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Wykaz wazniejszych skrotow
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AMPK kinaza aktywowana 5'AMP (ang. 5 AMP-activated protein kinase)

AP-1 czynnik transkrypcyjny (ang.activator protein 1)

ATA atmosfera absolutna

ATP adenozynotrifosforan (ang. Adenosine triphosphate)

Bcl-2 biatko inhibitorowe apoptozy (B cell lymphoma antigen-2)

CAT katalaza (ang. catalase)

CICR indukowany przez wapn wyrzut wapnia (ang. calcium induced

calcium release)

cGMP cykliczny monofosforan guanozyny
COX-2 cyklooksygenaza 2 (ang. cyclooxygenase 2)
CREB czynnik transkrypcyjny aktywowany w odpowiedzi na CAMP

(ang. cCAMP response element-binding protein)

Cu-Zn SOD1 cytoplazmatyczna, cynkowo-miedziowa dysmutaza
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DCF dichlorofluoresceina

EC-SOD, SOD3 zewnatrzkomorkowa, cynkowo-miedziowa dysmutaza
ponadtlenkowa

EEG badanie elektroencefalograficzne mézgu

ENN encefalopatia niedotlenieniowo-niedokrwienna

EPO erytropoetyna

GABA kwas y-aminomastowy (ang.y-aminobutyric acid)

GDNF czynnik troficzny pochodzenia glejowego (ang.glial cell-derived

neurotrophic factor)
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receptor)

kinazy janusowe (ang. janus kinases)

kinaza biatka aktywowanego przez mitogen (ang. mitogen-
activated protein kinases)

okluzja tetnicy srodkowej mozgu (ang. middle cerebral artery
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monochlorobiman

receptor metabotropowy dla glutaminianu grupy pierwszej (ang.
Metabotropic glutamate receptor)

mitochondrialna, manganowa dysmutaza ponadtlenkowa
megakanaly mitochondrialne (ang. mitochondrial permeability
transition pores )
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nicotinamide adenine dinucleotide phosphate)
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NOS syntaza tlenku azotu (ang. nitric oxide synthase)

Nrf-2 czynnik transkrypcyjny (ang. Nuclear factor (erythroid-derived
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OUN osrodkowy uktad nerwowy
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bisphosphate 3-kinase)

PKB(akt) kinaza biatkowa B (ang. protein kinase B)

PKC kinaza biatkowa C (ang. protein kinase C)

PMCA pompa wapniowa Ca** - ATPazy blony plazmatycznej (ang.
plasma membrane Ca** ATPase, PMCA)

PND-21 21 dzien po urodzeniu (ang. postnatal day 21)

RFA reaktywne formy azotu
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RFU jednostki wzgledne fluorescencji (ang. relative fluorescence units)
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ischemic postconditioning)
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STAT przekaznik sygnatu i aktywator transkrypcji (ang. Signal
Transducer and Activator of Transcription)
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deoksynukleotydylotransferazy (ang. terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling)
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endothelial growth factor)



Spis tresci

SEFESZCZENIE ... 12
AADSTFACT. ... 18
) B 7<)+ TSP U PP UPT PP 23
1. 1. Encefalopatia niedotlenieniowo-niedokrwienna (ENN) jako najczestsza przyczyna
ZgONOW U POdOW 1 NOWOTOAKOW ...t 23
1.1.1. Przyczyny wystepOwania ENN.........ccccocoriiririnenieieiecsesese e 23
1.1.2.KONSEKWENCIE ENIN ....oocviieeiictiee ettt ettt et be s 24
1.1.3. Mechanizm powstawania uszkodzenia mozgu w ENN ........cccccociiiiniinnninnnennen. 26

1.2. Stres oksydacyjny jako jeden z gtéwnych elementéw uszkodzenia neurondéw po przebytej

EINN ettt b et b et h e bbb et b e sae et s b et e teeneens 28
1.2.1. ReaktyWne FOrmy tIeNU .........couoiueieieieireeee et 29
1.2.2 Enzymy antyoksydacyjne i nieenzymatyczne uktady antyoksydacyjne .................... 32

1.2.3. Podatno$¢ niedojrzatego mézgu na uszkodzenie wywolane stresem oksydacyjnym 35
1.3. Poszukiwanie skutecznych terapii ENN .........cccooivirrinieeeceeeceeeee e 36
1.3.1. Hipotermia jako jedyna stosowana klinicznie forma terapii w ENN...........cccceene. 36

1.3.2. Kondycjonowanie jako metoda indukcji endogennych mechanizmow

QcTOT 0] o] 0] (=] (03] 01 TSP 39
1.3.3. Postkondycjonowanie hipoksjg hipobaryCzng .........ccccceveerevercrircieesieeseeneeneeseesnnens 42
1.3.4 HIperbaria tIBNOWA .........ccocueriirieiesiiee ettt e e e nseseeensesneennas 44
2.7.2Y0Zenia i CEl PIracCy .........ccoooviiiiiiiii e 50
3. Material i MEEOAY ..........cooiiiiiiiii s 52
R B T 4] - F PSP PPV PR 52
3.2. Grupy doSWIAACZAINE ........eecviriieieieeieee e e s 52
3.3. Model hipoksji-ischemii (H-1, eksperymentalny model asfiksji okotoporodowej)......... 52



3.4. Postkondycjonowanie hipoksja hipobaryczng (HH) ........ccccvverveninieiinicieeeeee, 53
3.5. Hiperbaria tlenowa (HBO) ........ccueiiiiiririiesereceeeeee ettt 53
3.6. Ocena uszkodzenia MOZgU PO H-l ...oooviiiiiiiiiice e 54

3.6.1. Ocena uszkodzenia moézgu po H-I na podstawie stosunku masy potkul mézgowych

............................................................................................................................................. 54
3.6.2. Ocena wielko$ci MAartWiCy MOZEU ......cccveevueereereeriieniieenieenie s st sreesree e eeees 54
3.6.3. Histologiczna ocena uszkodzenia MOZEU. .........cecuevereeriineriienienieeseee e 54
3.6.4. Ocena procesOw apOPLOtYCZNYCH ....coueeveeiieiriiiieiieeeeree et 55
3.7. Badania behawioralne - test otwartego pola ..........ceeeveeeerieieeceseceee e 55
3.8. OzNnaczenia DIOCNEMICZNE........c.coviiiiiiieiiieee e 56
3.8.1. Oznaczenie poziomu reaktywnych form tlenu (RFT) .....ccooevveiircieviiieeceeeee e 56
3.8.2. Oznaczenie aktywnos$ci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD).......cccoveeveenceneenieennnen. 57
3.8.3. Oznaczanie poziomu biatek SOD1 1 SOD2 metoda western blot........c..ccceceereenneen. 58
3.8.4. Oznaczenie zawarto$ci glutationu zredukowanego (GSH) .......cocceeveeveeneenieniennen. 58
3.8.5. Oznaczenie aktywnos$ci peroksydazy glutationowej (GPX) ..c.cecevveevveereeneeneenieenens 59
3.8.6. Oznaczenie aktywnoS$ci katalazy (CAT) .cccceeveerieiiieiiinieieeeceeeeeeesee e 60
3.9, ANALIZA STALYSTYCZNA.....cueeiietieiecteeeecte ettt ettt e st e b e te s be e b e besanenbesreeneas 60
B VYNIKI ottt sttt et et e ab et e et e e be s beerb e beaReeeteete e e e nreetaebearees 61
4.1.Zastosowanie HBO lub postkondycjonowania HH zmniejsza uszkodzenie mozgu
szczurzych oseskow poddanych H-l.......coooiiiiiiiiiiee e 61
4.1.1.Wptyw zastosowania HBO lub postkondycjonowania HH na ubytek masy
ischemiczne] POIKULL MOZZOWE] ...eevvveruririiiiieieenieeniee st eieesieesteesiresaesbeebeesbeesbeesaeesaeesneees 61
4.1.2.Wptyw zastosowania HBO lub postkondycjonowania HH na stopien martwicy
MOZZU PO Hol oottt st e st e st e e sabe e sabeesnteesaree s 62
4.1.3. Wpltyw zastosowania HBO lub postkondycjonowania HH na wywotane H-I
uszkodzenie neuronow w sektorze CA1 hipokampa oraz w korze mozgowej .................. 64

4.1.4. Wptyw zastosowania HBO lub postkondycjonowania HH na wywotang przez H-I
apoptozg obserwowang w sektorze CA1 hipoKampa........ccocveereerverviieeeesieenieeneeneeseesnens 66

4.2 Wptyw HBO Iub HH na zmiany behawioralne wywotane przez H-I .........cccccocereenennne 69

10



4.3. Zastosowanie terapii HBO lub postkondycjonowania HH zmniejsza stres oksydacyjny
WYWORANY H oottt st s 73

4.3.1. Wptyw zastosowania HBO lub postkondycjonowania HH na wywotane H-I zmiany
poziomu reaktywnych form tlenu w mozgach SZCZUIOW .........cccceeverrienieniieniiieieeeeeene 73

4.3.2. Wptyw zastosowania HBO lub postkondycjonowania HH na zmiany aktywnosci
SOD obserwowane w mozgach szczurOw po H-l.......oocoviiiiiiniiiiceeeeeee 74

4.3.3. Wptyw zastosowania HBO oraz postkondycjonowania HH na wywotane przez H-I

zmiany ekspresji roznych izoform SOD w mézgach 7 dniowych szczuréw ...........ccee... 76
4. 3.3.1. Wptyw HBO oraz postkondycjonowania HH na zmiany ekspresji SOD1 ........... 76
4.3.3.2. Wptyw HBO lub postkondycjonowania HH na zmiany ekspresji SOD2............... 77
4.3.4. Wpltyw zastosowania HBO oraz postkondycjonowania HH na zmiany stezenia GSH

obserwowane w mozgu 7 -dniowych szczurOw po H-l .......ccocviiiiiiiniiiniiiiieeeee 79
4.3.5. Wptyw HH lub HBO na zmiany aktywno$¢ GPx wywotane przez H-I.................... 81

4.3.6. Wpltyw zastosowania HBO lub postkondycjonowania HH na zmiany aktywnos¢

katalazy obSerWOWaNE PO H-l......ccoouieiiiiieeceeeeee e 82
I Y (U L] - PSPPSR 84
5.1.Potencjat neuroprotekcyjny HBO oraz HH w modelu ENN u siedmiodniowych szczuréw
................................................................................................................................................. 84
5.2.MOUBI ENN ...ttt sttt 84
5.3. HBO i HH zmniejszaja uszkodzenie mozgu po H-l ....c.cooevveiiriinininiiiccecee, 86
5.4.HBO i HH zmniejszajg liczbe komorek apoptotycznych po przebytej H-l ............c....... 88
5.5. HBO i HH zmniejszaja stres oksydacyjny spowodowany H-l...........ccccevvreniniinnnennn. 91
5.6.Behawioralne aspekty wptywu hipoksji—ischemii i neuroprotekcyjnego dziatania HBO i
HH W mMOdelu ENN ..o 92
5.7. Odmienny wptyw HBO oraz HH na zwigkszong aktywno$¢ SOD po przebytej H-I ...... 95
5.8.Wplyw HBO i HH na aktywnos$¢ enzymow usuwajacych HyOp couveeevvvvvviiinienniinieninnns 99

5.9. Rola rownowagi aktywnos$ci enzymow antyoksydacyjnych w uszkodzeniu mézgu po H-I

............................................................................................................................................... 101
5.10. Podsumowanie mechanizmow dziatania HBO oraz HH...........ccccoceviniiiininnincnenne 105
6. Podsumowanie wynikow i WhniosKi .............ccoooiiiiiii 107
PiSMIENMECEWO .......ooiiiiiiiii e 109



Streszczenie

Okotoporodowa hipoksja-ischemia (H-I) uwazana jest za fundamentalny problem
neonatologii. Konsekwencjg przebytej H-1 jest w réznym stopniu nasilona encefalopatia
niedotlenieniowo-niedokrwienna (ENN). Statystyki pokazuja, ze w krajach wysoko
rozwinigtych ENN stwierdza si¢ u 2-4 na 1000 zywo urodzonych, donoszonych
noworodkow. W cigzkiej postaci, na skutek znacznych zaburzen w rozwoju badz
$mierci mézgowej, dochodzi do zgonu dziecka. W sytuacji dlugotrwale utrzymujacej
si¢ H-I, dochodzi do zaburzen rozwoju z mozgowym porazeniem dziecigcym,
zaburzeniami poznawczymi lub/i padaczka wiacznie. Wiadomo, ze odroczonym
skutkiem przebytych komplikacji okotoporodowych moga by¢ zaburzenia funkcji

poznawczych, pamigci i niepelnosprawnos$¢ intelektualna.

