,176 +0,012*** 5,80 0,0004 1,95
LT 0,119 + 0,006 0,192 +0,013*** 6,86 0,0001 2,36
PP 0,090 + 0,003 0,126 + 0,005 8,51  0,0000 2,77
Czas przeniesienia LP 0,087 + 0,002 0,123 + 0,006™" 27,10 0,0001 2,84
lapy [s] PT 0,071 + 0,002 0,115 + 0,005 -8,04  0,0000 3,64
LT 0,075 + 0,003 0,104 + 0,005 5,62 0,0005 2,49
- PP 2,023 + 0,077 1,325 +0,078™ 13,04 0,0000 3,02
Predkos¢ LP 2,168 + 0,082 1,402 + 0,093 905 0,000 2,90
f’rg(e;‘sl]es‘e“'a tapy PT 2,595 + 0,107 1,461 +0,1007 1031 0,0000 3,65
prx. LT 2,382 +0,118 1,539 +0,079" 8,41 0,0000 2,80
PP 55,095 + 0,556 56,933 + 1,296 -126  0,2432 0,61
Wspétczynnik LP 55,646 + 0,568 57,152 + 1,598 0,94  0,3725 0,42
podparcia [%] PT 63,163 + 1,005 59,328 + 1,099" 291 0,019 1,21
LT 61,508 + 1,042 63,694 + 1,369 -1,41  0,1970 0,60

Parametry przestrzenne
PP 175,140 £ 3,149 158,477 +4,124"** 7,88 0,0000 1,51
LP 183,610 +3,574 164,387 +4,758"** 6,94  0,0001 1,52

Dlugos¢ kroku [pix.] PT 179351 4,078 160464 +4,745 7" 545  0,0006 1.42
LT 171,118 £3264 155,670 + 4,209 ** 6,36 0,0002 1,37
PP 161312%5398  146.186 % 10.577 108 03105 0,60
Powierzchnia §ladu LP 1635787316 142271 % 11,900 139 02010 0.2
[pix.2] PT  181.785+9.019  167.481 = 11,729 176 0.1161 0.46
LT 165018 + 10368 198,390 = 10.238" 323 _ 0,0120 1.08
Rozstaw Koniczyn PL 13,233 0,596 13,107 £ 0,951 015 08875 005
[pix.] TL. 27740 + 1,127 23.960 + 1,0047 290 0,099 1,18

PP — prawa przednia tapa, LP — lewa przednia tapa, PT — prawa tylna tapa, LT — lewa tylna tapa, PL — przednie
tapy, TL — tylne tapy; pix. — piksele. Dane przedstawione sq w postaci: srednie * blgd standardowy Sredniej

(SEM). # p <0,05; i p <00I; i p < 0,001 (test t-Studenta dla pomiaréw powtarzanych)

Zmiany te byly wynikiem istotnego (p < 0,001) wydtuzenia czasu trwania cyklu kroku

0 ~50% dla wszystkich czterech tap w poréwnaniu z ich warto$ciami kontrolnymi, a bardziej
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szczegotowo: wydtuzeniem zaréwno fazy podporu, jak 1 czasu i predkosci przeniesienia
konczyny.

Wsréd badanych parametréw przestrzennych — jedynie dlugo$¢ kroku ulegla
znacznemu skréceniu, $rednio o 10% dla kazdej tapy (Tabela 6). Zaburzenia chodu widoczne
byly réwniez po stronie ciala przeciwlegtej do pétkuli mézgu z uszkodzeniem
poniedokrwiennym. Podobnie jak u szczuréw szczepu SD, niedokrwienie/reperfuzja mézgu
wywarlo najsilniejszy wptyw na parametry czasowe chodu — wskazniki wielkosci efektu d-
Cohena osiaggnety najwyzsze warto$ci w zakresie parametréw czasowych (zakres: 0,42 do
3,65; srednia warto$¢ = 2,30) w poréwnaniu z parametrami przestrzennymi (zakres: 0,05 do

1,63; srednia wartos¢ = 0,93), jak zestawiono w Tabeli 6.

ight front paw ight front paw ‘ P - L O
s | e | = = —

Rycina 19. Wyniki testu CatWalk, przyktadowe wizualizacje przebiegow szczurow SHR z trzech grup;
od gory do dotu: grupa kontrolna, grupa z NPY(13-36) podanym w trakcie niedokrwienia mozgu,
grupa z NPY(13-36) podanym w trakcie reperfuzji. Panele A, C, E — przebiegi przed niedokrwieniem;
panele B, D, F — przebiegi 72 godziny po reperfuzji. Strzatka oznacza kierunek ruchu, na szarych
czesciach panelu odlegtos¢ miedzy pionowymi, przerywanymi liniami oznacza interwat czasowy 1 s.
W grupie kontrolnej widoczne dla wszystkich tap silne skrocenie dtugosci kroku oraz spadek liczby
krokow stawianych w jednostce czasu. W grupach, ktorym podawano NPY(13-36) widoczna czesciowa
normalizacja obu parametrow w stosunku do przebiegu przed niedokrwieniem.

NPY(13-36) poprawit wybrane parametry chodu w obu grupach szczuréw szczepu
SHR — zaréwno po podaniu w czasie niedokrwienia jak i podczas reperfuzji (Rycina 19 i 20).
Czas przebiegu istotnie skrocit si¢ w obu grupach w poréwnaniu ze wzrostem tego parametru
odnotowanym w grupie kontrolnej (F(2, 17) = 4,77; p < 0,05), a $rednia predkos¢ chodu
znaczgco wzrosta (F(2, 17) = 6,09; p < 0,05). U szczuréw z NPY(13-36), podanym w fazie

niedokrwienia czas trwania cyklu kroku istotnie zmniejszyt si¢ dla wszystkich tap (F(2, 17) =
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7,28; p<0,01) dla PP; (F (2, 17) =4,72; p < 0,01) dla LP; (F(2, 17) = 6,66; p < 0,01) dla PT;
(F(2, 17)=8,07; p<0,01) dla LT, a u szczuréw z NPY(13-36) podanym w trakcie reperfuz;ji
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Rycina 20. Wptyw agonisty receptorow Y2 — NPY(13-36) na parametry chodu w tescie CatWalk
u szczurow SHR 72 godziny po reperfuzji mozgu (n = 5 — 9 szczurow na grupe). Dane przedstawiono
jako Srednie + SEM zmiany procentowe (4%) miedzy chodem przed niedokrwieniem i po. *p < 0,05,
#p <0,01 i ™ p<0,001 (réznice wewngtrzgrupowe, test t-Studenta dla pomiaréw powtarzanych);
*p < 0,05 *p<0,01i**P < 0,001 vs grupa kontrolna (jednoczynnikowa ANOVA z testem post
hoc LSD Fisher’a). PP — prawa przednia tapa, LP — lewa przednia tapa, PT — prawa tylna tapa,
LT — lewa tylna tapa.

60




dla trzech tap (F(2, 17) = 7,28; p < 0,05) dla PP; (F(2, 17) =4,72; p = 0,065) dla LP; (F(2, 17)
= 6,66; p < 0,05) dla PT; (F(2, 17) = 8,07; p < 0,05) dla LT, w pordwnaniu ze zmianami
obserwowanymi w grupie kontrolne;j.

U szczuréw traktowanych NPY(13-36) 30 minut po rozpoczeciu okluzji MCA lub 30
minut po rozpoczeciu reperfuzji, dtugos¢ kroku znaczaco wzrosta w poréwnaniu ze spadkiem
obserwowanym w grupie kontrolnej (F(2, 17) = 5,37; p < 0,05) dla PP; (F(2, 17) = 4,58;
p <0,05) dla LP; (F(2, 17) =3,22; p = 0,065) dla PT; (F(2, 17) =4,13; p < 0,05) dla LT.

Zmiany opisanych powyzej parametrOw sg najbardziej precyzyjne dla tego badania
1co najwazniejsze wskazujg na popraw¢ chodu po zastosowaniu NPY(13-36) w obu
ustalonych punktach czasowych przebiegu ogniskowego niedokrwienia mézgu/reperfuz;ji.
Czas faz sktadowych cyklu kroku wykazywat zmienne réznice migdzygrupowe: faza podporu
(F(2, 17) = 5,68; p < 0,05) dla PP; (F(2, 17) = 4,02; p < 0,05 dla LP); (F(2, 17) = 4,67,
p <0,05) dla PT; (F(2, 17) = 7,51; p = 0,01) dla LT, faza przeniesienia (F(2, 17) = 7,81;
p<0,01) dla PP; (F(2, 17) = 2,91; p = 0,082) dla LP; (F(2, 17) = 4,81; p < 0,05) dla PT;
(F(2,17) ) = 3,13; p = 0,07) dla LT. Predko$¢ przeniesienia znacznie wzrosta dla wszystkich
tap u szczuréw, ktérym podawano NPY(13-36) 30 minut po rozpoczgciu niedokrwienia,
jednak u zwierzat traktowanych NPY(13-36) 30 minut po rozpoczeciu reperfuzji znamienng
poprawe odnotowano tylko dla tapy prawej tylnej (F(2, 17) = 10,20; p < 0,01) dla PP; (F(2,
17) =5,56; p < 0,05) dla LP; (F(2, 17) = 6,65; p < 0,01) dla PT; (F(2, 19) = 6,53; p < 0,01) dla
LT.

4.4.3. Analiza korelacji pomiegdzy zmianami parametrow chodu i wielkoscig uszkodzenia
mozgu, u szczurow szczepu SD i SHR

Wyniki analizy wskazujg na statystycznie istotng (p < 0,05) i silng (wspoétczynnik
korelacji Pearson’a ~0,9) dodatnig korelacje pomiedzy wielkoscia uszkodzenia mézgu
1zmiang czasu cyklu kroku; czasu podparcia lapa (wraz ze zmniejszaniem wielkosci
uszkodzenia, skraca si¢ czas podparcia lapg) oraz czasu przeniesienia tapy (wraz ze
zmniejszaniem wielko$ci uszkodzenia, skraca si¢ czas przeniesienia tapy), Rycina 21 A — F.
Wraz ze zmniejszaniem wielkosci uszkodzenia, skraca si¢ czas powyzszych parametrow
czasowych. Brak jest natomist korelacji pomigdzy wielkoscig uszkodzenia mézgu a zmiang

predkosci chodu oraz dlugosci kroku i predkosci przeniesienia tapy (Rycina 21 G — H).
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A Wspélczynnik korelacji: r = -0,47 B Wspétczynnik korelaciji: r = 0,87
(p=035) (p=002)
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Rycina 21. Wyniki analizy korelacji (wspotczynnik korelacji liniowej Pearson’a pomiedzy zmianami
prametrow chodu i wielkoscig poniedokrwiennego uszkodzenia mozgu (panele A — F) oraz korelacji
pomiegdzy zmiang dtugosci kroku i: zmiang predkosci chodu, zmiang czasu cyklu kroku (panele G i H).
Do analizy wigczono: wszystkie grupy szczurow z niedokrwieniem mozgu, szczepy SD i SHR. Analiza
miata na celu oszacowanie potencjalnych zaleznosci pomiedzy terapeutycznym zmniejszeniem
uszkodzenia mozgu i zmniejszeniem zmian parametrow chodu, 72 godziny po reperfuzji mozgu.
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4.4.4. Zmiany aktywnosci ruchowej u szczurow szczepu SD i SHR w tescie otwartego pola

Mobilno$¢ szczuré6w SD w otwartym polu drastycznie spadta 72 godziny po
niedokrwieniu i reperfuzji mézgu (Tabela 7). Szczury podczas 10-minutowego testu spedzaty
wiekszo$¢ czasu na $rodku areny. Catkowita przebyta droga zmniejszyta si¢ z 4034,3 + 78,3
do 837,1 +236,8 cm (t(5) = 4,33; p < 0,01), czas chodzenia zmniejszyt si¢ z 321,4 + 59,1 do
86,2 + 19,0 s (t(5) = 4,27; p < 0,01) oraz predkos¢ ruchu obnizona z 6,7 + 1,3 do 1,4 £ 0,4
cm/s (t(5) =4,31; p<0,01).

Tabela 7. Wptyw niedokrwienia i reperfuzji na wybrane parametry aktywnosci ruchowej szczuréow SD
i SHR w grupach kontrolnych.

Wielkos¢
efektu
d Cohen’a

Parametr aktywnosci Przed MCAOR 72 h po MCAOR t

ruchowej Srednia + SEM Srednia + SEM (t-test)

Szczury SD (n = 6)

Catkowita droga [cm] 4034,3 +787,3 837,1 +236,8" " 433 0,0075 2,71
Czas chodu [s] 321,4 £59,1 86,2 + 19** 4,27 0,0080 2,19
Predko$¢ chodu [cm/s] 6,7+13 1,3 +04"* 431 0,0077 2,26
Szczury SHR (n =9)

Catkowita droga [cm] 3390,4 + 157,0 1208,7 + 259,0"** 8,06  0,00004 3,40
Czas chodu [s] 366,1 +8 134,2 + 26" ** 9,20  0,00002 4,05
Predkosé¢ chodu [cm/s] 565+03 2,01 £04%** 8,07  0,00004 3,39

i p<0,01; ki p < 0,001 (test t-Studenta dla pomiaréw powtarzanych)

Agonista receptorow Y2 — NPY(13-36) nie poprawil spontanicznej aktywnosci
ruchowej szczuréw SD, mierzonej w tescie otwartego pola (Rycina 22 A). W grupie szczuréw
z NPY(13-36) podanym w trakcie niedokrwienia, calkowita przebyta droga zmniejszyla si¢
z24668,9 + 235,5 cm do 1626,0 = 507,4 cm (t(5) = 5,28; p < 0,005), czas chodzenia
zmniejszyt si¢ z 408,4 + 13,4 s do 138,2 + 41,9 s (t(5) = 6,72; p < 0,005), a predkos¢ chodu
obnizyta si¢ z 7,8 + 0,4 do 2,7 £ 0,8 cm/s (t(5) = 5,26; p < 0,005).

W grupie szczuréw SD, ktérym NPY(13-36) podano w fazie reperfuzji takze nie
odnotowano poprawy mobilnosci w tescie otwartego pola. Catkowita przebyta droga
zmniejszyta si¢ z 5010,1 £ 407,9 do 2211,6 £ 728,0 cm (t(6) = 5,55; p < 0,005), czas ruchu
skrocit sig z 412,1 + 15,3 do 163,3 £41,1 s (t(6) = 7,33; p < 0,001) a predkos$¢ poruszania si¢
zmniejszyta sie¢ z 8,4 + 0,7 do 3,7 + 1,2 cm/s (t(6) = 5,57; p < 0,005).
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Analiza danych z testu otwartego pola u szczuréw SHR wykazata podobne zmiany jak
u szczur6w SD. Mobilnos¢ szczuréw SHR w grupie kontrolnej zmniejszyla si¢ znamiennie 72
godziny po reperfuzji. Jak pokazano w Tabeli 7, w grupie kontrolnej catkowita przebyta
droga, czas chodzenia, predkos$¢ chodu uleglty znacznemu zmniejszeniu, odpowiednio o okoto
64, 63, 64% w poréwnaniu z warto$ciami tych parametréw przed niedokrwieniem.

Nie odnotowano migdzygrupowych réznic w wartosciach zmian poszczegdlnych
parametréw, zatem NPY (13-36) nie poprawit mobilnosci w zadnej z grup eksperymentalnych
SHR (jednoczynnikowa ANOVA, F(2, 17) = 0,34; p = 0,72; F(2, 17) = 0,43; p = 0,66; F(2,
17) = 0,34, p = 0,72; F(2,17) = 0,18; p = 0,84, odpowiednio dla kazdego parametru; Rycina

A catkowita droga czas chodu predkosé chodu B catkowita droga czas chodu predkosé chodu
0 1 0 1
20 + 20 +
40 + 40 +
X X
< <
.60 + .60 +
## aun B ##
80 + 80  ### #H#
# # #
2100 + -100 - BMCAOR/sél fizjologiczna
BNPY(13-36) w trakcie ischemii
BNPY(13-36) w trakcie reperfuzji

Rycina 22. Wptyw NPY(13-36 ) u szczurow SD - panel A (n = 5 — 7 szczuréw na grupe) i SHR - panel
B (n = 5 — 9 szczurow na grupe), poddanych zamknigciu MCA i reperfuzji oraz procedurze SHAM, na
parametry aktywnosci lokomotorycznej w 10-minutowym teScie otwartego pola, 72 godziny po
rozpoczeciu reperfuzji. Dane przedstawiono jako Srednie + SEM zmiany procentowe (A%) miedzy
wynikami przed niedokrwieniem i 72 godziny po reperfuzji; # p < 0,05; i p < 001; i p < 0,001
(réznice wewngtrzgrupowe, test t-Studenta dla pomiarow powtarzanych).
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4.5. Zaburzenia regulacji mikrokrgienia w strefie polcienia ischemicznego u szczurow

szezepu SD 24 godziny po reperfuzji mozgu, wptyw NPY(13-36)

W Tabeli 8 zestawiono wartosci $redniego cis$nienia tetniczego krwi (MABP) oraz

ci$nienia parcjalnego dwutlenku wegla (pCO,) i pH krwi tetniczej we wszystkich grupach

szczurow SD, poddanych testowi na hiperkapnie. MABP nie réznito si¢ istotnie miedzy

grupami ani nie wykazywalo istotnych zmian w trakcie testu. Zaobserowano, ze poziom

pCO, istotnie wzrdst, a pH krwi istotnie zmalalo w 6 minucie inhalacji 5% CO, we

wszystkich grupach (p < 0,001 vs wartos¢ przed podaniem 5% CO,), parametry te ulegaty

normalizacji po 15 minutach od zakonczenia inhalacji CO,.

Tabela 8. Parametry fizjologiczne (Srednie cisnienie tetnicze krwi i gazometria) mierzone podczas
inhalacji 5% CO» u szczuréw SD. Dane zostaly przedstawione jako srednie + SEM.

Grupa i

MABP

pCO;

faza eksperymentu [mmHg] [mmHg] pH
Grupa SHAM (n=9)

2 minuta przed inhalacja 5% CO, 120+ 5 33,22 +2,01 7,49 +0,02
6 minuta inhalacji 5% CO, 115+4 56,33 + 2,50 7,31 0,017
15 minuta po inhalacji 5% CO, 115+5 34,44 +1,93 7,48 £0,02""
MCAOR/sél fizjologiczna (n = 7)

2 minuta przed inhalacja 5% CO, 109 £5 2943 + 1,32 7,50 +£0,02
6 minuta inhalacji 5% CO, 106 +3 51,14 + 1,68 7,32 + 0,02
15 minuta po inhalacji 5% CO, 106 + 4 31,29+ 0,89 7,47 +0,017"
NPY(13-36) w trakcie MCAO (n = 6)

2 minuta przed inhalacja 5% CO, 110+£3 29,17 +£2,29 7,51 £0,02
6 minuta inhalacji 5% CO, 109 + 4 57,67 + 5,45 7,28 + 0,04
15 minuta po inhalacji 5% CO, 106 + 4 30,17+ 1,17 7,46 +0,01""
NPY(13-36) w trakcie reperfuzji (n = 6)

2 minuta przed inhalacja 5% CO, 108 £5 32,67 +1,12 7,46 +0,01
6 minuta inhalacji 5% CO, 107 +3 51,67 + 3,45 7,33 0,017
15 minuta po inhalacji 5% CO, 98 + 4 34,67 +1,15" 7,45+0,01""

MABP — srednie cisnienie tetnicze krwi; i p < 0,001 vs Przed CO,; *** p < 0,001 vs w czasie inhalacji CO,

(MANOVA dla pomiaréow powtarzanych; post hoc test Tukey’a)
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Podczas eksperymentu z dozylnym podaniem L-NAME, MABP wzrosto znaczaco,
o okoto 50% (p < 0,001) w stosunku do warto$ci wyjSciowej 1 utrzymywalo si¢ na tym

poziomie przez 30 minut obserwacji (dane nie przedstawione).

Bgrupa SHAM B MCAOR/sél fizjologiczna M grupa SHAM B MCAOR/s6l fizjologiczna
A B NPY(13-36) w trakcie miedokrwienia ENPY(13-36) w trakcie reperfuzji B BENPY(13-36) w trakcie niedokrwienia B NPY(13-36) w trakcie reperfuzji
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Rycina 23. Wptyw NPY(13-36) u szczurow SD (n = 6 — 9 szczurow na grupe) na odpowiedz
mikrokrgzenia w regionie penumbry na podanie 5% CO; i L-NAME 24 godziny po rozpoczeciu
reperfuzji. Panel A — zmiana procentowa wskaznika oporu naczyniowego (A%CVRI) na 1 mmHg
pCO,, w 6 minucie inhalacji 5% CO,, Panel B — zmiana procentowa CVRI w 30 minucie po dozylnym
podaniu L-NAME (30 mg/kg/0,3 ml soli fizjologicznej). A%CVRI — zmiana procentowa CVRI
vs poziom przed zadziataniem bodzca. Dane zostaty przedstawione jako sSrednie + SEM; i p < 0,01
vs grupa SHAM (jednoczynnikowa ANOVA 7 testem post hoc LSD Fisher’a).

Rycina 23 A i B, przedstawia zmiany CVRI w regionie penumbry w odpowiedzi na
hiperkapni¢ i dozylne podanie L-NAME. MCAOR nie wywarto istotnie statystycznego
wpltywu na odpowiedz mikrokrgzenia na hiperkapni¢ w obszarze penumbry. Obnizenie
indeksu chemicznego (CI) w odpowiedzi na indukowang hiperkapni¢ nie réznilo si¢
pomiedzy grupami (jednoczynnikowa ANOVA, F(@3, 24) = 0,89; p = 0,46; panel A), co
$wiadczy o braku wptywu niedokrwienia/reperfuzji na regulacj¢ chemiczng mikrokrgzenia
w obszarze  penumbry. Wykryto natomiast istotng zmienno$¢  miedzygrupowsa
w odpowiedziach oporu naczyniowego na podanie L-NAME (F(3, 24) = 5,90; p < 0,01).
Istotnie stabsza odpowiedz mikrokrazenia w obszarze penumbry na podanie L-NAME
stwierdzono w grupie kontrolnej szczuréw z MCAOR w poréwnaniu z grupg SHAM
(p <0,01; Rycina 23 B). Podanie NPY(13-36), zaré6wno 30 minut po MCAO jak i 30 minut

po reperfuzji, nie poprawito tej odpowiedzi.
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4.6. Zaburzenia regulacji mikrokrgienia w strefie polcienia ischemicznego u szczurow

szczepu SHR 24 godziny po reperfuzji mozgu, wptyw NPY(13-36)

W Tabeli 9 zestawiono warto$ci Sredniego cis$nienia tetniczego krwi, oraz pCO; 1 pH
krwi tetniczej we wszystkich grupach szczuréw SHR, poddanych testowi na hiperkapnig.
MABP nie réznito si¢ miedzy grupami ani nie wykazywato znaczacych zmian w trakcie testu,
natomiast poziom pCQO; istotnie wzrést, a pH krwi istotnie zmalato w 6 minucie inhalacji 5%
CO, we wszystkich grupach (p < 0,001 vs wartos¢ przed wywotaniem hiperkapnii)
i powracaty do warto$ci normokapnicznych po 15 minutach od zakonczenia inhalacji CO,.
Podczas eksperymentu z dozylnym podaniem L-NAME, MABP wzrosto znaczaco, o okoto
85% (p < 0,01) w stosunku do wartosci wyjsciowej i utrzymywato si¢ na tym poziomie przez

30 minut obserwacji (dane nie przedstawione).

Tabela 9. Parametry fizjologiczne (srednie cisnienie tetnicze krwi i gazometria) mierzone w trakcie
eksperymentu inhalacji 5% CO, u szczuréow SHR. Dane zostaly przedstawione jako Srednie + SEM.