Powszechnie stosowanym eksperymentalnym modelem ENN jest model H-I
siedmiodniowych szczurow. Symuluje on patologi¢ neurondw na poziomie
molekularnym, wystepujaca w przebiegu ENN. Na skutek H-1 dochodzi do zaburzenia
metabolizmu energetycznego komorek, spada produkcja ATP, pojawia si¢ kwasica, a w
konsekwencji w nadmiarze uwalniany jest glutaminian. Wzrost st¢Zenia glutaminianu
powoduje nadmierng aktywacje receptorow NMDA, ktére s3 receptorami
glutaminianergicznymi sprz¢zonymi z kanatem wapniowym przepuszczalnym dla Ca®".
Nadmierne pobudzenie receptorow NMDA wigze si¢ z naplywem jonéw wapnia do
komoérek nerwowych, co indukuje ekscytotoksyczne zmiany zwyrodnieniowe o
charakterze nekrotyczno-apoptotycznym. Konsekwencja powyzszych zdarzen jest
uszkodzenie mitochondriéw, pojawienie sie stresu oksydacyjnego i $mieré neuronow.
Rozwija si¢ zapalenie i obrzgk moézgu, a obraz dopetnia uszkodzenie bariery krew-

mozg.

Stres oksydacyjny jest niezwykle waznym elementem patogenezy wywotanego przez
niedokrwienie uszkodzenia komoérek nerwowych. W normalnych warunkach,
mechanizmy obronne komorek, ktére utrzymuja niski poziom reaktywnych form tlenu
(RFT), zapobiegaja stresowi oksydacyjnemu. Jednak podczas hipoksji-ischemii rodniki

tlenowe sg produkowane w nadmiarze, nie s3 odpowiednio neutralizowane i usuwane,
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przez co osiagaja st¢zenia toksyczne, co skutkuje zaburzeniami funkcji komoérkowych
oraz uszkodzeniem bton lipidowych, bialek i DNA. Komoérkowy system ochrony przed
RFT stanowig przede wszystkim glutation oraz enzymy antyoksydacyjne: dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD), peroksydaza glutationowa (GPx) 1 katalaza. SOD, wystepujaca
u ssakow w trzech glownych formach: cytoplazmatycznej cynkowo-miedziowej
(SOD1), mitochondrialnej manganowej (SOD2) oraz zewnatrzkomorkowej cynkowo-
miedziowej (SOD3), katalizuje reakcj¢ przeksztalcenia anionorodnika ponadtlenkowego
(O2") do nadtlenku wodoru (H,0,) i tlenu czasteczkowego. Z kolei enzymami
odpowiedzialnymi za utrzymanie niskich stgzen toksycznego w wysokich stgzeniach
nadtlenku wodoru w komorkach sa GPx 1 katalaza. Glutation bierze udziat w
detoksykacji nadtlenku wodoru, nadtlenkow organicznych i innych reaktywnych form
tlenu oraz w odtwarzaniu uszkodzonych w procesach peroksydacyjnych sktadnikow

komorki.

Podobnie jak w przypadku udaru moézgu poszukiwania skutecznych terapii
neuroprotekcyjnych dla hipoksji-ischemii wcigz nie przynosza sukcesu i do tej pory,
poza hipotermig, nie ma innych terapii czy lekow, ktore moglyby by¢ z powodzeniem
stosowane w klinice neonatologicznej. W zwigzku z tym, uwaga eksperymentatorow w
wickszym stopniu skupia si¢ na metodach alternatywnych, wywotujacych pewna
tolerancje mozgu na H-1. Do takich alternatywnych form terapii zalicza si¢ hiperbarig

tlenowa (HBO) oraz postkondycjonowanie tagodna hipoksja hipobaryczng (HH).

W poprzednich latach wykazano, ze zastosowanie nieuszkadzajacego stresora w mozgu
- na przyklad krotkiego tagodnego epizodu niedokrwienia po uszkadzajacym
niedokrwieniu mézgu - moze mie¢ dziatanie neuroprotekcyjne. Zjawisko to nazwano
postkondycjonowaniem i do tej pory nie zdefiniowano mechanizméw nim rzadzacych.
Znane s3 protekcyjne whasciwosci postkondycjonowania hipoksyjnego in vitro oraz in
vivo w niedokrwieniu migénia sercowego. Podobne nadzieje s3 wigzane z
postkondycjonowaniem hipoksyjnym moézgu. Postkondycjonowanie przypadkow udaru
mozgu czy asfiksji okotoporodowej nieuszkadzajaca ischemia lub klasyczna hipoksja
moze by¢, ze zrozumialych przyczyn, trudne do wprowadzenia w praktyce klinicznej.
Dlatego w opisanych w tej rozprawie badaniach zastosowano postkondycjonowanie
hipoksja hipobaryczng (HH) - stwarzajac warunki zmniejszonego cisnienia tlenu

poréwnywalne do warunkéw panujacych na wysokosci 5000 m n.p.m., lub 10%
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stezenia tlenu w warunkach normobarycznych - powodujaca wzglednie tagodne

niedotlenienie.

Druga alternatywng forma terapii stosowang w tej pracy jest tlenowa terapia
hiperbaryczna (HBO). HBO polega na zastgpieniu wdychanego powietrza tlenem
podawanym pod zwigkszonym ci$nieniem. Hiperbaryczna terapia tlenowa stosowana
jest obecnie najczgsciej w leczeniu zatrucia tlenkiem wegla, oparzen, trudno gojacych
si¢ ran, zatorow gazowych oraz naglego niedostuchu. Neuroprotekcyjne dziatanie
hiperbarii tlenowej zostato wykazane w wielu badaniach na doswiadczalnych modelach
globalnego niedokrwienia moézgu u réznych gatunkoéw zwierzat, jednak ze wzgledu na
nieujednolicone procedury, raporty kliniczne nie daja jednoznacznej odpowiedzi, co do

efektu protekcyjnego.

Dane z literatury fachowej wskazuja na neuroprotekcyjne dziatanie zarowno HBO jak i
HH w niedokrwieniu moézgu u dojrzatych zwierzat oraz niedotlenieniu
okotoporodowym, jednak mechanizm tego zjawiska jest wcigz niejasny i pozostaje
obiektem badan. Sg przestanki uzasadniajace hipotez¢ robocza, ze jednym z
mechanizmow neuroprotekcyjnego dziatania HBO 1 HH moze by¢ dziatanie modulujace

stres oksydacyjny wywotany przez H-1.
Celem podjetych badan bytlo:

* okreslenie neuroprotekcyjnego potencjatu HBO oraz postkondycjonowania HH w

modelu H-I u siedmiodniowych szczurow

* zbadanie parametrow stresu oksydacyjnego, ktorego ztagodzenie moze by¢ jednym z
potencjalnych ~ mechanizméw  neuroprotekcyjnego  dzialania  HBO  oraz

postkondycjonowania HH w H-I mézgu oseskow szczura.

Neuroprotekcyjne dziatanie HBO 1 HH okre§lono na podstawie oceny ich wptywu na
uszkodzenie moézgu oseskow szczurzych poddanych modelowej ENN, oraz na
zachowanie si¢ zwierzat po przebytej hipoksji - ischemii. Behawior zwierzat badano w
tescie otwartego pola. W celu oceny wptywu HBO oraz HH na spowodowane przez HI
zmiany parametréw stresu oksydacyjnego postanowiono zbadaé: zmiany poziomu RFT,

zmiany aktywnos$ci enzyméw antyoksydacyjnych (SOD, GPx, katalaza) oraz zmiany
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poziomu GSH. Dodatkowo zbadano ekspresj¢ biatek SOD1 oraz SOD2 w
homogenatach pochodzacych z mézgu szczuréw poddanych zabiegom HBO Iub HH.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze =zaréwno terapia HBO jak i
postkondycjonowanie HH znaczaco zmniejszaja uszkodzenia moézgu wywolane H-I.
Neuroprotekcyjny efekt dziatania badanych zabiegow manifestowat si¢ poprzez
zmniejszenie ubytku masy potkuli ipsilateralnej oraz zmniejszenie powierzchni
martwicy mozgu. Ponadto HBO oraz HH czegSciowo zapobiegly zmianom
morfologicznym hipokampa uwidocznionym przy pomocy barwienia fioletem krezylu.
Zarowno HBO jak i HH zmniejszaty poziom dezorganizacji neuronéw w sektorze CAl
hipokampa oraz znaczaco zmniejszaty ubytki komoérek w korze mézgowej. Dodatkowo
oba testowane podej$cia terapeutyczne hamowatly $mier¢ komorek na drodze apoptozy i
nekrozy po przebytej H-1. W badanym oknie terapeutycznym, do 6 godzin po H-I,
testowane postepowania skutkowaly neuroprotekcja. Jednak w  przypadku
postkondycjonowania HH najlepsze rezultaty dawalo rozpoczecie terapii 1 godzing po
H-I. W przypadku HBO opdznienie rozpoczgcia terapii mialo mniejszy wpltyw na jej

skuteczno$¢ niz w przypadku HH.

HBO i HH zastosowane po H-I poprawity niektore parametry lokomotoryczne u
szczurdw w tescie otwartego pola. Szczury poddane H-I przebyly krotszy dystans oraz
byly w sposob istotny statystycznie mniej ruchliwe niz zwierzeta z grupy kontrolne;.
Poddanie szczuréw HBO 1 godzing po H-I skutkowalo zwigkszeniem przebytego
dystansu oraz przywrdceniem ruchliwosci do poziomu zwierzat kontrolnych. Zmiany te
byly statystycznie znamienne w stosunku do parametrow zanotowanych dla zwierzat
nie poddanych zZadnej terapii. Postkondycjonowanie HH roéwniez poprawialo niektore
parametry lokomotoryczne szczurdéw, jednak w przypadku postkondycjonowania HH
istnialo mniejsze przetozenie neuroprotekcji odkrytej w badaniach morfologicznych i

biochemicznych na neuroprotekcj¢ funkcjonalna.