Grupa i MABP pCO;

faza eksperymentu [mmHg] [mmHg] pH
Grupa SHAM (n=7)

2 minuta przed inhalacja 5% CO, 127 +9 36,24 + 0,82 7,44 +0,01
6 minuta inhalacji 5% CO, 1316 54,26 + 2,68 7,31 + 0,03
15 minuta po inhalacji 5% CO, 108 + 12 35,93+1,06" 7,45+0,01""
MCAOR/sél fizjologiczna (n = 8)

2 minuta przed inhalacja 5% CO, 106 +4 33,90 + 0,95 7,46 +0,02
6 minuta inhalacji 5% CO, 116 +3 52,99 + 1,56 7,32 + 0,02
15 minuta po inhalacji 5% CO, 9 +5 33,80+ 1,117 7,48 £0,01°"
NPY(13-36) w trakcie MCAO (n = 5)

2 minuta przed inhalacja 5% CO, 128 +£8 34,20 + 0,86 7,48 +0,01
6 minuta inhalacji 5% CO, 124 +5 54,40 + 341" 7,33 + 0,03
15 minuta po inhalacji 5% CO, 110 +5 37,00+ 1,55 7,47 0,02
NPY(13-36) w trakcie reperfuzji (n = 6)

2 minuta przed inhalacja 5% CO, 110 +£5 33,03 +3,22 7,49 +0,04
6 minuta inhalacji 5% CO, 109 + 6 47,65 +2,51" 7,34 + 0,03
15 minuta po inhalacji 5% CO, 98 + 6 33,55+3,15 7,49 +0,03™

MABP — Srednie cisnienie tetnicze krwi; ###p < 0,001 vs Przed CO,; *** p < 0,001 vs w czasie inhalacji CO,
(MANOVA dla pomiarow powtarzanych; post hoc test Tukey’a)
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Rycina 24 A 1 B przedstawia wyniki badania odpowiedzi LDF w regionie penumbry,
na hiperkapni¢ 1 dozylne podanie L-NAME. Jednoczynnikowa ANOVA wykazala istotng
zmienno$¢ migdzygrupowa w odpowiedziach CVR na indukowang hiperkapnie¢ (F(3, 22) =
4,14; p < 0,05). Istotnie nizszy CI stwierdzono w grupie kontrolnej, w poréwnaniu z grupg
SHAM (p < 0,05). Zaden z wariantéw czasowych podania NPY(13-36) nie poprawil
uposledzonej odpowiedzi na hiperkapni¢ (Rycina 24 A). NPY(13-36) podany w czasie
niedokrwienia wydaje si¢ nawet pogarsza¢ odpowiedz na hiperkapnie¢, ale wynik ten nie
osiggnal istotnosci statystyczne;j.

Zaobserwowano takze istotne roznice migdzygrupowe w reakcji mikrokrazenia na
podanie L-NAME (F(@3, 22) = 4,00; p < 0,05). Podobnie jak w przypadku hiperkapnii,
w grupie kontrolnej odnotowano mniejszg odpowiedz na podanie L-NAME w poréwnaniu
z grupa SHAM (p < 0,01; Rycina 24 B). NPY(13-36), podany podczas reperfuzji przywrdcit
reakcje mikrokrazenia na L-NAME rejonie penumbry (p < 0,05 vs grupa kontrolna).

M grupa SHAM B MCAOR/sdl fizjologiczna M grupa SHAM B MCAOR/s6l fizjologiczna
A @ NPY(13-36) w trakcie miedokrwienia B NPY(13-36) w trakcie reperfuzji B B NPY(13-36) w trakcie niedokrwienia B NPY(13-36) w trakcie reperfuzji
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Rycina 24. Wptyw NPY(13-36) u szczurow SHR (n = 5 — 8 szczurow w grupie) na odpowiedz
mikrokrgzenia w obszarze penumbry na podanie 5% CO, i L-NAME 24 godziny po rozpoczeciu
reperfuzji. Panel A — zmiana procentowa CVRI/I mmHg pCO, w 6 minucie inhalacji 5% CO,,
Panel B — zmiana procentowa CVRI w 30 minucie po dozylnym podaniu L-NAME (30 mg/kg/0,3 ml
soli fizjologicznej). A%CVRI — zmiana procentowa CVRI vs poziom przed zadziataniem bodzca. Dane
zostaly przedstawione jako srednie £ SEM; # p < 0,05; " p < 0,01 vs grupa SHAM; * p < 0,05
w porownaniu 7 grupq kontrolng (jednoczynnikowa ANOVA z testem post hoc LSD Fisher’a).
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4.7. Wpltyw NPY(13-36) na gestos¢ naczyn mikrokrgienia w korze mozgowej u szczurow

szczepu SD i SHR 72 godziny po reperfuzji mozgu

4.7.1. Wptyw NPY(13-36) na gestos¢ naczyn mikrokrqienia u szczurow szczepu SD

Na Rycinie 25 przedstawiono wyniki analizy poréwnawczej gestosci mikronaczyh
w korze moézgowej szczuréw SD (w strefie okolozawatowej, doktadna lokalizacja zostata
opisana w metodyce): jednoczynnikowa ANOVA wykazata istotne zréznicowanie
migdzygrupowe, F(3, 12) = 38,4; p < 0,001. Mikrofotografie (Rycina 25 a - d) oraz histogram
z wynikami analizy pétilosciowej (Rycina 25 1) uwidaczniaja, ze gestos¢ w grupie kontrolnej
(29,6 £ 0,7%) istotnie (p < 0,001) zmniejszyta si¢ 72 godziny po reperfuzji w poréwnaniu
z grupg SHAM (41,6 £ 0,7%). Podania NPY(13-36) w obu wariantach czasowych istotnie

zachowaly gesto$¢ natywng mikronaczyn (p < 0,001 vs grupa kontrolna).

H grupa SHAM

B MCAOR/s6l fizjologiczna

W NPY(13-36) w trakcie ischemii
W NPY(13-36) w trakcie reperfuzji
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Rycina 25. Wplyw podania NPY(13-36) u szczurow szczepu SD (n = 4 szczury w kazdej z grup) na
procentowg gestos¢ mikronaczyn w korze mozgowej 72 godziny po reperfuzji/procedurze SHAM.
Panele a - d pokazujq reprezentatywne mikrofotografie z immunofluorescencyjnego barwienia naczyn
anty-RECA-1 (zielone); skrawki mozgu szczura o grubosci 60 um, zotty pasek skali oznacza 150 um
(a - grupa SHAM, b - grupa kontrolna, ¢ — NPY(13-36) podany podczas niedokrwienia, d — NPY(13-
36) podany podczas reperfuzji); panele e - h pokazujq te same mikrofotografie (w odpowiadajqcej
kolejnosci) analizowane w programie AngioTool 0.6a (National Cancer Institute, USA; Zudaire et al.
2011) — szkieletowa reprezentacja uktadu naczyniowego jest pokazana na czerwono. Panel i
przedstawia wyniki analizy pdtilosciowej procentowej powierzchni naczyn w  uktadnie
miedzygrupowym. Wyniki analizy wskazujg na istotne zmniejszenie gestosci mikronaczyn w grupie
kontrolnej i jej istotne zachowanie w obu grupach traktowanych agonistq receptoréw Y2. Dane
przedstawiono jako Srednie + SEM; ™ p < 0,001 vs grupa SHAM; *** p < 0,001 vs grupa kontrolna
(jednoczynnikowa ANOVA z testem post hoc LSD Fisher’a). Zdjecia mikroskopowe pochodzg
z regionu kory czotowej (Rycina 10).
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4.7.2. Wptyw NPY(13-36) na gestosé naczyn mikrokrgienia u szczurow szczepu SHR

Na Rycinie 26 przedstawiono wyniki analizy poroéwnawczej gestosci mikronaczyn
w korze mézgowej szczuréw SHR (w strefie okolozawalowej): jednoczynnikowa ANOVA
wykazala istotne zréznicowanie miedzygrupowe, F(3, 12) = 3,9; p < 0,05. Mikrofotografie
(Rycina 26 a - d) oraz histogram analizy pétilosciowej (Rycina 26 i) wskazuja, ze gestos¢ w
grupie kontrolnej (28,4 + 3%) istotnie (p < 0,05) zmniejszylta si¢ 72 godziny po reperfuzji w
poréwnaniu z grupg SHAM (35,2 £ 1,6%). Podania NPY(13-36) w obu wariantach
czasowych istotnie zachowatly gesto$¢ natywng mikronaczyn (odpowiednio p < 0,01; p < 0,05

vs grupa kontrolna).

W grupa SHAM

B MCAOR/sél fizjologiczna

W NPY(13-36) w trakcie ischemii
W NPY(13-36) w trakcie reperfuzji
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Rycina 26. Wptyw podania NPY(13-36) u szczuréw szczepu SHR (n = 4 szczury w kazdej z grup) na
procentowq gestos¢ mikronaczyn w korze mozgowej 72 godziny po niedokrwieniu i reperfuzji
mozgu/SHAM. Panele a - d pokazujq reprezentatywne mikrofotografie z immunofluorescencyjnego
barwienia naczyn anty-RECA-1 (zielone); skrawki mozgu szczura o grubosci 60 um, zotty pasek skali
oznacza 150 um (a - grupa SHAM, b - grupa kontrolna, ¢ — NPY(13-36) podczas niedokrwienia, d —
NPY(13-36) podczas reperfuzji); panele e - h pokazujg te same mikrofotografie (w odpowiadajgcej
kolejnosci) analizowane w programie AngioTool 0.6a (National Cancer Institute, USA; Zudaire et al.
2011) — szkieletowa reprezentacja uktadu naczyniowego jest pokazana na czerwono. Panel i
przedstawia wyniki analizy potilosciowej procentowej powierzchni  naczyn w  uktadzie
miedzygrupowym. Wyniki analizy wskazujq na istotne zmniejszenie gestosci mikronaczyn w grupie
przedstawiono jako Srednie + SEM; *p <005 vs grupa SHAM; * p < 0,05, **p < 0,01 vs grupa
kontrolna (jednoczynnikowa ANOVA z testem post hoc LSD Fisher’a). Zdjecia mikroskopowe
pochodzq 7 regionu kory czotowej (Rycina 10).
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4.7.3. Roznice gestosci naczyn mikrokrgienia w korze mozgowej pomiedzy szczepami SD
i SHR

Na Rycinie 27 przedstawiono wyniki analizy poréwnawczej gesto$ci mikronaczyn
w korze mézgowej szczuréw z grupy SHAM, miegdzy szczepami SD i SHR. Test t-Studenta
dla pomiaréw niezaleznych wykazal istotne zréznicowanie miedzygrupowe, (t(6) = 3,57;
p < 0,05). Gestos¢ najmniejszych naczyn mikrokrazenia u szczepu SD byta o 6,4% wigksza
niz u szczepu SHR, odpowiednio: 41,6 + 3,21 35,2 £ 0,8%.

45
44 +
43 r
42 r |
Mt

40 ¢
39 ¢
38 r
37+
36
35t
34+
33t
Rt
3t
30

O Srednia [] Srednia+/-SE | Srednia+/-1,96*SE

Gestos¢ mikronaczyn [%]

x
1
L

SHAM-SD SHAM-SHR

Szczep szczuréw (grupa SHAM)

Rycina 27. Zroznicowanie gestosci najmniejszych naczyn mikrokrqgzenia kory mozgowej pomiedzy
szczepami szezurow SD i SHR w obrebie grupy SHAM (n = 4 szczury na grupe). Reprezentatywne
mikrofotografie z immunofluorescencyjnego barwienia naczyn anty-RECA-1 (skrawki mozgu szczura
o grubosci 60 um) analizowano w programie AngioTool 0.6a (National Cancer Institute, USA;
Zudaire i wsp., 2011). Uzyskane wyniki przedstawiono jako Srednie + SEM; test t-Studenta dla
pomiarow niezaleznych, * p < 0,05.
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4.8. Wpltyw NPY(13-36) na szczelnosé naczyn mikrokrgZenia w korze mozgowej 72 godziny

po reperfuzji mozgu u szczurow szczepu SD i SHR

Badania przeprowadzone z uzyciem przeciwciala przeciwko  szczurzej
immunoglobulinie IgG wykazaty, ze 72 godziny po reperfuzji moézgu w strefie
okotozawatowej obserwuje si¢ wyciek surowicy z podobnie duzej liczby naczyn
mikrokrgzenia u szczuréw SD 1 SHR (Rycina 28). Jak wykazata analiza poréwnawcza,
podanie NPY(13-36) nie zmniejszylo liczby przeciekajacych naczyn u zadnego ze szczepdw
(jednoczynnikowa ANOVA, SD: (F(3, 12) = 1,30; p = 0,32), SHR: (F(3, 12) = 3,24;
p =0,06)), jednakze obserwowano wyrazng tendencj¢ do ich zmniejszenia, szczegdlnie

w przypadku szczuréw SHR.