Zastosowanie zarowno HBO jak 1 postkondycjonowania HH zmniejszyto obserwowany
po H-I wzrost poziomu RFT w poltkuli ipsilateralnej. Po H-1 odnotowano wzrost
aktywno$ci SOD, wskazujacy na obronng reakcje organizmu. Zastosowanie HH
skutkowato dalszym wzrostem aktywnosci SOD, co prawdopodobnie pozwolitlo na
szybsza neutralizacje¢ RFT. Natomiast zastosowanie HBO zmniejszyto aktywnos¢ SOD,
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co, wobec obserwowanych efektoéw neuroprotekcyjnych, moze wskazywaé na mniejsza
produkcje RFT. Przy pomocy metody western blot zbadano wplyw zastosowanych
terapii na zaobserwowane po H-l1 zmiany ekspresji dwoch izoform SOD. Zbadano
ekspresje cytoplazmatycznej izoformy SOD1 oraz izoformy mitochondrialnej SOD2. W
moézgach zwierzat poddanych H-I zaobserwowano okoto 3,5-krotny wzrost ekspresji
biatka SODI1 w poétkulach ipsilateralnych wzgledem grupy kontrolnej. Nie
zaobserwowano zmian ekspresji w potkulach kontralateralnych. U zwierzat, u ktorych
zastosowano HBO poczawszy od 1, 3 lub 6 godziny po H-I, ekspresja biatkka SOD1 w
porownaniu do zwierzat niepoddanych zadnej terapii zdecydowanie malata. U zwierzat,
ktére po H-1 poddano sesjom HH nie zanotowano istotnych statystycznie zmian w
ekspresji SOD1. W moézgach zwierzat poddanych H-I zaobserwowano istotny
statystycznie spadek ekspresji biatka SOD2 w polkulach ipsilateralnych, o 25%
wzgledem grupy kontrolnej. Zastosowanie terapii HBO po H-I powodowalo czgéciowy
powrdét ekspresji biatka SOD2 do poziomu grupy kontrolnej, w konsekwencji ekspresja
SOD2 nie roznita si¢ istotnie statystycznie pomiedzy kontrolg a grupami poddanymi
dziataniu HBO. Efekt ten byt taki sam, niezaleznie od czasu rozpoczecia terapii.
Poddanie zwierzat postkondycjonowaniu HH poczawszy od 1, 3 lub 6 godziny po
przebytej H-1 spowodowato znamienny statystycznie wzrost ekspresji SOD2 w kazdej z
tych grup, w poroéwnaniu do grupy H-I. Obserwowany wzrost aktywnosci SOD po
zastosowaniu HH prawdopodobnie wigze si¢ ze zwigkszong ekspresja SOD2, co
wskazuje na istotng role tego enzymu w mechanizmie neuroprotekcji po zastosowaniu

HH.

Zastosowanie zarowno HBO jak 1 HH przywrdcito wyjsciowy poziom stezenia GSH w
potkulach ipsilateralnych po H-1. Glutation jest substratem dla reakcji katalizowanej
przez peroksydaze glutationowa. HH zastosowana 1 godzing po H-1 dodatkowo
podwyzszata aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej, jednak nie byt to wynik znamienny
statystycznie. Z kolei HBO skutkowato niewielkim spadkiem aktywno$ci tego enzymu.
H-1 skutkowala podwyzszeniem aktywnosci katalazy w potkulach ipsilateralnych.
Zastosowanie postkondycjonowania HH nie zmienialo podwyzszonej aktywnosci
katalazy, natomiast poddanie zwierzat HBO skutkowalo obnizeniem aktywnoS$ci
katalazy, co ponownie wskazuje na odmienne mechanizmy dziatania zastosowanych

terapii.
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Te dane pozwolity na wyciagnigcie nastgpujacych wnioskow:

e terapia HBO oraz postkondycjonowanie HH posiadaja podobny potencjat
neuroprotekcyjny w modelu H-1 u siedmiodniowych szczurow
e jednym z mechanizméw neuroprotekcyjnego dziatania HBO i HH moze by¢

dziatanie zmniejszajgce stres oksydacyjny wywotany przez H-I:

-neuroprotekcyjne dziatanie HH prawdopodobnie zwigzane jest z szybszym i
efektywniejszym neutralizowaniem RFT, osigganym przez dodatkowe

uaktywnienie enzymow antyoksydacyjnych - SOD i GPx

-neuroprotekcyjne dzialanie HBO moze by¢ zwigzane z mechanizmami
redukujagcymi powstawanie RFT w mozgu po H-l - objawem tego jest
obserwowany spadek aktywno$ci enzymoéw antyoksydacyjnych, przy

réwnoczesnym zmniejszeniu uszkodzenia moézgu.
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Abstract

Perinatal hypoxia-ischemia (HI) is considered to be a fundamental problem of
neonatology. HI may lead to hypoxic-ischemic encephalopathy (HIE). Statistics show
that even in developed countries HIE is diagnosed in 2-4 per 1000 live birth, full-term
newborns. In severe cases, as a result of significant developmental disorders and brain
damage, HIE may lead to death of the newborn. Long lasting HI can result in cerebral
palsy, cognitive impairment and epilepsy. It is well documented, that the delayed effects
of perinatal complications may include impaired cognitive and intellectual function and

memory problems.

Seven day old rat HI model is a widely used experimental model of HIE. It simulates
neurons pathology at the molecular level, which occurs during HI. HI results in
abnormal energy metabolism, decrease of ATP production, acidosis, and consequently
excessive release of glutamate. Increased concentration of glutamate causes excessive
activation of NMDA receptors, which are glutamatergic receptors coupled with calcium
channel permeable to Ca**. Overstimulation of NMDA receptors is associated with the
influx of calcium ions into the nerve cells, which induces excitotoxic degeneration of a
necrotic/apoptotic character. Consequences of these events include mitochondrial
damage, oxidative stress and neuronal death. In turn inflammation, brain edema and

damage to the blood-brain barrier develop.

Oxidative stress is a very important component of ischemia-induced pathogenesis of
neuronal cells. Under normal conditions, the defensive mechanisms of the cell that
maintain low concentration of reactive oxygen species (ROS) prevent oxidative stress.
However, during hypoxia-ischemia, oxygen radicals are produced in excess, they are
not adequately neutralized and removed. Thereby they reach toxic concentrations,
resulting in cellular dysfunction and damage to lipid membranes, proteins and DNA.
Natural protection against ROS is guaranteed by glutathione and antioxidant enzymes:
superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx) and catalase. SOD, which is
present in mammal cells in three major forms: cytoplasmic copper-zinc (SOD1),

mitochondrial manganese (SOD2) and extracellular copper-zinc (SOD3), catalyzes the
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conversion of superoxide anion (O, ") to hydrogen peroxide (H,O,) and oxygen. GPx
and catalase are enzymes responsible for maintaining low hydrogen peroxide levels,
which is toxic in high concentrations. Glutathione is involved in the detoxification of
hydrogen peroxide, organic peroxides and other reactive oxygen species and in

regeneration of damaged cell components.

Likewise in the case of stroke, seek for effective, pharmacological therapy for hypoxia-
ischemia is thus far unsuccesfull. Apart from hypothermia, no other treatments or drugs
that can be successfully used in neonatal clinic are known. Therefore, efforts of some
experimenters have switched towards alternative methods, which induce brain tolerance
for HI. These alternative methods include hyperbaric oxygen therapy (HBO) and mild
hypobaric hypoxia postconditioning (HH).

In the past, it was shown that applying non damaging stressor to the brain - such as brief
episode of mild ischemia after initial, damaging cerebral ischemia - might have a
neuroprotective effect to the brain. This phenomenon is called postconditioning and so
far mechanisms governing it had not been well defined. Protective properties of hypoxic
postconditioning in vitro and in vivo in myocardial ischemia were reported. Similar
hopes are associated with hypoxic postconditioning of the brain. Postconditioning of
stroke or perinatal asphyxia patients with non damaging ischemia, or even with classic
hypoxia may be, for obvious reasons, difficult, if not impossible to implement in
clinical settings. Therefore, in this study hypobaric hypoxia postconditioning (HH) was
used. Conditions of reduced oxygen pressure were created, comparable to conditions at
an altitude of 5000 m above sea level, or 10% normobaric concentration of oxygen,

which caused relatively mild hypoxia.

Second alternative form of therapy used in this study was hyperbaric oxygen therapy
(HBO). HBO is defined as breathing 100% oxygen at a pressure higher than
atmospheric pressure. Hyperbaric oxygen therapy is currently used mostly for the
treatment of carbon monoxide poisoning, burns, wounds difficult to heal, gas embolism
and sudden hearing loss. Neuroprotective effect of HBO has been shown in many
studies in experimental models of global cerebral ischemia in different animals, but due
to the non-standardized procedures, clinical reports do not give a definite conclusion
about HBO protective effect.
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Data obtained from the literature suggests, that both HBO and HH have a
neuroprotective effect in cerebral ischemia in mature animals and in perinatal hypoxia,
but the mechanism of this phenomenon is still unclear and is the subject of research.
Working hypothesis states that one of the mechanisms of neuroprotective action of
HBO and HH can be associated with modulating effect of oxidative stress induced by
HI.

The aim of the research was to:
* determine neuroprotective potential of HBO and HH in neonatal rat HI model

* examine the parameters of oxidative stress, which can be one of the potential factors

of neuroprotective action of HBO and HH in HI model.

The neuroprotective effect of HBO and HH was determined based on their effects on
brain damage of rats subjected to HI model, and based on the behavior of the animals
that underwent HI. Behavior of animals was tested in the open field test. To evaluate the
effect of HBO and HH on oxidative stress caused by HI, ROS production, changes in
the activity of antioxidant enzymes (SOD, GPx, catalase) and changes of GSH level
were measured. Additionally the expression of SOD1 and SOD2 proteins in

homogenates from rat brains after HBO or HH exposure was investigated.

The study showed, that both HBO and HH postconditioning significantly reduced brain
damage caused by HI. The neuroprotective effect of the tested methods was manifested
by reduced weight loss of ipsilateral hemisphere and a reduction of necrosis. HBO and
HH partially prevented morphological changes in the hippocampus, which was
visualized using cresyl violet staining. Both HBO and HH in part prevented
disorganization of neurons in the CA1 region of the hippocampus and significantly
reduced cell loss in cerebral cortex. In addition, both of the tested therapeutic
approaches inhibited apoptotic and necrotic cell death in hippocampus. In the studied
therapeutic window, up to 6 hours after HI, tested procedures resulted in
neuroprotection. However, HH postconditioning gave best results when the treatment
was initiated 1 hour after HI. Delay of initiation of the therapy had smaller effect on

HBO efficacy then it had on HH postconditioning.

HBO and HH improved some parameters of locomotor activity of rats after HI in the
open field test. The rats subjected to HI have traveled shorter distance and had
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statistically significant lower mobility than animals in control group. Subjecting rats to
HBO 1 hour after HI resulted in an increase in the distance traveled and restoration of
mobility to the level of control animals. These changes were statistically significant in
relation to the parameters recorded for animals not subjected to any treatment. HH
postconditioning also improved some parameters of locomotor activity in rats, but HBO
protection discovered in morphological and biochemical studies was better translated to

neuroprotection on functional level than HH.