B grupa SHAM B grupa SHAM

b 0.8 T BMCAOR/sél fizjologiczna
BNPY(13-36) w trakcie niedokrwienia
BNPY(13-36) w trakcie reperfuzji

a 08 T BMCAOR/sél fizjologiczna
BNPY(13-36) w trakcie niedokrwienia
BNPY(13-36) w trakcie reperfuzji

MLI
(Wskaznik szczelnosci mikronaczyn)
o
N
MLI
(Wskaznik szczelnos$ci mikronaczyn)

Rycina 28. Wptyw podania NPY(13-36) u szczurow szczepu SD i SHR (n = 4 szczury w kazdej grupie)
na stopien przeciekania najmniejszych naczyn kory mozgowej w obszarze penumbry 72 godziny po

reperfuzji mozgu. Panel a oraz b — wyniki kwantyfikacyjnej analizy poréwnawczej licznosci
przeciekajgcych naczyn u szczepow SD (a) i SHR (b). Uzyskane wyniki przedstawiono jako
Srednie + SEM; jednoczynnikowa ANOVA. Panele ¢ - e przedstawiajg reprezentatywne

mikrofotografie z immunofluorescencyjnego barwienia naczyn anty-RECA-1 (zielony) i przeciwciatem
przeciwko szczurzym immunoglobulinom 1gG (czerwony) u szczurow szczepu SHR. Panel ¢ — grupa
kontrolna, d — grupa 7z NPY(13-36) podanym w czasie niedokrwienia, e — grupa 7z NPY(13-36)
podanym w czasie reperfuzji; strzatki wskazujg na miejsca przeciekajgce; skrawki mozgu szczura
o grubosci 60 um. Zdjecia mikroskopowe pochodzq z regionu kory czotowej (Rycina 10).
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4.8.1. Ocena szczelnosci naczyn mikrokrgienia w korze mozgowej szczurow SHAM SD
i SHAM SHR

Na Rycinie 29 przedstawiono wyniki oceny poréwnawczej stopnia przeciekania
naczyn mikrokrgzenia w korze moézgowej szczuréw z grupy SHAM, 72 godziny po
pozorowanej reperfuzji. Analiza testem t-Studenta wykazata istotnie wigksza liczbe
nieszczelnych mikronaczyn w grupie szczuréw SHAM szczepu SHR; (t(5) = 3,00 p < 0,05).

Byto ich okoto trzykrotnie wigcej niz w grupie szczuréw SHAM SD.

o 100 um " ’ 100 um

04 +

MLI
(Wskaznik szczelnosci mikronaczyn)

grupa SHAM (szczury szczepu grupa SHAM (szczury szczepu
SD) SHR)

Rycina 29. Zroznicowanie stopnia przeciekania najmniejszych naczyn mikrokrgzenia (bariery krew-
mozg) w korze mozgowej, pomiedzy szczepami szczurow SD i SHR w obrebie grupy SHAM (n = 4
szezury na grupe; skrawki mozgu szczura o grubosci 60 um), 72 godziny po pozorowanej reperfuzji.
Panel a oraz b — reprezentatywne mikrofotografie z immunofluorescencyjnego barwienia naczyn anty-
RECA-1 (zielony) i przeciwko szczurzym immunoglobulinom 1gG (czerwony), odpowiednio u szczurow
SD i SHR. Strzatki wskazujq na miejsca przeciekajgce. Panel ¢ — wyniki kwantyfikacyjnej analizy
porownawczej licznosci przeciekajgcych miejsc w naczyniach, pomiedzy szczepami SD i SHR.
Uzyskane wyniki przedstawiono jako Srednie + SEM; test t-Studenta dla pomiaréw niezaleznych;
*p < 0,05. Zdjecia mikroskopowe pochodzg z regionu kory czotowej (Rycina 10).
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5. DYSKUSJA WYNIKOW

5.1. Uzasadnienie wyboru modelu eksperymentalnego

Badania przeprowadzilem na szczurzym modelu niedokrwienia i reperfuzji mézgu,
bazujacym na czasowym zamknigciu $wiatta tetnicy Srodkowej moézgu za pomoca
wewnatrznaczyniowego filamentu [Longa i wsp., 1989]. Obecnie uwaza si¢, ze sposrod
dostepnych modeli niedokrwienia mézgu, ten odpowiada najlepiej udarowi zatorowemu
moézgu u ludzi [Fluri i wsp., 2015].

Model ten charakteryzuje si¢ obecnoscig strefy poéicienia ischemicznego (penumbry),
istnienie ktdrej potwierdzono za pomoca nieinwazyjnych technik obrazowania takze u ludzi
[del Zoppo i wsp., 2011]. Ponadto, w tym modelu w czasie niedokrwienia i wczesnej
reperfuzji mézgu obserwuje si¢ fale depolaryzacji okolozawalowych, bedace jednym
z wazniejszych proceséw w kaskadzie mechanizméw prowadzacych do powolnej $mierci
neuronéw penumbry i do permanentnego uszkodzenia tego obszaru. Kluczowa rolg
depolaryzacji okolozawalowych w progresji uszkodzenia moézgu po niedokrwieniu
potwierdzono tez u pacjentéw po udarze mézgu [Dreier, 2011; Zandt i wsp., 2013].

Waznym aspektem wyboru tego modelu jest tez fakt, ze moment zamknigcia
i reperfuzji MCA s3 tu pod $cista kontrolg eksperymentatora. Stad tez model ten daje
powtarzalne wyniki i umozliwia przeprowadzenie serii badah ze zmiang czasu zaréwno
okluzji jak 1 reperfuzji mézgu 1 momentu podania potencjalnej substancji o dziataniu
ochronnym [Tatlisumak i wsp., 2007]. Ponadto, wielu badaczy korzysta z tego modelu
i stosuje 90-minutowg okluzje MCA z 72-godzinng reperfuzja, co umozliwia poréwnywanie
wynikoéw otrzymanych przez rézne grupy badawcze 1 gromadzenie swoistego banku wiedzy
o mozliwych mechanizmach neuroprotekc;ji.

Mechnizmy odpowiedzialne za wuszkodzenie mézgu w wyniku niedokrwienia
i reperfuzji sa ztozone i nadal nie do konca wyjasnione, natomiast dos¢ dobrze zdefiniowane
sa czynniki ryzyka udaru, ktoére pogarszaja jego przebieg kliniczny 1 ostateczne skutki
zdrowotne. Najwazniejsze z tych czynnikéw to choroby takie jak: nadcis$nienie tgtnicze,
cukrzyca i hiperlipidemia/otytos¢, odgrywajace istotng role w rozpadzie jednostek nerwowo-
naczyniowych w trakcie udaru mézgu [Boehme i wsp., 2017, Przykaza., 2021]. Mimo to, przy
projektowaniu badan doswiadczalnych nieczesto uwzglednia si¢ fakt, ze udar mézgu jest
powiktany innymi schorzeniami. Metaanaliza przeprowadzona przez O’Collins 1 wsp. w 2013

roku, ujawnita ze wsréd 502 terapii testowanych na zwierzetach pod katem leczenia udaru

74




moézgu u ludzi, tylko 10% z nich byla testowana na zwierzetach z wspdlistniejacym
nadci$nieniem tetniczym. To z pewnos$cia jedna z przyczyn niepowodzenia translacyjnego
wynikow badan doswiadczalnych w udarze mézgu.

Majac na uwadze przytoczone wyzej fakty, w celu zwigkszenia podobienstwa modelu
do sytuacji klinicznej zaprojektowano uzycie w tych badaniach takze szczuréw z genetycznie
uwarunkowanym nadcisnieniem tetniczym. Nalezy podkresli¢, ze zmiany hemodynamiczne
izmiany w krazeniu mézgowym obserwowane u szczuréw SHR s3 podobne do zmian
w ukladzie krazenia oséb z samoistnym nadci$nieniem t¢tniczym [Frohlich, 1972; Iadecola
1 wsp., 2008]. Ponadto, podobnie jak pacjenci doznajacy udaru mézgu, ktorzy oprécz
nadci$nienia tgtniczego maja réznego rodzaju zaburzenia metaboliczne, szczury SHR moga
wykazywa¢ oporno$¢ na insuling i zaburzenia metabolizmu lipidéw [Iritani i wsp., 1977;
Swistocki i wsp., 1993]. Wymienione cechy szczuréw SHR stanowia przyczyne, dla ktérej
ten model nadci$nienia tetniczego jest uwazany za najlepszy odpowiednik nadcisnienia

pierwotnego u ludzi (95% wszystkich chorych z nadci$nieniem tetniczym).

5.2. Wptyw NPY(13-36) na wielkos¢ poniedokrwiennego uszkodzenia mozgu

W przeprowadzonych badaniach wykazalem, ze uszkodzenie mézgu pod wplywem
90-minutowego zamkni¢cia prawej tetnicy S$rodkowej mézgu szczura i 72-godzinnej
reperfuzji jest wigksze u szczur6w ze wspoélistniejacym nadci$nieniem t¢tniczym niz
u szczurOw bez nadcisnienia. U obu szczepow szczuréw selektywny agonista Y2R wykazat
dziatanie protekcyjne, nie tylko wtedy kiedy byt podany w czasie trwania niedokrwienia, ale
takze po podaniu w czasie wczesnej reperfuzji. Ponadto, u szczuréw obu szczepdéw posiadat
podobng skutecznos¢.

Wyniki uzyskane na szczurach SD sa zgodne z opublikowanymi poprzednio,
uzyskanymi w doswiadczeniach na szczurach szczepu Wistar [Smiatowska i wsp., 2009].
Wykazano w nich, ze NPY(13-36) podany do prawej komory mézgu 30 minut po rozpoczeciu
niedokrwienia (120 minut) w takiej samej dawce jak w niniejszych badaniach, zmniejszyt
objeto$¢ poischemicznego uszkodzenia mézgu o 58% w stosunku do obserwowanego w
grupie kontrolne;j.

Dane przedstawione w niniejszej rozprawie poszerzaja jednak wiedz¢ na temat
neuroprotekcyjnych wtasciwosci agonisty receptoréw Y2. Wskazuja nie tylko, ze NPY(13-
36) podany 30 minut po rozpoczeciu niedokrwienia istotnie zmniejszyt objetos¢ martwicy

poniedokrwiennej mézgu u szczuréw SD o 31,4%, ale takze ze jest skuteczny po podaniu
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w czasie reperfuzji mézgu. Po podaniu NPY(13-36) 30 minut po odblokowaniu swiatta MCA
zaobserwowalem zmniejszenie objetosci martwicy u tych szczuréw o 18,6% (vs grupa
kontrolna). Oznacza to, ze dla agonisty Y2R istnieje okno czasowe i, co bardzo wazne, chroni
on tkanki mézgu przed uszkodzeniem reperfuzyjnym [Aronowski i wsp., 1997].

Waznym 1 nowym wynikiem jest takze stwierdzenie ochronnej roli NPY(13-36)
u szczuréw szczepu SHR. Objetos¢ martwicy poniedokrwiennej u tych szczur6w zmniejszyta
si¢ 0 33,3% w stosunku do grupy kontrolnej po podaniu NPY(13-36) w czasie niedokrwienia
10 22,9% po podaniu NPY(13-36) w czasie wczesnej reperfuzji mézgu.

W analizie wynikow niniejszych badan wykazatem, ze objetos¢ uszkodzenia mozgu
w grupach kontrolnych szczuréw SD i SHR jest istotnie niejednakowa, bowiem bezwzgledna
r6znica miedzy nimi wynosi 6,1 % 1 jest istotna statystycznie. Jest to wynik zgodny
z dotychczasowymi danymi z piSmiennictwa, wykazujagcymi ze zwierzeta z nadci$nieniem
tetniczym maja istotnie wicksze poniedokrwienne uszkodzenia moézgu niz zwierzeta
normotensyjne [Duverger i wsp., 1988; Chen i wsp., 2009; Garcia i wsp., 2013].

Jedng z przyczyn, wigkszego wuszkodzenia mézgu po niedokrwieniu przy
wspotobecnym nadci$nieniu tetniczym, jest wzglednie mniejsza objeto$¢ strefy poéicienia,
odzywianej przez krew naptywajaca w trakcie niedokrwienia z rekrutowanego krazenia
obocznego. W mézgu, w ramach jego unaczynienia istnieje kilka systemow zabezpieczen
wlasciwego ukrwienia tkanek, najwazniejsze w tym przypadku wydaja si¢ zespolenia
tetniczo-tgtnicze (LMA, ang. Leptomeningeal anastomoses) w obrgbie naczyn
powierzchniowych opony migkkiej mézgu. Podczas zamknigcia MCA, potaczenia pomigdzy
terytoriami tetnicy moézgowej przedniej oraz tylnej (ang. Anmterior cerebral artery, ACA,;
Posterior cerebral artery, PCA) i MCA moga utrzymac¢ przeptyw do strefy pétcienia, ktérg
zgodnie z teorig mozna dzigki temu uratowac, jesli reperfuzja nastapi odpowiednio szybko lub
zadziata leczenie neuroprotekcyjne [Hossmann, 2006; Cipolla i wsp., 2018a]. Uruchomienie
tego systemu zabezpieczenia ukrwienia obszaru okotozawatowego lezato zapewne u podstaw
mniejszego uszkodzenia mézgu u szczuréw SD. Nadcisnienie t¢tnicze zmniejsza mozliwosci
otwarcia tych anastomoz ze wzgledu na adaptacyjne zmiany strukturalne powstajace w
naczyniach krazenia mézgowego pod wptywem nadci$nienia tetniczego. Do tych zmian
naleza pogrubnienie S$cian naczyn zwigzane z przerostem warstwy Srodkowej (ang.
Hypertrophic remodeling) prowadzace do zmniejszenia $wiatta naczyn i1 zwigkszenia oporu
przeptywu oraz sztywnienie $§ciany naczyniowej [Santisteban i wsp., 2018]. W tym kontekscie
wazna jest informacja pochodzaca z obserwacji klinicznych, ze u pacjentéw z udarem z

towarzyszacym chronicznym nadcisnieniem tetniczym przeptyw przez anastomozy LMA jest
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znacznie zubozony [Fujita 1 wsp., 2019].

Moje badania wykazaly, ze po podaniu NPY(13-36) u szczuréw szczepu SD wraz
z uptywem czasu okluzji dochodzi do poprawy ukrwienia strefy penumbry. Mikroprzeptyw
w koncowej fazie niedokrwienia byt o 14% wyzszy niz tuz po okluzji MCA. To jest
niewatpliwie poprawa doptywu krwi do penumbry, najprawdopodobniej na skutek otwarcia
wyzej wymienionych anastomoz. Takiego efektu podania NPY(13-36) nie zaobserwowatem
u szczur6w SHR. Przeplyw w penumbrze utrzymywat si¢ u nich na tym samym poziomie
przez caly czas niedokrwienia. Co interesujace, u tych szczuréw mozna bylo obserwowacé
tendencj¢ do wzrostu mikroprzeptywu w penumbrze zaréwno w grupie kontrolnej jak
1w grupie z NPY(13-36), ale ze wzgledu na duzy rozrzut wartosci brak bylo istotnosci
statystycznej. Ta tendencja do poprawy ukrwienia penumbry w czasie niedokrwienia
u szczuréw SHR jest najprawdopodobniej zwigzana z wysokim ci$nieniem tetniczym tych
zwierzat 1 naturalng tendencja calego systemu do przeciwstawiania si¢ okluzji/hipoperfuz;ji.
Samorzutne reperfuzje w czasie trwania niedokrwienia sg zjawiskiem czg¢sto obserwowanym
w tym modelu, takze u szczuréw normotensyjnych.

Zatem, zmniejszenie objetosci uszkodzenia mézgu po niedokrwieniu u szczuréw SD
po podaniu agonisty Y2R mozna czg§ciowo wyttumaczy¢ korzystnym wplywem tego peptydu
na ukrwienie penumbry.

U obu szczepéw szczuréw, SD i SHR, mechanizm odpowiedzialny za ochrong mézgu
w niedokrwieniu po podaniu NPY(13-36) moze by¢ zwigzany z, opisanym we wstgpie
rozprawy, hamowaniem ekscytotoksycznosci 1 niekorzystnych zjawisk zachodzacych
w okresie reperfuzji (stres oksydacyjno-nitrozacyjny, depolaryzacje okotozawatowe, stan
zapalny). O hamowaniu proceséw destrukcyjnych przez NPY(13-36) w okresie reperfuzji
w moich badaniach §wiadczy jego korzystne dziatanie po podaniu po odblokowaniu $wiatta
MCA. Hamowanie ekscytotoksycznosci pod wptywem NPY(13-36) obserwowano w modelu
niedokrwienia mézgu in vitro w badaniach na pierwotnych hodowlach mysich neuronéw kory
mozgowej, poddanych deprywacji tlenowo-glukozowej (OGD, ang. Oxygen-glucose
deprivation) [Domin i wsp. 2017]. W tych badaniach, po podaniu NPY(13-36) obserwowano
rowniez zmnejszenie aktywnos$ci kalpain, enzymoéw proteolitycznych stanowigcych jedno
z ogniw w kaskadzie mechanizméw uszkodzenia mézgu po niedokrwieniu, miedzy innymi,
w stosowanym przeze mnie modelu [Bartus i wsp., 1994; Markgraf i wsp., 1998; Peng i wsp.,
2011]. Oprocz bezposredniego wykazania hamowania ekscytotoksyczno$ci (zmniejszenie
uwalniania glutaminianu), w badaniach Domin i wsp. (2017) pokazano takze, ze agonista

Y2R dziala neuroprotekcyjnie po podaniu z opdznieniem 30 minut w stosunku do momentu
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zastosowania OGD.

Odroczone dziatanie neuroprotekcyjne NPY(13-36) obserwowano takze in vivo i in
vitro w modelu ekscytotoksyczno$ci indukowanej przez kwas kainowy w hipokampie
[Smialowska i wsp. 2009]. W badanaich in vivo obserwowano neuroprotekcje, gdy agoniste
Y2R podano do hipokampa godzing po podaniu kwasu kainowego. Efekt neuroprotekcyjny
opdznionego traktowania NPY(13-36) w tym modelu obserwowali wczesniej takze Wu 1 Li
(2005), ktérzy podawali tego agoniste Y2R 8 godzin po wstrzykni¢ciu kwasu kainowego do
hipokampa u myszy. Z kolei w badanaich in vitro na hodowlach pierwotnych komoérek
nerwowych pochodzacych z kory moézgowej 1 hipokampa myszy, NPY(13-36) skutecznie
zapobiegal $mierci neuronéw korowych po podaniu po 1 godzinie, natomiast neuronéw
hipokampa po podaniu po 3 godzinach od rozpoczecia ekspozycji na kwas kainowy
[Smiatowska i wsp., 2009]. Neuroprotekcje po podaniu NPY(13-36) w modelu
ekscytotoksycznosci wywotanej ekspozycja na kwas kainowy obserwowano takze na
skrawkach organotypowych pochodzacych z hipokampa szczura [Xapelli i wsp., 2007].
Wedtug Domin i wsp. (2017), hamowanie nadmiernego wydzielenia glutaminianu moze by¢
jednym z podstawowych mechanizméw dziatania neuroprotekcyjnego, osiaggnietego poprzez
pobudzenie receptoréw Y2. W tym kontekscie przypomne, o czym pisalem we wstepie, ze
aktywacja presynaptycznie usytuowanych receptoréw Y2 prowadzi do hamowania kanaléw
wapniowych aktywowanych napigciem, kanaléw typu N i P/Q. Blokuje to wzrost
wewnatrzkomorkowego stezenia jondéw wapnia, niezbednego do presynaptycznego
uwalniania glutaminianu i w nast¢pstwie zmniejsza prawdopodobienstwo wygenerowania
potencjatu czynnosciowego [Sun 1 wsp., 2001].

Poréwnanie wptywu podania NPY(13-36) do hodowli komérkowych poddanych OGD
[Domin i wsp., 2017] i podania tego agonisty Y2R szczurom z niedokrwieniem mézgu — za
pomoca metaanalizy podgrup, wykazalo znaczaco duze wielkosci efektéw (catkowita
wielkos¢ efektu: RMSSE = 1,29, Z = 6,11, P < 0,00001) oraz duze podobienstwo wielkosci
efektow dziatania NPY(13-36) przeciw niedokrwiennej $mierci komoérek we wszystkich
zastosowanych trybach podania tego agonisty (catkowita heterogeniczno$é: I = 2%, P =
0,38). Wynik ten ujawnia poréwnywalne wielkosci efektow traktowania agonista Y2R
w modelu in vitro, skladajacym si¢ tylko z neuronéw (pierwotna hodowla neuronalna), jak
1 w modelach zawierajacych calg jednostke nerwowo-naczyniowg (szczury). Wykazano takze
brak réznicy pomig¢dzy szczurami normotensyjnymi i szczurami szczepu SHR
(heterogeniczno$é w podgrupie in vivo: I = 0%, P = 0,37). Powyzsze wyniki sugeruja, ze

agonista Y2R chroni nie tylko same neurony, ale takze inne komponenty NVU przeciwko
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niedokrwieniu/reperfuzji i jest podobnie skuteczny w ochronie niedokrwionego modzgu
szczur6w, u ktérych wspotwystepuje nadci$nienie tetnicze, jak 1 szczuréw bez chordb
wspotistniejagcych [Przykaza i Kozniewska., 2022]. Te sugestie zostaly potwierdzone
w badaniach czynnos$ciowych, a takze cz¢sciowo w obserwacjach zmian w regulacji i ggstosci

naczyn mikrokrazenia oméwionych ponize;j.

5.3. Wptyw NPY(13-36) na poniedokrwienne zaburzenia chodu i spontanicznej aktywnosci

ruchowej

Jednym z objawéw charakterystyczntych dla pacjentéw dotknigetych ogniskowym
udarem niedokrwiennym mozgu jest ostabienie sity mig¢sni oraz niedowlad jednej potowy
ciata — zaburzenia posturalne, zaburzenia réwnowagi i chodu. Okoto 70 - 85% wszystkich
pacjentdw przejawia niedowtad potowiczy bezposrednio po udarze [Dobkin, 1991].
Zaburzenia posturalne, zaburzenia chodu 1 zmniejszenie spontanicznej ruchliwosci
obserwowane jest takze u zwierzat po udarze niedokrwiennym [Encarnacion 1 wsp., 2011;
Parkkinen 1 wsp., 2013]. Dlatego tez, w niniejszych badaniach zaplanowane zostato
do$wiadczenie nad wptywem NPY(13-36) na sprawno$¢ chodu i na spontaniczng aktywnos$¢
ruchowg, majace potwierdzi¢, ze morfologicznie obserwowana neuroprotekcja ma implikacje
CZynnosciowe.

Badania czynnosciowe zostaty przeprowadzone 72 godziny po reperfuzji mézgu. Czas
ten jest optymalny na przeprowadzenie takich badan, poniewaz jest wystarczajacy do
rozwinigcia si¢ pelnego uszkodzenia, obrzeku i reakcji zapalnej w moézgu, a takze z drugie;j
strony jest zbyt krétki by rozwinely si¢ znaczace adaptacje do pierwotnego uposledzenia
motorycznego.