Use of both HBO and HH decreased ROS level in ipsilateral hemispheres observed in
HI animals. HI resulted in increased SOD activity, indicating that a defensive reaction
was initiated. Use of HH resulted in further increase in SOD activity, which probably
allowed more efficient neutralization of ROS. However, using HBO decreased SOD
activity, which regarding observed neuroprotective effects, may indicate lower
production of ROS. Effects of the applied treatments on the observed changes in the
expression of two isoforms of SOD were measured using a western blot technique.
Expression of cytoplasmic isoform SOD1 and mitochondrial isoform SOD2 was
examined. In the brains of animals subjected to HI, approximately 2.5-fold increase in
relation to control group in the expression of SOD1 protein in ipsilateral hemispheres
was measured. There were no changes in the expression of SOD1 in contralateral
hemispheres. In animals that received HBO therapy starting 1, 3 or 6 hours after HI,
SODL1 protein level decreased as compared to animals not treated. Animals which were
subjected to HH postconditioning after HI sessions had no statistically significant
changes in expression of SOD1. Animals subjected to HI had 25% lower level of the
SOD2 protein expression in the ipsilateral hemisphere, compared to the control group.
This result was statistically significant. Use of HBO after HI resulted in a partial return
of SOD2 protein level to the level observed in control group. SOD2 expression did not
differ significantly between the control and HBO treated groups. This effect was similar
regardless of the time of initiation of the therapy. Exposure of animals to HH starting 1,
3 or 6 hours after HI resulted in a statistically significant increase in the expression of
SOD2 in each of these groups, compared to HI group. The observed increase in SOD
activity after exposure to HH conditions may be associated with increased expression of
SOD2, indicating important role of this enzyme in the mechanism of neuroprotection of
HH.
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The use of both HBO and HH restored concentrations of GSH in the ipsilateral
hemispheres after HI to the baseline levels observed in control animals. Glutathione is a
substrate in a reaction catalyzed by glutathione peroxidase. HH applied 1 hour after HI
additionally increased the activity of glutathione peroxidase, but it was not a statistically
significant result. By contrast, HBO resulted in a slight decrease in the activity of this
enzyme. HI resulted in an increase in catalase activity in the ipsilateral hemispheres.
The use of HH postconditioning did not alter the increased activity of catalase, and
animals that underwent HBO exposure had slightly reduced activity of catalase, which

again points to different mechanisms evoked by HBO and HH.
Obtained data allowed for following conclusions:
* HBO and HH have similar neuroprotective potential in neonatal rat HI model

* one of the mechanisms of neuroprotective effects of HBO and HH may be associated

with reduction of oxidative stress induced by HI:

-neuroprotective action of HH is probably associated with faster and more efficient
neutralization of ROS, achieved through additional activation of antioxidant enzymes -
SOD and GPx

-neuroprotective effect of HBO may be related to the mechanisms that reduce formation
of ROS in the brain after HI — it is manifested by the observed decrease in antioxidant

enzymes activity, accompanied by reduction of brain damage.
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1.Wstep

1. 1. Encefalopatia niedotlenieniowo-niedokrwienna (ENN) jako najczestsza
przyczyna zgonow u plodow i noworodkow

Niedotlenienie okotoporodowe, zwane takze asfiksja okoloporodowa, uwazane
jest za najczestsza przyczyne zgonow u ptodow i1 noworodkow. Konsekwencjg
przebytej asfiksji okoloporodowej jest rdéznie nasilona ENN. Amerykanskie
Towarzystwo Pediatryczne (American Academy of Pediatrics — AAP) wraz z
Amerykanska Akademia Potoznictwa i Ginekologii (American College of Obstetrics
and Gynecology — ACOG) =zalecaja, by uzywac jedynie terminu ENN zamiast
zamiennie stosowanych ,uraz okoloporodowy” czy ,asfiksja okotoporodowa Ilub
perinatalna” (Szejniuk i Szymankiewicz, 2008). Powyzsze wytyczne zostaly
wprowadzone, gdyz okreslenie ENN jako jedyne oddaje w pelni istot¢ patologii
niedotlenienia. Oznacza ono stan kliniczny noworodka bez wzgledu na czas wystapienia
niedotlenienia 1 nie wskazuje na doktadng przyczyne, jak i1 dalsze rokowanie w
przypadku ewentualnych powiklan neurologicznych. Czesto$¢ wystepowania ENN
stopnia cigzkiego w USA szacuje si¢ na 2-4 przypadki na 1000 zywych urodzen
(Vannucci 1 Perlman, 1997). Nie okreslono dotad czesto$ci wystepowania ENN w
Polsce. Mimo, iz nalezy ona do do$¢ rzadko wystepujacych patologii, wigze si¢ z
wieloma cigzkimi 1 powaznymi powiklaniami neurologicznymi, wplywajacymi na

dalszy rozwoj psychomotoryczny dziecka (Tonse i Raju, 2000; Yeo i Tudehope, 1994).

1.1.1. Przyczyny wystepowania ENN

Glownymi czynnikami wptywajacymi na zwigkszone ryzyko pojawienia si¢
ENN s3 stany zwigzane ze zmniejszong rezerwg tlenowg, zarOwno z przyczyn
matczynych, ptodowych czy tozyskowych, jak rowniez ich kombinacji (Badawi i wsp.,
1998). Wsérod pierwszych z nich wymieni¢ nalezy zatrucia cigzowe, zakaZenia
wewnatrzowodniowe (Grether 1 Nelson, 1997), choroby uposledzajace wentylacje
minutowg matki (goraczka, astma, niewydolno$¢ krazenia), zmniejszajace perfuzje 1
dystrybucje tlenu (wady serca, arytmie, niedokrwisto$ci, choroby uktadowe), cukrzyca,
toczen rumieniowaty trzewny, niekontrolowane nadcisnienie t¢tnicze lub niedoci$nienie
oraz warunki socjoekonomiczne matki (Badawi i wsp., 1998). Do najistotniejszych

przyczyn tozyskowych zalicza si¢ uposledzong dyfuzje tlenu przez tozysko w wyniku
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zmniejszenia si¢ jego powierzchni czynnej, zawaly lozyskowe, uposledzenie droznosci
naczyn doprowadzajacych. Czynniki lozyskowe czgsto zwigzane sga z tozyskiem
przodujacym lub jego przedwczesnym oddzielaniem si¢ (Adamson i wsp., 1995), co
prowadzi zazwyczaj do wykonania ci¢cia cesarskiego w trybie pilnym, ktore réwniez
zwigksza ryzyko wystgpienia ENN (Itoo i wsp., 2003). Przyczyny ptodowe ENN
obejmuja malg mas¢ urodzeniowa (Badawi i wsp., 1998), niewyksztatcony uktad
oddechowy w przypadku noworodkéw urodzonych przedwczesnie, wady wrodzone,
bloki metaboliczne, nieprawidtowosci w zapisie kardiotokograficznym (KTG) i
obecno$¢ smotki w pltynie owodniowym (Adamson i wsp., 1995). Zmiany w mozgu
powstate w wyniku powyzszych mechanizméw zaleza nie tylko od ci¢zkosci same;j
ENN, ale rowniez od stopnia dojrzatosci osrodkowego ukladu nerwowego (OUN) w
czasie porodu (Naulty i wsp., 1994) oraz stanu ogdlnego noworodka w pierwszych
godzinach po porodzie, gdzie czynnikami ryzyka uszkodzenia moézgu sa drgawki,
hipotonia i hipoglikemia (Simon, 1999; Gadzinowski i Szymankiewicz, 2002). Skutki
ENN wystepuja czesciej] wsrod wezesniakow (20%) niz noworodkéw donoszonych
(12%) (Lavrijsen i wsp., 2005), co zwigzane jest z niedojrzato$cia mozgu 1 jego
zwigkszong wrazliwo$cig na niedotlenienie. Sposrdéd wcze$niakow i noworodkéw z

bardzo mata masg urodzeniowg okoto 60% doswiadcza asfiksji (Perlman, 2006).

Nie bez znaczenia dla wystgpowania ENN jest rowniez sama specyfika porodu.
Czynnikiem komplikujacym akcje porodowa u czlowieka jest specyfika drog rodnych
kobiety, wynikajaca z przystosowania do pionowego sposobu poruszania si¢, a takze
bardzo duzy stosunek obwodu glowy noworodka do reszty ciata. Utrudnia to
przechodzenie glowy przez drogi rodne powodujac, ze czas ekspozycji ptodu na skurcze
macicy moze trwa¢ wiele godzin, doprowadzajac do dilugiego sumarycznie okresu

zaciskania pgpowiny i nastgpczego niedotlenienia ptodu. (Dambska, 1990).

1.1.2.Konsekwencje ENN

W cigzkiej postaci ENN, na skutek znacznych zaburzen w rozwoju, niewydolno$ci
wielonarzagdowej, aspiracyjnego zapalenia ptuc, infekcji ukladowych 1 $mierci
mozgowe] dochodzi najczesciej do zgonu dziecka. Ponad 1 milion noworodkéw umiera
kazdego roku z powodu obrazen zwigzanych z asfiksja okoloporodowa (Lawn 1 wsp.,
2005). Statystyki pokazuja, ze nawet w krajach wysoko rozwinigtych, noworodki z
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encefalopatia sa dos$¢ czgsto spotykane w klinice, 1 stanowig spory odsetek dzieci
przyjmowanych na noworodkowy odziat intensywnej opieki medycznej. Sposrod nich
10-15% umiera na OIOM-ige, niektorzy autorzy $miertelno$¢ z przyczyn ENN okreslaja
nawet na 20%, z czego najczgScie] zgon nast¢puje w pierwszym miesigcu zycia
(Vanucci i Perlman, 1997). U 10-15% noworodkow z ENN rozwija si¢ dziecigce
porazenie moézgowe, u 25% stwierdza si¢ trwate uszkodzenie mézgu a u ok. 40%
pojawiag si¢ roznego rodzaju zaburzenia neurologiczne, takie jak $lepota, ghuchota,
epilepsja, ogélne opoznienie rozwoju lub problemy lokomotoryczne (Perlman i wsp.,
2006). Okotoporodowa hipoksja-ischemia (H-I) to jedna z gtdwnych przyczyn nabytych
uszkodzen moézgu u rozwijajacych si¢ dzieci, skutkujaca powiktaniami w pozniejszym
zyciu (Johnston 1 wsp., 2001; Volpe, 2001; Dixon i1 wsp, 2002; Levene i Evans, 2005).
Wiadomo, Ze odroczonym skutkiem przebytych komplikacji okoloporodowych moga
by¢ zaburzenia funkcji poznawczych, pamigci i uposledzenie funkcji intelektualnych
(Bona 1997; Hagberg i wsp. 1993). Warto zaznaczyé, ze zwigzek przyczynowo-
skutkowy ENN i wystepowania dziecigcego porazenia mdézgowego nie jest do konca
pewny. Jedynie u 10% dzieci z porazeniem mozgowym, stwierdzono niedotlenienie w
okresie okotoporodowym (Lavrijsen i wsp., 2005). Najczesciej byly to cigzkie
przypadki ENN powiktane niewydolnos$cig wielonarzagdowa.

Szacuje sie, iz dlugoterminowe skutki ENN wystepuja u 80% dzieci z cigzka postacia
ENN niezaleznie od rasy czy plci (Yeo i Tudehope, 1994) i u 50% dzieci ze stopniem
umiarkowanym ENN przebytej w okresie noworodkowym (Schneider, 1993).
Noworodki z umiarkowang postacia ENN, niezaleznie od dysfunkcji motorycznych,
wydaja si¢ wykazywaé szeroki zakres deficytow zwigzanych z funkcjami
poznawczymi, czynigc prognozowanie u dzieci w okresie noworodkowym bardzo
trudnym. Poniewaz niedobory sa czesto subtelne i odlegle w czasie od pierwotnego
uszkodzenia, zaburzenia funkcji poznawczych prawdopodobnie nie s3 w nalezytym
stopniu diagnozowane u dzieci po przebytej umiarkowanej ENN (Armstrong-Wells i
wsp., 2010). W przypadku lekkiego stopnia ENN, wiekszo$¢ dzieci nie ujawnia
znacznych odchylen neurologicznych, jednak w czasie dziewigcioletniej obserwacji
stwierdzono, iz 35% z nich miato problemy w nauce w okresie szkolnym (Schneider,
1993). Pomys$lnego rokowania mozna si¢ spodziewa¢ u noworodkow, ktore przeszty
jedynie stadium umiarkowanej ENN trwajace nie dtuzej niz pig¢ dni i nie doznaty ENN
stopnia cigzkiego (Jeffrey i Perlman, 2006). Natomiast trudnosci z karmieniem w
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wyniku zaburzonego odruchu ssania i polykania, czeste i trudne w opanowaniu napady
padaczkowe oraz nieprawidlowy zapis EEG w siédmym dniu po urodzeniu, sugeruja
istnienie nieprawidtowo$ci neurologicznych i znamionujg cz¢stsze zaburzenia w

pOzniejszym rozwoju psychomotorycznym dziecka (Simon, 1999).