Ocene prawidtowosci chodu przeprowadzono z uzyciem testu CatWalk, stuzacego do
automatycznej i kompleksowej cyfrowej analizy parametrow chodu u gryzoni. Wykazatem,
ze 72 godziny po reperfuzji w grupach kontrolnych szczur6w normotensyjnych SD, jak i SHR
istotnym zmianom w stosunku do stanu sprzed niedokrwienia ulegly parametry chodu.
Zmniejszeniu ulegta $rednia predkos¢ chodu zwierzecia (ang. Mean gait speed) oraz dtugosé
kroku (ang. Stride lenght). Poza tym, wydluzyt si¢ czas cyklu kroku (ang. Step cycle
duration), na ktory sktadaja si¢ czas podporu (ang. Stand phase duration) oraz czas fazy
przenoszenia (ang. Swing phase duration). Dla wszystkich konczyn zmiany parametréw

czasowych i dtugosci kroku byly istotne statystycznie i wielkos$cig zblizone u obu badanych
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szczepOw szczurOw. S3 to wyniki pozostajace w zgodzie z danymi dostgpnymi
w pisSmiennictwie [Encarnacion i wsp., 2011; Parkkinen 1 wsp., 2013]. Wykazalem takze, ze
NPY(13-36) poprawia chdd szczuréw obu szczepéw. Zaobserwowatem istotne zmniejszenie
zmian procentowych (dzien przed niedokrwieniem vs 72 godziny po reperfuzji) niektérych
z zaburzonych parametréw chodu szczuréw SD i1 SHR w stosunku do grup kontrolnych,
zarowno w grupach z NPY(13-36) podanym podczas ischemii mézgu jak i, w mniejszym
stopniu — po podaniu peptydu po rekanalizacji MCA. Parametrami, ktére ulegly najwiekszej
poprawie byly: czas cyklu kroku oraz dtugos$¢ kroku, bedace istotnymi korelatami predkosci
chodu.

Poprawa sprawnosci chodu po podaniu NPY(13-36) moze wynika¢ bezposrednio ze
zmniejszenia obszaru uszkodzenia moézgu pod wplywem tego peptydu. Przeprowadzona
przeze mnie analiza korelacji pomiedzy wielko$cig uszkodzenia mézgu a zmianami
wybranych parametréw chodu, tacznie u obu szczepéw szczuréw, wskazuje, ze taka korelacja
istnieje jedynie w stosunku do niektorych parametrow chodu. Wyniki analizy wskazuja na
statystycznie istotng (p < 0,05) i silng (wspoétczynnik korelacji Pearson’a ~ 0,9) dodatnig
korelacje pomiedzy wielkoscig uszkodzenia mézgu i: zmiang czasu cyklu kroku; czasu
podparcia tapa; czasu przeniesienia tapy. Oznacza to, ze wraz ze zmniejszeniem wielkosci
uszkodzenia, skraca si¢ czas kazdego z tych parametrow charakteryzujagcych chdéd. Natomiast
nie stwierdzitem istnienia korelacji pomiedzy wielkoscig uszkodzenia mézgu, a zmiang
predkosci chodu oraz dtugosci kroku i predkosci przeniesienia tapy. Dwa z tych parametréow —
predkos¢ chodu oraz dlugos¢ kroku sg kluczowymi parametrami oceny chodu, ktérych
poprawa po podaniu NPY(13-36) jest najwigcksza. Uwazam wiec, ze na podstawie
otrzymanych wynikéw analizy korelacji oraz samych wynikéw testu CatWalk, mozna
wysung¢ hipoteze, ze NPY(13-36) poprawil poudarowe uposledzenie chodu nie tylko poprzez
zmniejszenie wielkosci martwicy w moézgu. Dla dopetnienia analizy, zbadatem réwniez
korelacj¢ pomiedzy zmiang dtugosci kroku i zmiang $redniej predkosci chodu oraz zmiang
czasu cyklu kroku, obie korelacje okazaly si¢ statystycznie istotne (p < 0,05), i silne
(wspdtczynnik korelacji Pearson’a ~0,9) — wraz z wydtuzeniem dtugosci kroku, wydtuza si¢
srednia predkos¢ chodu oraz skraca czas cyklu kroku.

Wyniki badania dwdch ostatnich korelacji wskazuja, ze wzrost predkosci chodu oraz
skracanie czasu cyklu kroku u leczonych szczuréw z udarem mézgu s3a zwigzane
z wydtuzaniem si¢ kroku, co jest zgodne z zaleznoS$ciami opisanymi przez Herbin’a i wsp.
(2004, 2006). W tych badaniach chodu zdrowych gryzoni (myszy) stwierdzono podobne

zaleznosci predkosci 1 parametréw dynamiki konczyn. Wykryto, ze w chodzie typu
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symetrycznego, wzrost predkosci na ogét wynika w réwnym stopniu ze wzrostu
czestotliwosci krokow (cadence), jak 1 dlugosci kroku. Z drugiej strony w chodzie
niesymetrycznm wzrost predkosci chodu osiggany jest r6znie — w zalezno$ci od wielkosSci
tejze predkosci. Wraz ze wzrostem predkosci, rosnie ona najpierw w wyniku zwiekszonej
czestotliwosci krokdw, a nastepnie, jak w chodach symetrycznych, wzrostem w réwnym
stopniu obu zmiennych i1 wreszcie przy bardzo duzej predkosci, wzrasta ona wraz ze
wzrostem dtugosci kroku. W obu, chodzie symetrycznm i niesymetrycznym, skrécenie czasu
cyklu kroku — faz podporu konczyng i przeniesienia konczyny — przyczynia si¢ do wzrostu
czestotliwosci krokow.

Reasumujgc, choéd badanych przeze mnie zwierzat przyspiesza si¢ wedle
charakterystyki zgodnej z danymi piSmiennictwa, aczkolwiek sam wplyw agonisty Y2R na
poprawe chodu, prawdopodobnie nie moze by¢ wyjasniony jedynie zmniejszeniem wielko$ci
poudarowego uszkodzenia mézgu. Predkos¢ chodzenia moze by¢ réwniez interpretowana
jako czeSciowy wyznacznik ogdlnej kondycji szczura, na ktéry moze mie¢ wpltyw wiele
czynnikéw. Niektorzy autorzy zwracali uwage, ze zalezno$¢ wielkosci poniedokrwiennego
uszkodzenia mézgu i wynikow badania funkcjonalnego nie jest jasna [Turner i wsp., 2016].
Jednym z dodatkowych wptywéw terapeutycznych pobudzenia Y2R moglto by by¢é
zmniejszenie uogdlnionego stanu zapalnego lub obrzgku moézgu [Lee 1 wsp., 2022; praca
przegladowa Przykaza i Kozniewska, 2022]. Badajac potencjalne zwigzki o dziataniu
ochronnym w niedokrwieniu mézgu nalezy uwzglednia¢ wymienione wyzej aspekty
metodologiczne i interpretacyjne.

W tescie otwartego pola, ktory przeprowadzilem u obu szczepdw szczuréw zaréwno
przed ogniskowym niedokrwieniem/reperfuzja mézgu jak i 72 godziny po reperfuzji mézgu
obserwowano istotny wptyw niedokrwienia na oceniane parametry aktywnosci ruchowe;j.
Istotnemu zmniejszeniu ulegly: predko$s¢ chodu (ang. Velocity); czas spedzony na
przemieszczaniu si¢ (ang. Moving time); a takze calkowita przebyta droga (ang. Total
distance). Badane zwierzeta przejawialy matoruchliwo$¢, umieszczone na poczatku badania
w centrum areny otwartego pola pozostawaly w nim wigkszo$¢ czasu testowego lub
przemieszczaty si¢ pod $cian¢ otaczajaca aren¢ i tam pozostawaly przez wigkszo$¢ czasu.

W obu grupach szczuréw SD i SHR, ktérym podano NPY(13-36) nie zaobserwowano
poprawy ruchliwosci spontanicznej w tescie otwartego pola.

Test otwartego pola jest technicznie stosunkowo prosta metodg oceny spontanicznej
aktywnos$ci ruchowej gryzoni, ale na wzorce eksploracji wptywa takze stan emocjonalny

badanych zwierzat, stad wyniki testu 1 ich interpretacja moga by¢ bardzo skomplikowane.

e L




Jednakze przede wszystkim aktywnos¢ zwierzat w otwartym polu nie jest wywotywana
dodatkowymi bodZzcami prdcz pustej przestrzeni otoczonej Sciankami, stad mozna zatozy¢, ze
jest woluntaryczna, czyli w petlni zalezna od sumarycznej kondycji zwierzgcia,
w przeciwienstwie do testu chodu CatWalk, w ktéorym poczatek ruchu jest niejako
wymuszony na zwierzeciu poprzez stymulacje dzwigkiem dzwonka.

Matoruchliwo$s¢ w otwartym polu po niedokrwieniu mézgu opisywano tez
w badanaich na myszach [Li i wsp., 2005; Winter i wsp., 2005]. Doktadny czas
matoruchliwosci po niedokrwieniu opisywany w pi$miennictwie jest zréznicowany
i prawdopodobnie zalezny od wielu czynnikéw, w tym np. modelu niedokrwienia mézgu,
ciezkos$ci procedury chirurgicznej 1 gatunku oraz szczepu zwierzecia. Nalezy nadmieni¢, ze
niektérzy autorzy obserwowali takze zjawisko nadmiernej aktywnosci ruchowej — po raz
pierwszy opisane u szczuréw, ale wykazane rowniez u myszy, rozpoczynajace si¢ kilka dni po
niedokrwieniu mézgu, i mogace trwac¢ nawet do kilku miesiecy [Winter 1 wsp., 2005; Kilic
1 wsp., 2008].

Z jednej strony jednoczesne wystgpienie efektu poprawy funkcji chodu oraz brak
poprawy aktywnos$ci ruchowej/eksploracyjnej mozna tlumaczy¢ zréznicowaniem istoty
przeprowadzonych testow. W tescie CatWalk, jak wspomialem wyzej, zwierzgta byly
stymulowane do rozpoczecia biegu po biezni, natomiast w tescie otwartego pola nie
otrzymywaty zadnego bodzca zewng¢trznego. Drugg prawdopodobng przyczyna mégt byc
brak efektu ochronnego agonisty Y2R na poniedokrwienne uszkodzenie prazkowia
grzbietowego. Uzyskane w niniejszych eksperymentach obrazy morfologiczne (TTC)
wskazuja na duze uszkodzenie prazkowia w grupie kontrolnej, oraz na maty (ale widoczny)
efekt protekcyjny agonisty Y2R uwidaczniajacy si¢ w dolnej partii pragzkowia — prazkowiu
brzusznym. Cze$¢ grzbietowa prazkowia bierze udzial w regulacji spontanicznej aktywnosci
i podejmowania decyzji, jego uszkodzenie moze spowodowac objawy depresyjne, w tym
matoruchliwos¢. W czesci brzusznej pragzkowia znajduja si¢ miedzy innymi skupiska istoty
szarej regulujgce funkcje chodu. Wykazano zrdéznicowang dystrybucje receptoréw Y2
w prazkowiu, charakteryzujaca si¢ ich brakiem w prazkowiu grzbietowym i wykrywalng
obecnoscig w prazkowiu brzusznym (Nucleus accumbens) [Stani¢ i wsp., 2006].

Inng przyczyna mégt by¢ sposéb podania NPY(13-36), aplikowano go bowiem
poprzez iniekcje dokomorowa, co réwniez jest dodatkowym czynnikiem, mogacym pogtebic
uszkodzenie moézgu, lub tez wywota¢ niewielkie wewnatrzmézgowe wylewy krwi, co

mogtoby by¢ przyczyng zmniejszenia aktywnos$ci spontanicznej zwierzat.
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W przysztosci nalezatoby zastosowac czgsteczki, ktérych kowalencyjne przylaczenie
do peptydu NPY(13-36), spowodowatoby uzyskanie przez agonist¢ mozliwosci penetracji
bariery krew-mozg, stad umozliwitoby podanie agonisty poprzez iniekcje dootrzewnowe lub
dozylne [Bechara i wsp., 2013; Guidotti i wsp., 2017].

W kontekScie wynikow niniejszych badan 1 podkreslonych na poczatku dyskusji
podobienstw zastosowanego modelu do udaru niedokrwiennego u ludzi warto jest wspomnie¢
o zaburzeniach chodu obserwowanych u pacjentéw z tym typem udaru.