1.1.3. Mechanizm powstawania uszkodzenia mézgu w ENN

U podtoza okotoporodowego, niedotlenieniowo-niedokrwiennego uszkodzenia mozgu
lezy przerwanie krazenia tozyskowego i uposledzenie wymiany gazowej, co prowadzi
do deficytow tlenu oraz substratow energetycznych w os$rodkowym uktadzie
nerwowym. Zmniejszone stezenie tlenu powoduje ,,przetaczenie” metabolizmu na mato
wydajny tryb beztlenowy, co prowadzi do nagromadzenia mleczandéw, a to z kolei
utrudnia utrzymanie homeostazy komorkowej. Rozpoczyna si¢ zlozony proces
patologiczny, ktéry rozwija si¢ po poczatkowym uszkodzeniu. Poczatkowa faza
uszkodzenia jest bezposrednio zwigzana z hipoksja w komorkach, ktoéra uruchamia

kaskade wewnatrzkomoérkowych zdarzen prowadzacych do $mierci komorki.

W wyniku niedoboru tlenu dochodzi do zaktdcenia fosforylacji oksydacyjne;j,
spada produkcja adenozynotrifosforanow (ATP) i zaburzeniu ulega dziatanie pompy
sodowo-potasowej. Konsekwencjg powyzszej kaskady zdarzen jest gromadzenie si¢
jonow sodu i chloru w komorce, prowadzace do zatrzymania w niej wody z jej
nastepczym obrzekiem (Walters, 1998). Stan ten prowadzi do depolaryzacji blony
komoérkowej neuronéw 1 komorek glejowych oraz uwolnienia glutaminianu, bedacego
aminokwasem pobudzajagcym (Novelli i wsp., 1998). Zalezne od energii mechanizmy
wychwytu zwrotnego nie dzialaja wydajnie i glutaminian kumuluje si¢ w przestrzeni
zewnatrzkomorkowej, co skutkuje przedtuzona depolaryzacja neuronéw i zaburzeniami
jonowymi oraz osmotycznymi, uruchamiajacymi ciag dalszych reakcji mogacych
prowadzi¢ do $mierci komorki (Lazarewicz, 2000). Wzrost stezenia glutaminianu
powoduje aktywacjg¢ receptorow NMDA, ktore sa receptorami glutaminianergicznymi
sprzgzonymi z kanalem wapniowym przepuszczalnym dla Ca®* (McDonald i wsp.,
1992). W wyniku pobudzenia przez glutaminian receptorow AMPA i przedluzonej
depolaryzacji, ulega zniesieniu zalezny od napiecia blok magnezowy kanatu NMDA. Z
kolei pobudzenie receptorow NMDA wzmaga naplyw jonow wapnia do komorki,
nastepuje przetadowanie neuronéw wapniem, zaburzeniom ulega przekaz informacji w
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komoérce — wszystko to indukuje ekscytotoksyczne zmiany zwyrodnieniowe o0
charakterze nekrotyczno-apoptotycznym (Lazarewicz i Salinska, 2003; Walters, 1998).
Na  wystepujacy w przebiegu ekscytotoksycznosci wtorny wzrost
zewnatrzkomorkowego stezenia kwasu glutaminowego sktada si¢ wyrzut kwasu
glutaminowego z zakonczen synaptycznych pobudzonych neurondéw, glutaminian
uwalniany z komoérek ulegajacych lizie oraz spowolnienie lub odwrédcenie zwrotnego
pobierania glutaminianu spowodowane depolaryzacjg. Wtérnie uwolniony glutaminian
moze powodowac depolaryzacje dalszych neuronow — jest to efekt zwany ,,petla
glutaminianergiczng”, potggujacy nekroze wokol pierwotnego ogniska zwyrodnienia

neuronow (Lazarewicz i Salinska, 2003).

W niedojrzaltym moézgu glutaminian jest waznym czynnikiem troficznym
posredniczacym w jego prawidlowym rozwoju 1 plastycznosci. Te wihasciwosci
niedojrzalego moézgu znacznie przyczyniaja si¢ do zwiekszenia jego podatnosci na

ekscytotoksycznos$¢, co ma zasadnicze znaczenie dla uszkodzenia tego narzadu.

Pobudzenie receptoréw metabotropowych dla glutaminianu mGIluR 1 oraz
spowodowany aktywacja receptorow NMDA wzrost stezenia Ca** w cytozolu indukuje
wyrzut wapnia z zasobow w retikulum endoplazmatycznym (ER) za posrednictwem
receptoréw inozytolo(1,4,5)trifosforanowych (IP3R) i rianodynowych (RyR) — to
zjawisko mobilizacji wapnia z zasobow wewnatrzkomérkowych ER, wzmacniajace
sygnat wapniowy, okresla si¢ jako indukowany przez wapn wyrzut wapnia (calcium
induced calcium release- CICR). Naptyw jonow wapnia do neurondéw jest ponadto
wzmagany przez zahamowanie aktywnosci energozaleznych ATPaz. Spada wydajno$é¢
pompy wapniowej Ca?* - ATPazy blony plazmatycznej (ang. plasma membrane Ca?*
ATPase, PMCA) usuwajacej jony Ca®" z komorki. Odwroceniu ulega tez tryb pracy
wymiennika sodowo-wapniowego (NCX).

Wazng role w usuwaniu nadmiaru jondéw Ca” z cytoplazmy odgrywaja
mitochondria. Sg one buforem wapniowym o stosunkowo niskim powinowactwie i
duzej pojemnosci. Pobieranie jondéw wapnia przez te organelle zachodzi na zasadzie
uniportu napgdzanego przez potencjal mitochondrialny. Buforowanie przez
mitochondria wysokiego wewnatrzkomérkowego stezenia Ca®* ma  znaczenie

regulacyjne i ochronne, ale w okreslonych warunkach, patologia mitochondriow moze
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sta¢ si¢ kluczowym elementem mechanizmu zwyrodnienia neuronéw (Ankarcrona i
wsp., 1995). Przetadowanie mitochondriow wapniem owocuje ich deenergizacja i
aktywacjg procesu formowania megakanatéw (mitochondrial permeability transition
pores — mPTP) w blonach mitochondrialnych, oraz uwalnianiem Ca®* z mitochondriow.
Efektem tego jest uszkodzenie i dysfunkcja mitochondriow oraz dalszy wzrost
wewnatrzkomérkowego stezenia wapnia. mPTP to pory biatkowe przepuszczalne dla
czasteczek o masie do 1500 Daltonow, formowane w wewnetrznej blonie
mitochondrialnej w patologicznych warunkach niedokrwienia, np. podczas udaru. Ten
mechanizm, przebiegajac ostro w warunkach deenergizacji komorek, przyczynia si¢ do
nekrotycznej $mierci neurondéw. Z kolei, Kiedy proces ten zachodzi powoli, przy
utrzymaniu prawidlowej gospodarki energetycznej komorki, moze sta¢ si¢ jednym z

mechanizméw indukujacych apoptoze (Berridge 1 wsp.,1998).

Pod wpltywem jondw wapnia aktywacji ulega szereg enzymoéw katabolicznych, takich
jak endonukleazy, proteazy (kalpainy) i fosfolipazy (Perlman i wsp., 2007). Aktywacja
tych enzymow wywotuje uszkodzenie bton komérkowych oraz zmiany w cytoszkielecie
komorki, a takze prowadzi do uszkodzenia DNA. Zwicksza si¢ rowniez stres
oksydacyjny i uwalnianie rodnikéw tlenowych, syntetazy tlenku azotu (NO) (Islam 1
wsp., 1995) i kaspaz oraz czynnikow apoptozy z mitochondriow (Blomgren i wsp.,
2006). Dochodzi do obrzgku cytotoksycznego komorki i jeszcze wigkszego uwalniania
glutaminianu, powodujgc zamknigcie bigednego kota. Skutkiem opisanych wyzej
zjawisk rozwija si¢ zapalenie, martwica i obrzgk mozgu. Obrazu dopelnia uszkodzenie

bariery krew-mozg.

1.2. Stres oksydacyjny jako jeden z glownych elementow uszkodzenia neurondéw po
przebytej ENN

Stres oksydacyjny jest niezwykle waznym elementem patogenezy wywotanego
przez niedokrwienie uszkodzenia komoérek nerwowych, w ktorym posredniczy wapn.
Zaburzenia homeostazy wapnia i niekontrolowany wzrost stezenia Ca®* w komorkach
aktywuje produkcje reaktywnych form tlenu, co dodatkowo poteguje zaburzenia

homeostazy wapnia (Salinska i Lazarewicz, 2012).

Powyzsze procesy sa odpowiedzialne za fazg wczesng uszkodzenia neuronow,
glownie w korze i zwojach podstawy (Tonse i Raju, 2000). Regionami najbardziej

wrazliwymi na niedotlenienie sa hipokamp (Ungethiim 1 wsp., 1996) 1 komorki
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prazkowia (Burns i Kumar, 2003). Stwierdzono, iz neurony w sektorze CA1 hipokampa
1 neurony lezace okotokomorowo oraz rozwijajacy si¢ oligodendroglej cechujg sie¢
zwiekszong podatnoscig na uszkadzajace dziatanie aminokwaséw pobudzajacych, jakim
jest glutaminian. Powyzszy fakt moze tlumaczy¢ pdzniejsze trudnosci w nauce i1

zapamigtywaniu u dzieci z ENN w wywiadzie z okresu noworodkowego.

Faza opodzniona uszkodzenia neurondéw jest zwigzana z reperfuzja i wtornym
uszkodzeniem mozgu (Tonse i Raju, 2003) a jej stopien zalezy od dtugosci i1 nasilenia
asfiksji, temperatury ciata, stopnia rozwoju noworodka 1 ilo$ci substratow
metabolicznych. Faza ta pojawia si¢ w pdzniejszym czasie od uszkodzenia (godziny i
dni) i nie towarzysza jej zmiany pH (Lorek i wsp., 1994; Vanucci i wsp., 2004). U
podtoza jej patomechanizmu lezy powstawanie dodatkowej ilosci wolnych rodnikow
tlenowych i hydroksylowych, przy wspoétistniejagcym niskim stezeniu tlenu dostgpnego
dla oksydazy cytochromowej. Utrudnione przejmowanie elektronow w tancuchu
oddechowym mitochondriow powoduje uwalnianie rodnikéw tlenowych 1 dalsze
uszkodzenia §rodbtonka naczyn (Perlman i wsp., 2004). Proces ten dodatkowo poglebia
istniejaca patologi¢ i prowadzi do utrwalenia obrzeku oraz wtoérnego zniszczenia

neuronow.

1.2.1. Reaktywne formy tlenu
Nadmierna produkcja i uwalnianie reaktywnych form tlenu (RFT) — w tym wolnych

rodnikéw - prowadzi do stresu oksydacyjnego, jednego z gldéwnych elementow
uszkodzenia neurondw po przebytym niedotlenieniu okotoporodowym (Walters, 1998).
Stres oksydacyjny to stan zaburzenia rownowagi biochemicznej pomiedzy produkcjg 1
dziataniem reaktywnych form tlenu (w tym wolnych rodnikéw) a ich unieczynnianiem,
ktory skutkuje uszkodzeniem elementéw komorki (Sies, 1991). Wolne rodniki to bardzo
reaktywne zwigzki z nieparzysta liczbg elektronow na najbardziej zewnetrznej orbicie.
Powstaja one w sposdb naturalny w stanie fizjologicznym podczas transportu
elektronow w fosforylacji oksydacyjnej, rowniez podczas auto-oksydacji niektorych

neuroprzekaznikéw (norepinefryna, dopamina).

Prawidlowemu metabolizmowi w komorkach organizmu towarzyszy powstawanie
reaktywnych form tlenu i ich pochodnych — sa one ubocznym produktem wielu reakcji

redoks. W normalnych warunkach, mechanizmy obronne komorek, ktore utrzymuja
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niski poziom st¢zenia RFT, zapobiegaja stresowi oksydacyjnemu. Jednak podczas
hipoksji-ischemii rodniki tlenowe sa produkowane w nadmiarze, nie s3 odpowiednio
neutralizowane i usuwane, przez co osiggaja stezenia toksyczne, co skutkuje

zaburzeniami funkcji komoérkowych oraz uszkodzeniem bton lipidowych, biatek i DNA.

Najwazniejsze RFT, ze wzgledu na ich efekty biologiczne w mozgu to
anionorodnik ponadtlenkowy (O,™), nadtlenek wodoru (H,O;) i rodnik hydroksylowy
(OH). Anionorodnik  ponadtlenkowy powstaje w mitochondriach  podczas
jednoelektronowych  utlenien w  tancuchu  oddechowym, w  retikulum
endoplazmatycznym w wyniku reakcji katalizowanych przez oksydaze cytochromu P-
450, oraz w wyniku procesOw enzymatycznych aktywowanych w warunkach
ekscytotoksycznosci, jak  przemiany kwasu arachidonowego na  drodze
cyklooksygenazy lub lipooksygenazy (Chan, 1998). Nadtlenek wodoru powstaje w
mozgu w reakcji dysmutazy ponadtlenkowej, jako produkt uboczny oksydazy
monoaminowej, hydroksylazy tyrozynowej i L-amino oksydazy oraz w wyniku
autooksydacji kwasu askorbinowego i katecholamin. Rodnik hydroksylowy powstaje w
reakcjach Fentona i Habera-Weissa (Lazarewicz i Salinska, 2003).

Wolne rodniki pojawiajace si¢ w wyniku hipoksji-ischemii pochodzg z réznych
zrddet. Przede wszystkim, jak juz wspomniano, brak tlenu uniemozliwia przejscie
elektronow do oksydazy cytochromowej w tancuchu oddechowym, co prowadzi do
powstania wolnych rodnikow. Inne ich zrodta sg zwigzane ze zwigkszonym stezeniem
wapnia w cytozolu, a doktadniej z reakcjg fosfolipazy A z kwasem arachidonowym, z
dziataniem oksydazy ksantynowej i syntazy tlenku azotu. Komorki mikrogleju réwniez
moga by¢ zrédtem wolnych rodnikow. Zwigkszone wytwarzanie wolnych rodnikéw w
komoérce wystepujace w stanach zaburzonego metabolizmu, niedotlenienia lub
niedokrwienia, prowadzi do wuszkodzenia podstawowych struktur komorkowych.
Reaktywne pochodne tlenu tatwo reaguja z komérkowymi makromolekutami, takimi
jak lipidy, biatka i DNA, prowadzac do zniszczenia bton komorkowych, niewlasciwe;j
aktywacji lub inaktywacji enzymédw, zmian w ich strukturze, oraz do uszkodzenia nici
DNA. Wolne rodniki mogg reagowac z nienasyconymi kwasami thuszczowymi lipidow
btonowych, co skutkuje tworzeniem kolejnych wolnych rodnikéw w reakcji

fancuchowej, powodujacej nieodwracalne uszkodzenia w komorkach. RFT moga
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réwniez indukowa¢ apoptotyczng $mier¢ komorki poprzez aktywacje¢ specyficznych

gendw $mierci.

Obecnos¢ roznych RFT oraz wolnych rodnikdw wewnatrz i na zewnatrz komorek czy
tkanek powoduje wiele zmian patologicznych. Ostatecznymi skutkami dziatania
nadmiernej ilosci wolnych rodnikéw tlenowych w komorkach organizmu sg: mutacje,

metaboliczne dysfunkcje, przyspieszone starzenie tkanek (Fridovich, 1978).

Stres oksydacyjny jest elementem wielu stanéw patologicznych i chordb osrodkowego
uktadu nerwowego, np. stwardnienia zanikowego bocznego (Boillee i wsp., 2006),
choroby Parkinsona (Miller i wsp., 2009), zaburzenia afektywnego dwubiegunowego
(Wang, 2007), czy choroby Alzheimera (Christen, 2000).

Oprocz RFT, duze spustoszenie po H-I powoduja rowniez reaktywne formy azotu
(RFA). Powstaja one przy udziale tlenku azotu (NO), ktory sam réwniez zalicza si¢ do
RFA. NO ma udzial w mechanizmie ekscytotoksycznosci, uszkadza strukture tancucha
DNA oraz mitochondria, moze indukowa¢ zaréwno nekrotyczng jak i apoptotyczng
$mier¢ neuronow (Lazarewicz i Salinska, 2003). NO jest syntetyzowany z L-argininy i
tlenu czasteczkowego przez syntazg tlenku azotu. W mozgu istniejg 3 formy syntazy
tlenku azotu (ang. nitric oxide synthase - NOS): konstytutywna forma neuronalna
(NNOS), konstytutywna forma endotelialna (eNOS) i indukowalna forma (iNOS)
wystepujaca w astrocytach 1 komoérkach mikrogleju. Obie formy konstytutywne sa
aktywowane wapniem, a iNOS jest stymulowana przez produkty procesow zapalnych,
takie jak cytokiny oraz przez lipopolisacharyd (LPS). Kluczowg role w mechanizmach
zwyrodnienia neuronéw przypisuje si¢ nNOS 1 iINOS (Strosznajder i Chalimoniuk,
2001). W patologicznych warunkach hipoksji-ischemii, wzrost st¢zenia wapnia w
cytozolu wywotany nadmierng aktywacja receptorow NMDA wywotuje zwickszong
aktywno$¢ eNOS, co prowadzi do rozszerzenia naczyh. Wzrost poziomu nNOS
skutkuje tworzeniem NO, ktéry moze dyfundowa¢ do neurondéw, a w warunkach stresu
oksydacyjnego w obecnosci duzej ilo$ci anionorodnika ponadtlenkowego powstaje
szczegoblnie toksyczna RFA, nadtlenoazotyn (ONOQO”) (Dickey i wsp., 2011). Moze on
wchodzi¢ w liczne reakcje, oddziatywa¢ z biatkami inaktywujac je (np.transporter
glutaminianu) lub degradujac, moze by¢ tez induktorem apoptozy (Dawson i wsp.,

1993).
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1.2.2 Enzymy antyoksydacyjne i nieenzymatyczne uklady antyoksydacyjne

Komoérkowe uktady antyoksydacyjne mozna podzieli¢ na enzymatyczne i
nieenzymatyczne. Na uklad enzymatyczny sktadajg si¢ enzymy antyoksydacyjne:
dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), peroksydaza glutationowa (GPx), reduktaza
glutationowa (GR) i katalaza (CAT). Do nieenzymatycznych elementéw obrony
antyoksydacyjnej zalicza si¢ witaming E (tokoferole 1 tokotrienole), witaming C (kwas
askorbinowy), R-karoten, uktad tioredoksyny (tioredoksyna i reduktaza tioredoksyny)

oraz glutation (GSH) (Kim i wsp., 2015).

Pierwsza lini¢ obrony przed RFT stanowi dysmutaza ponadtlenkowa (SOD)
katalizujagca reakcje przeksztalcenia anionorodnika ponadtlenkowego (O,") do
nadtlenku wodoru (H20,) i tlenu czasteczkowego. U ssakow wystepujg trzy glowne
formy SOD - cytoplazmatyczna cynkowo-miedziowa (Cu-Zn SOD, SOD1),
mitochondrialna manganowa (Mn SOD, SOD2) oraz zewnatrzkomoérkowa cynkowo-
miedziowa (EC-SOD, SOD3) (Fridovich, 1997). RFT sa stale produkowane w
mitochondrialnym fancuchu oddechowym, co czyni te organelle szczegdlnie narazone
na utleniajgce dziatanie RFT — stad obecno$¢ specyficznie wystepujacej W
mitochondrium formy dysmutazy ponadtlenkowej (Raha 1 Robinson, 2000).
Nieprawidlowe dzialanie dysmutaz w komorkach organizmu prowadzi do rozwoju
wielu patologii (Oberley i wsp., 2000; Visner i wsp., 1990; Zelko i wsp., 2002). O,
mimo, ze powstaje w duzych iloSciach, nie jest szczegodlnie toksycznym rodnikiem,
jednakze, jak juz wczesnie] wspomniano, pod wptywem jego reakcji z tlenkiem azotu

powstaje bardzo silny oksydant — nadtlenoazotyn (ONOO™) (Groves, 1999).

H,O;, jest naturalnym produktem metabolizmu komoérkowego, jednak ze
wzgledu na swoje wlasciwosci utleniajace, jest zwigzkiem toksycznym dla komorek
organizmu, poniewaz moze uszkadzac biatka, lipidy, cukry oraz DNA. Dziatanie to jest
utatwione, poniewaz H,O, tatwo dyfunduje przez blony biologiczne i moze si¢
pojawia¢ w innych kompartmentach komorki niz te, w ktorych powstaje (Antunes i
Cadenas, 2000; Chance i wsp., 1979; Halliwell i wsp., 2000; Imlay i wsp., 1988;
Schubert i Wilmer, 1991). Nadtlenek wodoru w pH 7,0 (obojetnym) tatwo utlenia grupy
tiolowe, imidiazolowe, fenolowe, tioestrowe oraz indolowe (Radi i wsp., 1991).

Powoduje rowniez utlenianie nienasyconych kwaséw tluszczowych w  procesie
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peroksydacji lipidow, co powoduje zaburzenia struktury btony komérkowej i zmiany jej

ptynnosci (Halliwell i wsp., 1999).

Wyzej wymienione wilasciwosci HO;, decyduja o tym, ze jest on uwazany za
zwiazek toksyczny. Szczegodlnie toksyczny jest powstajacy w reakcji nadtlenku wodoru
z anionorodnikiem nadtlenkowym (reakcja Haber-Weissa, Haber i Weiss, 1934) oraz
interakcji H,0, z jonami zelaza (reakcja Fentona) - rodnik hydroksylowy (OH"). Jest on
najbardziej reaktywnym wolnym rodnikiem — przypisuje mu si¢ udziat w uszkodzeniu
neuronéw w schorzeniach neurozwyrodnieniowych (Coyle i Puttfarcken, 1993). Moze
on zainicjowa¢ proces peroksydacji lipidow w btonach komoérkowych, ktory moze
zaburza¢ strukture i funkcj¢ bton biologicznych, zwtaszcza mitochondriéw, retikulum
endoplazmatycznego i1 blony plazmatycznej neurondéw, doprowadzajac do $mierci
komorki (Olanow, 1993). Mozg jest szczeg6lnie podatny na uszkodzenia zwigzane z
peroksydacja lipidow ze wzgledu na duza zawarto$¢ kwasoéw tluszczowych

wielonienasyconych (Sinet i wsp., 1979).