U pacjentéw po udarze, zwigzanym z zatorem tetnicy srodkowej mézgu, stwierdza si¢
glebokie zaburzenia chodu zwigzane z uszkodzeniem w obszarach odpowiedzialnych za
kontrol¢ lokomocji oraz z ostabieniem mi¢sniowym po stronie ciata przeciwnej
(kontralateralnej) do wuszkodzonej potkuli moézgu. Zmniejszona predkos¢ chodu jest
charakterystyczng oznakg zaburzen chodu po udarze. Wraz ze spadkiem predkosci chodu,
zarowno dlugos¢ kroku, jak i frekwencja krokéw (liczba krokéw na jednostke czasu; ang.
Cadence) s3 mniejsze niz wartosci u oséb pelnosprawnych. Na predkos¢ chodu ludzi jak
i szczuréw bezposredni wptyw maja czas cyku kroku (czyli sumaryczny czas poszczegdlnych
jego faz — fazy podporu konczyng i fazy przenoszenia konczyny) oraz dlugos¢ kroku [von
Schroeder i wsp., 1995; Balaban i wsp., 2014]. Predkos¢ jest wskaznikiem catosciowej
wydajnosci chodu i jest bardzo waznym parametrem w ocenie sprawnosci pacjentOw po
udarze jak i w ocenie ewentualnych postgpéw w ich rehabilitacji poudarowej czy tez

skutecznosci leczenia samego niedokrwienia mézgu.

5.4. Wptyw NPY(13-36) na zaburzenia regulacji mikrokrqienia krwi w korze mozgowej

w strefie potcienia ischemicznego

W dos$wiadczeniach tej serii badan stwierdzono, ze odpowiedz mikrokrazenia kory
moézgowej w potkuli ipsilateralnej w obszarze poéicienia ischemicznego na indukowang
hiperkapni¢ nie zmienita si¢ istotnie u szczuréw szczepu SD 24 godziny po reperfuzji, ulegta
natomiast istotnemu pogorszeniu u szczurOw SHR. Po podaniu NPY(13-36), odpowiedz na
hiperkapni¢ u tych szczuréw nie ulegta poprawie, niezaleznie od wariantu podania peptydu.

W warunkach fizjologicznych, wzrost pCO, wptywa hamujaco na mi¢sniéwke gladka
Sciany naczyniowej, co prowadzi do rozszerzenia naczyn i zmniejszenia tym samym oporu
naczyniowego. Reakcja ta jest proporcjonalna do zmiany pCO, w zakresie od 20 mmHg do
80 mmHg. Rozszerzenie naczyn mikrokrazenia moézgowego w hiperkapnii zalezy

bezposrednio od obnizenia pH w przestrzeni okolonaczyniowej [Kontos i wsp., 1977].
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Odpowiedz jest niezalezna od funkcji srodbtonka, a ewentualny udzial w niej tlenku azotu
zalezy od NO pochodzenia nerwowego, uwalnianego z zakonczen nitrergicznych [Lindauer
i wsp., 2001].

Wyniki otrzymane w moich badaniach u szczuré6w SD sg zgodne z publikacjami
innych autoréw, ktérzy prowadzili obserwacje w tym samym modelu 90-minutowego
zamkni¢cia MCA [Ono i wsp., 1997; Olah i wsp., 2000]. W ich przypadku, krétszy byt czas
reperfuzji, po ktérym prowadzono badania reaktywnosci na hiperkapni¢. Cytowani autorzy
obserwowali znaczne uposledzenie reaktywnosci na CO; podczas niedokrwienia (pomiar byt
mozliwy dzigki zastosowaniu techniki jadrowego rezonansu magnetycznego) zaréwno
w ognisku niedokrwienia jak 1 w penumbrze. W ciggu kilku godzin reperfuzji reaktywno$¢ na
CO, powoli powracala, ale jedynie w korze mézgowej penumbry. Wyniki opisane w mojej
pracy dotycza 24 godzin po reperfuzji, wiec tym bardziej reaktywno$¢ na CO, w obszarze
penumbry powinna by¢ zachowana.

Zmniejszenie reaktywnosci na CO, w mikrokrazeniu w korze mézgowej w strefie
penumbry u szczuréw SHR po niedokrwieniu jest najprawdopodobniej zwigzane
z natozeniem si¢ stresu oksydacyjnego spowodowanego niedokrwieniem i reperfuzjg na
zmiany wywotane samym nadcisnieniem. W nadci$nieniu tetniczym u szczur6w SHR
opisywane s3 zmiany strukturalne w migsniach gladkich sciany naczyniowej oraz zmiany
regulacji napigcia $ciany zwigzane ze stresem oksydacyjnym [Baumbach i wsp., 1988;
Iadecola i wsp., 2008]. Zmiany strukturalne maja charakter adaptacyjny, polegaja na
przero$cie 1 rozplemie komérek miesni gladkich, prowadzacym do pogrubienia $ciany
naczyniowej oraz zwezenia swiatta. Zmiany te powoduja przesunigcie krzywej autoregulacji
przepltywu w stron¢ wiekszych warto$ci ci$nienia, co umozliwia ochron¢ mikrokrazenia przed
propagacja wysokiego cisnienia do tej czgs$¢ toza naczyniowego. Nie wydaje si¢ natomiast,
zeby uposledzeniu ulegata zdolno$¢ miesni gtadkich do rozkurczu [ladecola i wsp., 2019].

Stres oksydacyjny wywolany nadci$nieniem polega miedzy innymi na produkcji
wolnych rodnikéw tlenowych (ROS, ang. Reactive oxygen species) przez uklady naczyniowe:
NOX (zwtaszcza izoform¢ NOX2; ang. NADPH oxidase) i XO (ang. Xanthine oxidase)
[Tadecola i wsp., 2008]. Wykazano, ze aktywnos¢ NOX2 i XO jest zwigkszona w naczyniach
zwierzat czy tez pacjentéw z nadci$nieniem tetniczym [Datla 1 wsp., 2010]. Zwigkszenie
aktywnosci NOX2 prowadzi do wzrostu wytwarzania anionorodnika ponadtlenkowego 0%,
ktory reaguje z NO tworzac wysoce reaktywny rodnik — nadtlenoazotyn. Stan ten nazywa si¢
czynnosciowym rozprz¢zeniem (ang. Functional uncoupling) eNOS. W ten sposéb zmniejsza

si¢ biodostepnos¢ NO 1 powstaje brak réwnowagi miedzy tym waznym czynnikiem
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rozszerzajacym naczynia krwionosne a czynnikami zwezajacymi naczynia, co zaburza
regulacje napiecia $ciany naczyn [Pacher 1 wsp., 2007; Touyz i wsp. 2020]. Drugim aspektem
rozprzezenia eNOS, jest generowanie przez nia duzych ilosci O, do czego powréce a dalszej
czesci dyskus;ji.

W patofizjologii nadcis$nienia tetniczego wazng role odgrywaja réwniez zapalenie
ogollnoustrojowe 1 neurozapalenie. Trwajace procesy produkcji ROS 1 neurozapalenie
prawdopodobnie uszkadzajga rézne komorki, ktére w zwigzku z tym uwalniajg czasteczki
bedace sygnalami DAMPs [McCarthy i wsp., 2014]. Czasteczki te s3 dobrze znanymi
aktywatorami receptorOw TLR4. Receptory TLR4 byly pierwszymi receptorami z grupy TLR,
zaproponowanymi do wyjasnienia etiologii naczyniowych uszkodzen zapalnych
w nadci$nieniu te¢tniczym [Bomfim i wsp., 2012]. Pobudzenie $rédblonkowych TLR4,
prowadzi poprzez biatko MyD88 do aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych AP-1 i NF-kp,
ktére dodatkowo wzmagaja toczace si¢ zapalenie [Yang i wsp., 2016].

Odpowiedz mikrokrazenia kory mézgowej w obszarze poélcienia ischemicznego na
zablokowanie syntezy tlenku azotu zmniejszyla si¢ istotnie u obu szczuréw szczepéw SD
i SHR 24 godziny po niedokrwieniu. W grupie z NPY(13-36) podanym 30 minut po
reperfuzji nie stwierdzono poprawy odpowiedzi na L-NAME w stosunku do grupy kontrolne;j,
ani u szczuréw SD, ani u SHR. Natomiast podanie NPY(13-36) w czasie reperfuzji
przywrocito t¢ odpowiedz u szczuréw szczepu SHR.

L-NAME jest nieselektywnym blokerem konstytutywnych izoform syntazy NO tzn.
izoformy endotelialnej (eNOS) oraz neuronalnej (nNOS). Obie syntazy sg istotne z punktu
widzenia regulacji mikroprzeptywu na poziomie NVU, poniewaz oba zrddla tlenku azotu
uczestniczg w przekrwieniu czynnosciowym. NO wydzielany z zakonczen nitrergicznych
w naczyniach mikrokrgzenia prowadzi do bezposredniego rozszerzenia naczyn i zwigkszenia
mikroprzeptywu [Tang i wsp., 2000]. NO pochodzenia neuronalnego jest tez mediatorem
postsynaptycznym w synapsach glutaminergicznych i uczestniczcy w modulacji sygnatéow
odpowiedzialnych za przekrwienie czynnosciowe [ladecola 2017]. Endotelialna syntaza NO,
pobudzana pod wptywem sit tarcia przeptywajacej krwi o $cian¢ naczynia krwiono$nego
uczestniczy we wstepujacym rozszerzeniu naczyn krwiono$nych w procesie sprzezenia
nerwowo-naczyniowego [Kozniewska 1 wsp., 1992; Anderson, 2006]. Zmniejszenie
odpowiedzi na L-NAME moze wskazywac¢ zatem na zaburzenia funkcji jednostki nerwowo-
naczyniowej i mechanizméw przekrwienia czynno$ciowego w strefie penumbry. Strefa ta
lezy w obszarze somatosensorycznej kory mézgu, bioragcej udzial w generowaniu wzorcow

ruchu potrzebnych do prawidtowej lokomocji [Chapin i wsp., 1981; Armstrong 1 wsp., 1984;
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Dombeck i wsp., 2007; Dombeck 1 wsp., 2009]. Uposledzenie mechanizméw przekrwienia
czynnosciowego moze stanowi¢ istotng przyczyn¢ zaburzen chodu obserwowanych w moich
badaniach w tescie CatWalk.

Przywrécenie odpowiedzi mikrokrazenia na L-NAME po podaniu NPY(13-36)
wskazuje na ochronne dziatanie tego peptydu w okresie reperfuzji, ale tylko u szczuréw
z nadci$nieniem tetniczym. Zwickszenie wskaznika oporu w mikrokrazeniu po podaniu L-
NAME u tych szczuréw $wiadczy o tym, ze jest NO jest w tych warunkach tonicznie aktywny
w naczyniach mikrokrazenia w strefie penumbry.

Pojawienie si¢ odpowiedzi mikrokrgzenia na L-NAME u szczuréw SHR (oraz jej brak
u szczuréw SD) po zastosowaniu NPY(13-36), mozna by wytlumaczy¢ wigkszym efektem
hamowania stresu oksydacyjnego w okresie reperfuzji u szczuréw SHR niz u szczuréw SD
przez ten peptyd. Hamowanie stresu oksydacyjnego oznacza zmniejszenie wytwarzania O,

co zwigksza dostepnos¢ NO.

5.5. Wplyw NPY(13-36) na zmniejszenie gestosci naczyn mikrokrgienia w korze mozgowej

72 godziny po reperfuzji mozgu

Gestos¢ naczyn mikrokrazenia w strefie poéicienia ipsilateralnej kory mézgowej 72
godziny po niedokrwieniu moézgu zmniejszyla si¢ istotnie u obu badanych szczepoéw
szczuréw, u szczuréw SD bylo to zmniejszenie o ok. 12%, a u SHR o ok. 7%.