Utrzymanie niskich stezen nadtlenku wodoru w komoérkach (10°-107" M) jest
mozliwe dzigki aktywnos$ci katalazy (CAT) i peroksydazy glutationowej (GPx), ktére
go usuwaja. W fizjologicznych warunkach oba te enzymy kontrolujg stezenie H,O, w
komorkach, tak zeby nie dochodzito do jego nagromadzenia, co mogtoby prowadzi¢ do

toksycznych oddziatywan.
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NADP+ NADPH+H*

ANy

REDUKTAZA GLUTATIONOWA (GR)

20 +2H" —

SOD 2GSH GSSG
H202+ Ozg 2H20
GSH - PX
KATALAZA
H,O + 1502

Ryc.1 Schemat reakcji katalizowanych przez enzymy antyoksydacyjne (zrodto:

opracowanie wtasne)

Peroksydaza glutationowa redukuje zaré6wno nadtlenek wodoru, jak i nadtlenki
organiczne. GPx odpowiada za katabolizm wigkszosci nadtlenku wodoru powstajacego
w komorkach (Comhair i Erzurun, 2005; Flohe, 1978; Rhee i wsp., 2005). Ma ona
wieksze niz katalaza powinowactwo do H,0,, co wskazuje na szczegdlng jej role w
detoksykacji tego zwiazku, gdy jego stezenie w komorce jest mate. Przy duzym
stezeniu H,O, rosnie rola katalazy (Boon i wsp., 1997; Carpena i wsp., 2005;
Scandalios, 1992; Switala i Loewen, 2002). Wedtug niektorych badan peroksydaza
glutationowa jest w mozgu cztowieka siedem razy aktywniejsza od katalazy. Nadto
GPx jest zlokalizowana w cytozolu, natomiast katalaza w peroksysomach i w
niewielkich ilo§ciach w wewnetrznej blonie mitochondrialnej, co sugeruje wigksza role
peroksydazy w usuwaniu nadmiaru nadtlenku wodoru (Marklund i wsp., 1982). Wydaje
si¢, ze inaczej niz w innych organach, katalaza odgrywa w mézgu rol¢ drugoplanowa w

tym zakresie (Halliwell, 1992 oraz Marklund i wsp., 1982).

Substratem w reakcji katalizowanej przez peroksydaze glutationowg jest zredukowany
glutation (GSH) — za sprawa grupy tiolowej —SH wazny nieenzymatyczny element

obrony antyoksydacyjnej. Pod wptywem reakcji peroksydacji GSH ulega utlenieniu do
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dwusiarczku (disulfidu) glutationu (GSSG). Reduktaza glutationowa odtwarza
zredukowang forme glutationu kosztem utleniania NADPH. Antyoksydacyjne dziatanie
glutationu wigze si¢ z detoksykacja nadtlenku wodoru, nadtlenkow organicznych i
innych reaktywnych form tlenu, a takze egzo- i1 endogennych zwigzkow elektrofilnych
oraz z mozliwos$cig chelatowania niebezpiecznych jondw metali (Pastore i wsp., 2003;
Winiarska, 2000). Glutation poza zmiataniem RFT 1 regeneracja innych
antyoksydantow uczestniczy takze w odtwarzaniu uszkodzonych sktadnikéw komorki,
DNA, biatek 1 lipidow bton komoérkowych uszkodzonych w  procesach
peroksydacyjnych (Pastore i wsp., 2003). Ponadto zwiazek bierze udziat w utrzymaniu
prawidlowego potencjatu redoks komorek (Cotgreave i Gerdes, 1998), co ma znaczenie
w regulacji wewnatrzkomorkowego metabolizmu (Ghibelli 1 wsp., 1998), w procesach
wzrostu i réznicowania si¢ komorek (Pastore i wsp., 2003; Poot i wsp., 1995) oraz
apoptozy (Hall, 1999). Badania wskazuja, ze w osrodkowym uktadzie nerwowym
glutation pelni rolg¢ swoistego neuromodulatora neurotransmisji glutaminianergicznej
(Chiueh i Rauhala, 1999; Cooper i Kristal, 1997; Guo i wsp., 1992; Janaky i wsp., 1999;
Lorenc, 2003). W typowej komorce eukariotycznej dominuje posta¢ zredukowana
glutationu (GSH), posta¢ utleniona (GSSG) stanowi mniej niz 1% catkowitej puli.
Zaburzenie tych proporcji moze §wiadczy¢ o istnieniu stresu oksydacyjnego. Glutation
wystepuje w cytoplazmie, mitochondriach i w jadrze w wysokich stezeniach,
dochodzacych do 10 mM. Procesom patologicznym moze towarzyszy¢ zarOwno
obnizenie, jak 1 wzrost stezenia GSH w okreslonych tkankach. Obnizenie poziomu GSH
stwierdza si¢ w przebiegu wielu schorzen. Najlepiej udokumentowane obserwacje
dotycza chordb neurodegeneracyjnych (choroba Parkinsona, choroba Alzheimera),
cukrzycy 1 powiklan cukrzycowych oraz choréb spowodowanych niedoborami
immunologicznymi (np. AIDS)(Wu i wsp., 2004). Poziom GSH obniza si¢ takze u ludzi
w procesie starzenia (Augustyniak i Skrzydlewska, 2004).

1.2.3. Podatno$¢ niedojrzalego mozgu na uszkodzenie wywolane stresem
oksydacyjnym

Niedojrzaty uktad nerwowy jest szczeg6lnie narazony na uszkodzenia wolnorodnikowe
wywotane niedotlenieniem i niedokrwieniem. Szczegdlnie wysokie ryzyko rozwoju
uszkodzefn wolnorodnikowych w moézgu, a zwlaszcza w mézgu mtodych organizmow,
wynika m. in. z najwyzszego w organizmie zapotrzebowania na tlen, ktorego znaczacy

procent przeksztatca si¢ w wolne rodniki. To ryzyko wynika rowniez z duzej zawartosci
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w mozgu metali przejsciowych, zwlaszcza zelaza — mozg niedojrzatych organizmow
zawiera wigcej wolnego zelaza niz mozg dorostych osobnikow (wigksze ryzyko zajscia
reakcji Fentona), oraz z wysokiej zawartosci nienasyconych kwaséw tluszczowych
bedacych substratami dla powstawania rodnikow lipidowych. Ponadto mozg, a w
szczegolnosci niedojrzaty mozg, cechuje sie stosunkowo niewielkg aktywnoS$cia
antyoksydacyjng. Mézg ludzki stanowi tylko 2% masy ciala, a zuzywa 20% tlenu i 25%
glukozy zuzywanych przez cate ciato. Ponad 90% tlenu dostarczanego do mozgu jest
wykorzystywane przez mitochondria do produkcji ATP. Dostarczanie tlenu do
mitochondridéw jest kluczowe w utrzymaniu oddychania tlenowego komorek i1 produkeji
energii. Przywrocenie odpowiedniego poziomu tlenu to Krytyczny czynnik w ratowaniu
moézgu po niedokrwieniu (Mink i1 Dutka, 1995).

1.3. Poszukiwanie skutecznych terapii ENN

1.3.1. Hipotermia jako jedyna stosowana klinicznie forma terapii w ENN

Klasyczna strategia postgpowania z niedotlenionym noworodkiem czgsto jest
niewystarczajaca i pozostawia §lady w postaci deficytéw neurologicznych. Podobnie
jak w przypadku udaru moézgu, poszukiwania skutecznych lekéw neuroprotekcyjnych
wcigz nie przynosza sukcesu i do tej pory nie ma S$rodka, ktory moglby byé¢ z
powodzeniem stosowany w klinice neonatologicznej. Znamienne, ze wigkszo$¢
substancji o potencjale neuroprotekcyjnym, na etapie badan eksperymentalnych
powodowato rozne skutki uboczne z zaburzeniami rozwoju mézgu wiacznie (Johnston i
wsp., 2011). Leki takie nie mogg by¢ stosowane w terapii noworodkow. Dlatego ciggle
poszukuje si¢ alternatywnych metod bezpiecznej i mozliwej do zastosowania w
warunkach ~ klinicznych  terapi, minimalizujace;j skutki  niedotlenienia

okotoporodowego.

Szeroka rozbiezno$¢ w efektywnosci strategii leczenia pomigdzy badaniami
przedklinicznymi a praktykg kliniczng moze by¢ przypisana trudnosciom wynikajagcym
z prob przeniesienia wynikow badan na zwierzetach do opieki klinicznej. Analizujac
zakonczone juz badania kliniczne w tej dziedzinie mozna zauwazy¢, ze tylko niewielka
cze$¢ strategii terapeutycznych zostala wybrana w oparciu o wiarygodne,
udokumentowane wyniki badan eksperymentalnych na miodych zwierzetach; dzialanie
ochronne niektorych lekéw zaktadano jedynie w oparciu o ich wlasciwosci

farmakokinetyczne u dorostych zwierzat; niektore formy terapii wybierano dlatego, ze
36



lekarze byli z nimi zaznajomieni stosujac je w innych chorobach; inne terapie na zbyt
wczesnym etapie badan probowano przenies¢ z laboratorium do praktyki klinicznej,
ignorujac roznice w fizjologii 1 patologii wystepujace w modelach gryzoni i u ludzkich

pacjentow (Iwata i Iwata, 2010).

Jak dotad hipotermia jest jedyna skuteczng, coraz szerzej stosowang forma
terapii dla niedotlenionych noworodkow (Wachtel i Hendricks-Muifioz, 2011). Badania
sugeruja, ze hipotermia wydhluza czas okna terapeutycznego, i niektére srodki podane w
tym czasie mogg zwigksza¢ neuroprotekcje (Edwards i wsp., 2010; Gluckman i wsp.,
2005). Wysitki badawcze sg teraz w duzej mierze skupione na badaniach
przedklinicznych lekow, ktore dziataja synergistycznie lub addytywnie z hipotermig. W
tym kontekécie badane sg miedzy innymi: N-acetylocysteina, ksenon, erytropoetyna,
melatonina oraz leki przeciwpadaczkowe (Lawn i wsp., 2005; Jatana i wsp., 2006; Ma i
wsp., 2005; Kelen i Robertson, 2010).