Jednoczes$nie u szczuréw szczepu SHR odnotowano juz wyjsciowo mniejszg o ok. 6%
gestos¢ naczyn mikrokrgzenia w stosunku do szczuréw normotensyjnych. Ta obserwacja jest
zgodna z danymi piSmiennictwa opisujacymi rozrzedzenie (ang. Rarefaction) naczyn
w mikrokrazeniu w korze mézgowej i w innych narzadach nie tylko u szczuréw SHR, ale
takze u ludzi z nadci$nieniem tetniczym [Chen i wsp., 1981; Sokolova i wsp., 1985; Paiardi
i wsp. 2009; Murfee i wsp., 2008]. Zmniejszona gestos¢ unaczynienia mézgu u tego szczepu
moze mie¢ takze zwigzek przyczynowy ze zmniejszeniem objetosci kory mézgowej, bowiem
jak powszechnie wiadomo wiasciwa perfuzja krwig jest niezbedna do utrzymania przy zyciu
komoérek nerwowych i innych typéw komérek obecnych w mézgu [Koundal i wsp., 2018].

Zmniejszenie gestosci naczyn mikrokrgzenia w korze mézgowej po niedokrwieniu
mozgu jest opisywane w piSmiennictwie. Niedawno Wadowski i wsp., (2022) opublikowali
dane o istotnym, ok. 18%, zmniejszeniu gestosci naczyn mikrokrgzenia mézgu 24 godziny po

udarze niedokrwiennym.
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Podanie NPY(13-36) zaré6wno w czasie niedokrwienia, jak i reperfuzji normalizowato
gestos¢ najmniejszych naczyn w korze mézgu w obszarze penumbry u obu szczepoéw
szczuréw. Na podstawie uzyskanych wynikow trudno jest stwierdzi¢ podioze tego efektu, czy
jest to dziatanie ochronne, czy tez odbudowa zniszczonej sieci naczyniowej np. na drodze
angiogenezy.

Angiogeneza to ztozony proces, regulowany przez wiele czynnikow. Najwazniejszymi
z nich sa czynniki wzrostu takie jak: podstawowy czynnik wzrostu fibroblastéw (ang. basic
Fibroblast Growth Factor, bFGF) 1 s$rodbtonkowy czynnik wzrostu (ang. Vascular
Endothelial Growth Factor, VEGF). W dorostym organizmie procesy angiogenezy sg
stymulowane gléwnie w sytuacjach patologicznych. Uszkodzenie bariery krew-moézg po
niedokrwieniu powoduje regeneracj¢ mikrokrgzenia w dojrzalym moézgu szczura [Hayashi
i wsp., 2003; Sun i wsp., 2003] oraz u pacjentéw po udarze, co zostalo udokumentowane
badaniami histologicznymi 1 immunohistochemicznymi tkanek posmiertnych mdzgu
[Krupinski 1 wsp., 1993]. Eksperymentalne badania na modelach zwierzecych pokazuja, ze
angiogeneza moze by¢ wywolana juz pierwszego dnia po epizodzie niedokrwiennym
[Hayashi i wsp., 2003; Sun i wsp., 2003] i postuluje si¢, ze jest jednym z endogennych
procesow regeneracyjnych po udarze doswiadczalnym i u pacjentéw [Ergul i wsp., 2012;
Kanazawa i wsp., 2019].

Wiadomo, ze agonisci Y2R odgrywaja istotng role w indukcji i progresji angiogenezy
[Lee i wsp., 2003; Saraf i wsp., 2016; Kanazawa i wsp., 2019]. Wykazano, ze potencjat
1 skutecznos¢ ligandow Y2R w stymulowaniu angiogenezy sg podobne do wykazywanych
przez FGF 1 VEGF [Zokowska-Grojec 1 wsp., 1998; Ghersi 1 wsp., 2001; Lee 1 wsp., 2003].
Sugerowano, ze ligandy Y2R moga zaczyna¢ dziatanie przed VEGF i FGF i moga by¢
kluczowym czynnikiem inicjujagcym angiogenez¢ [Conn i wsp., 1990]. Wykazano, ze
stymulacja Y2R indukuje angiogenez¢ poprzez proliferacj¢, przezycie i migracje komodrek
srodblonka [Kitlinska 1 wsp., 2002; Movafagh 1 wsp., 2006]. W pismiennictwie brak danych
na temat stymulacji poniedokrwiennej angiogenezy przez agonistow Y2R w moézgu, ale
pozytywny wpltyw stymulacji Y2R na procesy angiogenezy po niedokrwieniu w mig$niu
sercowym 1 mie$niach szkieletowych jest dobrze udokumentowany [Saraf i wsp., 2016].
Ponadto Robich 1 wsp.,, 2010 wykazali znaczny spadek stezenia czynnikéw anty-
angiogennych — endo- 1 angiostatyny w niedokrwionym mig$niu sercowym zwierzat
leczonych selektywnym agonista Y2R. Zatem, z duzym prawdopodobienstwem mozna
przyja¢, ze aktywacja Y2R moze powodowaé stymulacje angiogenezy w strefie potcienia,

w moézgu po niedokrwieniu. W kontekscie angiogenezy mozna takze zaznaczy¢, ze sprzyja
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ona procesom neurogenezy [Teng i1 wsp., 2008]. Chociaz nie ma danych na temat
bezposredniego wptywu pobudzenia Y2R na stymulacj¢ poniedokrwiennej neurogenezy
w moézgu, udokumentowano ze selektywny agonista Y2R wzmaga ekspresje neurotroficznego
czynnika pochodzenia mézgowego (ang. Brain-derived neurotrophic factor, BDNF), jeden
z najwazniejszych stymulatoréw neurogenezy w mézg dorostego cztowieka w mysim modelu

choroby Huntingtona [Fatoba i wsp., 2018].

5.6. Wptyw NPY(13-36) szczelnos¢ naczyn mikrokrgienia w korze mozgowej 72 godziny po
reperfuzji mozgu

W tej serii badan zauwazono po pierwsze, ze naczynia mikrokrazenia w korze
mozgowej szczurOw SHAM SHR charakteryzuja si¢ duzg przepuszczalnoscig dla IgG.

Analiza statystyczna ujawnila, ze szczury z nadci$nieniem t¢tniczym majga ok. 3 razy
wiecej naczyn przeciekajacych niz szczury normotensyjne. Podanie NPY (13-36) nie wptyneto
na liczno$¢ miejsc przeciekania w mikronaczyniach u obu szczepéw szczuréw, jednakze
u szczuréw SHR widoczna jest tendencja do obnizania liczno$ci przeciekOw naczyniowych,
gdy agoniste Y2R podawano w obu wariantach czasowych. Badania te prowadzone byty 72
godziny po niedokrwieniu w regionie poéicienia. Brak istotnosci wpltywu podania agonisty
Y2R mozna czg¢sciowo tlumaczy¢ specyfikg formy tego podania, bowiem jest to podanie
poprzez iniekcje dokomorowa, ktéra powoduje takze przerwanie struktur naczyniowych
w miejscu wprowadzania igly iniekcyjnej.

Przyczyna braku zmniejszenia przeciekania naczyn mikrokrazenia po podaniu
NPY(13-36) moze by¢ dyskutowane wyzej pobudzenie angiogenezy. Nowo powstale
naczynia mikrokrgzenia sg niedojrzale, co manifestuje si¢ brakiem bariery krew-modzg
1 znaczng przepuszczalno$cig. Dojrzewanie bariery krew-mézg w takich nowych naczyniach
nastepuje po okresie nie krétszym niz kilka tygodni [Arai i wsp., 2009; Beck 1 wsp., 2009;
Yang i wsp, 2013].

Dotychczasowe badania podstawowe w dziedzinie ochrony tkanek mézgu poddanych
warunkom niedokrwienia i reperfuzji, mimo wielu lat ich intensywnego prowadzenia w wielu
laboratoriach na §wiecie, nie przyniosty wymiernych, satysfakcjonujacych wynikéw préb ich
zastosowan w klinice, u pacjentéw cierpigcych na udar niedokrwienny. Nalezy juz w tym

miejscu zaznaczyC, ze jezeli udatoby si¢ uzyska¢ skuteczny neuroprotektant, prawdopodobnie
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miatby on bardzo wazne zastosowanie takze w sytuacjach klinicznych innych niz sam udar
niedokrwienny lub krwotoczny. W pierwszej kolejnosci mozna w tym kontekscie wymienic¢
mechaniczne uszkodzenia mézgu w wypadkach komunikacyjnych, albo w wypadkach
podczas aktywno$ci sportowych i rekreacyjnych. Réwnie wazne byloby zastosowanie
neuroprotekcji w chorobach neurodegeneracyjnych, takich jak na przyklad choroba
Alzheimera lub Parkinsona lecz niewatpliwie rowniez w przebiegu choréb psychiatrycznych,
bowiem wszystkie wymienione wyzej sytuacje kliniczne, majg wspdlne elementy w swoich
patofizjologiach. W tym $wietle, lek — skuteczny i bezpieczny neuroprotektant zyskatby takze

szczegblny spoleczny odbidr.
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6. PODSUMOWANIE WYNIKOW

1.

W korze mézgowej szczuréw SHAM szczepu SHR zaobserwowano zmniejszenie
gestosci naczyn mikrokrazenia w poréwnaniu z gestoscig tych naczyn u szczuréw
szczepu SD oraz znaczng liczbe naczyn z przeciekiem surowicy.
Po 90-minutowym niedokrwieniu i 72-godzinnej reperfuzji mézgu u szczuréw
normotensyjnych SD i szczuréw z nadci$nieniem tetniczym SHR stwierdzono:
a) wieksze uszkodzenie moézgu u szczuréw z nadci$nieniem tetniczym, niz
u szczurOw normotensyjnych;
b) poréwnywalne u obu szczepéw szczuréw zaburzenia chodu w tescie CatWalk
i zmniejszenie spontanicznej ruchliwo$ci w tescie otwartego pola;
c) wigksze zaburzenia regulacji mikrokrazenia w korze moézgowej w strefie
potcienia ischemicznego u szczuréw SHR niz u szczuréw SD;
d) zmniejszenie gestoSci naczyn mikrokrazenia w korze moézgowej w strefie
poltcienia ischemicznego u obu szczepow szczurdéw,
e) zwickszenie liczby przeciekajacych naczyn mikrokrgzenia w korze mézgowe;j

w strefie polcienia ischemicznego.

3. Selektywny agonista receptorow Y2 — (NPY 13-36) podany w dawce 10 ug do

90

komory bocznej mézgu:

f) poprawia ukrwienie strefy péicienia u szczuréw szczepu SD w czasie trwania
niedokrwienia;

g) zmniejsza wielkos¢ poniedokrwienne] martwicy moézgu w takim samym
stopniu u obu szczepéw szczuréw, z jednakowg skuteczno$cig zaréwno po
podaniu w czasie niedokrwienia jak i w czasie reperfuzji mézgu;

h) usprawnia chéd u obu szczepéw szczuréw zaréwno po podaniu w czasie
niedokrwienia jak 1 w czasie reperfuzji mézgu, ale nie poprawia spontanicznej
aktywnosci ruchowej badanych zwierzat;

i) selektywnie poprawia regulacje mikrokragzenia w korze moézgowej w strefie
poltcienia ischemicznego szczuréw szczepu SHR jedynie po podaniu w okresie
reperfuzji;

J) zwigksza gestos¢ naczyn mikrokrazenia w korze mézgowej w strefie péicienia
ischemicznego u obu szczepdw szczuréw zaréwno po podaniu w czasie

niedokrwienia jak i w czasie reperfuzji mozgu.




7. WNIOSKI

1. Selektywny agonista receptorow Y2 — (NPY 13-36) chroni niedokrwiony mézg przed
uszkodzeniem  reperfuzyjnym u szczur6w z  nadciSnieniem  t¢tniczym,
najprawdopodobniej przez zmniejszenie stresu nitrozacyjno/oksydacyjnego.

2. W ochronnym dziataniu NPY(13-36) istnieje okno terapeutyczne umozliwiajgce
osiggnigcie neuroprotekcji poprzez poprawe ukrwienia na poziomie mikrokrazenia, po
podaniu tego peptydu w czasie reperfuzji moézgu.

3. Jednym z mechanizméw odpowiedzialnych za poprawe¢ mikrokrgzenia w okresie
reperfuzji wydaje si¢ by¢ pobudzenie angiogenezy, co wyraza si¢ zwickszeniem

gestosci najmniejszych naczyn charakteryzujacych si¢ nieszczelnoscia.
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