Obecnie coraz wigcej badan poswigconych jest wybiorczej hipotermii
mozgowej, jako nowej metodzie zapobiegania uszkodzeniu neuronéw. Te pionierskie
sposoby neuroprotekcji zostaty poddane jak dotychczas niewielu badaniom klinicznym i
niemozliwe jest doktadne okreslenie stopnia ich skutecznosci, jak i1 ewentualnych
powiktan. Prawdopodobnymi teoriami thumaczacymi korzystne dziatanie hipotermii sg
obnizenie metabolizmu 1 zuzycia energii, dzigki czemu zmniejszaja si¢: Wyrzut
aminokwasow pobudzajgcych, zaburzenia przeptywu jondéw, przepuszczalno$é
srodblonka, obrzgk, uszkodzenie bariery krew-mozg i apoptoza spowodowana przez
ENN (Vanucci, Perlman, 1997). Wydaje sie, ze chtodzenie hamuje wiele $ciezek
prowadzacych do $mierci komorki i moze modyfikowaé niektore $ciezki komodrkowe
prowadzace do apoptozy. Obnizenie temperatury ciala prowadzi do zmniejszenia
zapotrzebowania metabolicznego komorek - oszacowano, ze zmniejszenie temperatury
o jeden stopien Celsjusza spowalnia metabolizm médzgowy o 5%. Hipotermia moze
réwniez chroni¢ neurony poprzez normalizacj¢ pobierania glutaminianu, oraz przez
zmniejszenie produkcji toksycznego tlenku azotu i wolnych rodnikéw (Dickey 1 wsp.,

2011)

W 2006 roku w USA wprowadzono do codziennej praktyki metod¢ zwang The

Olympic Cool-Cap System, sprawdzong do tej pory w badaniu randomizowanym przez
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Gluckmana i wsp. (2005). W trakcie leczenia noworodkéw o umiarkowanym lub
cigzkim stopniu ENN (stwierdzonym na podstawie zapisu EEG), stosowano hipotermig,
obnizajgc temperatur¢ fizjologiczng o 3-4°C, czyli do 33-34°C. Nastg¢pnie po uptywie
72 godzin rozpoczynano stopniowe ocieplanie organizmu, trwajace 6-8 godzin. Sposrod
noworodkow leczonych metodami konwencjonalnymi, 66% zmarto lub doznato
cigzkiego uszkodzenia mozgu w okresie 18 miesiecy w poréwnaniu do 55% leczonych
metoda cool-cap. Nie stwierdzono jednak korzysci z leczenia metoda cool-cap
noworodkow z najci¢zszym stopniem ENN. Badanie to odnosi si¢ jedynie do
krétkoterminowych obserwacji 1 ukazuje skutecznos$¢ leczenia hipotermia w przypadku
umiarkowanej ENN. Inng metoda jest innowacyjna jeszcze hipotermia catego ciala
(whole-body cooling), przebiegajaca na podobnej zasadzie jak cool-cap, jednakze z
szybszym uzyskiwaniem nizszej temperatury organizmu. W badaniu Shankarana i wsp.
(2005) poréwnano efekty terapii noworodkow z cigzka ENN, leczonych metodami
klasycznymi i hipotermig calego ciala. Okazato si¢, ze 62% noworodkéw leczonych
konwencjonalnie w pordwnaniu z 44% leczonymi hipotermia, doznalo cig¢zkich

powiktan ENN lub zmarto.

W fazie badan do$wiadczalnych znajduja si¢ rowniez metody stosowania allopurinolu,
wysokich dawek fenobarbitalu oraz siarczanu magnezu. Van Bel i wsp. (1998)
przeprowadzili zestawienie efektow terapii 22 noworodkéw, z ktéorych potowa
otrzymywata allopurinol, a pozostali pacjenci placebo. Poniewaz lek ten usuwa wolne
rodniki tlenowe, wigzano z nim nadziej¢ na skuteczno$¢ terapeutyczng w stanach
niedotlenienia. Badania na zwierzgtach wykazaty skuteczno$¢ allopurinolu nawet przy
podaniu w czasie opoznionej fazy uszkodzenia neuronéw w przebiegu ENN (Palmer i
wsp., 1993). Van Bel i wsp. (1998) stwierdzili poprawe mozgowego przeptywu krwi
oraz zwigkszong przezywalno$¢ noworodkow z ENN leczonych allopurinolem w
poroéwnaniu z grupg kontrolng. Analiza retrospektywna przeprowadzona przez Nelsona
I Grethera (1995) dotyczaca stosowania siarczanu magnezu u kobiet w cigzy wykazata
dziatanie ochronne przed ewentualnym wystgpowaniem porazenia mozgowego u
noworodkow urodzonych przedwczes$nie. Lek ten stosowany jest standardowo u
cigzarnych w stanie przedrzucawkowym, gtéwnie ze wzgledu na dzialanie jondéw
magnezu majacych zapobiega¢ rozwojowi rzucawki cigzarnych. Trwajg réwniez

badania nad mozliwos$cig neuroprotekcyjnego dziatania siarczanu magnezu i jego rolg w
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zapobieganiu uszkodzeniom osrodkowego uktadu nerwowego ptodu (Gathwala i wsp.,
2010; Bhat i wsp., 2009).

1.3.2. Kondycjonowanie jako metoda indukcji endogennych mechanizméw

neuroprotekcyjnych

W zwigzku z brakiem skutecznej farmakoterapii, rosngce zainteresowanie skupia
si¢ na zaangazowaniu endogennych mechanizméw neuroprotekcyjnych w H-I, ktore
prowadza do indukcji tolerancji mozgu poprzez pre- lub postkondycjonowanie. Pre-
oraz postkondycjonowanie definiuje si¢ jako ekspozycj¢ na dziatanie nieuszkadzajacego

czynnika stresowego odpowiednio- przed lub po epizodzie ischemicznym.

Kondycjonowanie ischemiczne to zjawisko po raz pierwszy opisane w 1986
roku w sercu, gdzie krotkie, nieuszkadzajace epizody niedokrwienne zastosowane przed
uszkadzajgca ischemig zwigkszaly odporno$¢ migsnia sercowego na uszkodzenie
(Murry i wsp., 1986). Zjawisko to nazwano prekondycjonowaniem ischemicznym.
Efekt zwiekszonej odporno$ci na ischemi¢ udato si¢ uzyska¢ u wszystkich testowanych
gatunkéw zwierzat, to jest u psa (Murry i wsp., 1986; Gross i Auchampach, 1992),
myszy (Sumeray i Yellon, 1998), szczura (Li i Kloner, 1992), §wini (Schott i wsp.,
1990), krolika (Cohen i wsp., 1991), makaka (Yang i wsp., 2010) i gotebia (Rischard i
McKean, 1998). Zjawisko to zaobserwowano rowniez u cztowieka- w wielu narzadach,

w tym w sercu, nerkach i mézgu (Yellon i Downey, 2003).

Korzystne efekty prekondycjonowania ischemicznego w terapii udaru sg bardzo
dobrze udokumentowane (Kirino 2002; Pignataro i wsp., 2009; Sanders i wsp., 2010).
Udowodniono, ze rowniez prekondycjonowanie hipoksyjne skutkuje protekcja w
modelu hipoksji-ischemii u szczura (Gustavsson i wsp., 2005; Sanders i wsp., 2010;
Vannucci i wsp., 1998), a mechanizm protekcji obejmuje wzrost stezenia glikogenu i
ATP (Brucklacher i wsp., 2002), wzrost ekspresji czynnika wzrostu $rodbtonka
naczyniowego (VEGF) (Feng 1 wsp., 2010) oraz redukcj¢ apoptozy (Cantagrel 1 wsp.,
2003) . Co istotniejsze wykazano, ze prekondycjonowanie hipoksjg hipobaryczng chroni
szczury przed ostra hipoksja (Stroev i wsp., 2004) oraz indukuje tolerancje na ischemie

u szczura (Gong i wsp., 2011) i gerbila (Duszczyk i wsp., 2009).
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Jednak z oczywistych przyczyn prekondycjonowanie wydawato si¢
niepraktyczne i trudne do wprowadzenia w praktyce klinicznej. Pdzniej okazato si¢, ze
indukowanie krétkich epizodow tagodnego niedokrwienia i reperfuzji w sercu i mozgu,
po przedtuzonej, uszkadzajacej ischemii, ma dzialanie ochronne poréwnywalne do
prekondycjonowania. Zjawisko to analogicznie nazwano postkondycjonowaniem
iIschemicznym (Pignataro i wsp., 2008). Po raz pierwszy zostato ono opisane w mig¢$niu
sercowym, 1 polegato na przerywaniu reperfuzji na wczesnym etapie fazy reperfuzyjne;j
po uszkodzeniu niedokrwiennym. W ten sposob uzyskano protekcje na poziomie 44%
(Zhao i wsp., 2003). Te wydawa¢ by si¢ moglto nieprawdopodobne wyniki, zostaty
powtorzone w kilku laboratoriach (Skyschally 1 wsp., 2009), na eksperymentalnych
ischemiach u szczura (Obal i wsp., 2005), myszy (Kin i wsp., 2005), krolika
(Krélikowski i wsp., 2006), $wini (Iliodromitis i wsp., 2006) oraz w warunkach in vitro
(Dosenko i wsp., 2006).

Ze wzgledu na fakt, Zze metoda ta moze by¢ stosowana po incydencie
niedokrwienia, $wietnie nadawata si¢ do badan klinicznych cztowieka w niedokrwieniu
migs$nia sercowego (Thibault i wsp., 2007), gdzie ma miejsce mechaniczne sterowanie
reperfuzja. W badaniu przeprowadzonym u pacjentdw z zawatem mig$nia sercowego z
uniesieniem odcinka ST (ang. ST elevation myocardial infarction - STEMI) wykazano,
ze postkondycjonowanie ischemiczne w bardzo znaczacy sposob zmniejsza ognisko

martwicy w migsniu sercowym (Staat 1 wsp., 2005).

Postkondycjonowanie wydaje si¢ obiecujacag strategia terapeutyczng réwniez w
ischemicznym uszkodzeniu moézgu. Na podstawie licznych badan stwierdzono, Ze
mechanizmy niedokrwiennego uszkodzenia moézgu maja wiele cech wspolnych z
mechanizmami niedokrwienia mig$nia sercowego. Nalezy tu wymieni¢: wystepowanie
uszkodzenia poreperfuzyjnego (Kinouchi 1 wsp., 1991), zaangazowanie szlakow
nekrotycznych zwigzanych z kalpaing (Yamashima, 2000), szlakow apoptotycznych
zwigzanych z cytochromem c/kaspazg (Chen i wsp., 1998), szlakow kinaz
aktywowanych mitogenami (ang. mitogen-activated protein kinases — MAPK) (Noshita
i wsp., 2002), szlakow kinazy biatkowej C (ang. protein kinase ¢ - PKC) (Shimohata i
wsp., 2007) oraz szlakow kinazy biatkowej B (Akt) (Zhao 1 wsp., 2005). W
zwierzgcych modelach udaru postkondycjonowanie ischemiczne zmniejsza rozmiar
martwicy w ogniskowym (Zhao i wsp., 2006; Xing i wsp., 2008; Pignataro i wsp.,
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2008) i globalnym (Wang i wsp., 2008) niedokrwieniu mozgu. W modelu udaru i
zawatlu migsnia sercowego po postkondycjonowaniu ischemicznym stwierdzono
poprawe we wskaznikach metabolicznych mézgu, przepltywie mézgowym i dlugotrwata
protekcj¢ (Zhao, 2007). Otwiera si¢ wigc ogromny potencjal dla neuroprotekcji
noworodkow z ENN, zwtaszcza w $wietle innych badan, ktorych wyniki pokazuja, ze w
modelach udaru postkondycjonowanie ischemiczne, zainicjowane nawet 3 i 6 godzin po
wyjsciowym niedokrwieniu poprawia metabolizm mozgu, normalizuje mozgowy
przeptyw krwi 1 zapewnia dlugoterminowg ochron¢ (Ren i wsp., 2008). Okazato si¢
rowniez, ze postkondycjonowanie redukuje rozmiar martwicy, jesli wykona si¢ je
natychmiast po reperfuzji lub 3 godziny po reperfuzji (Ren i wsp., 2008). Taka
interwencja jest strategia trudng, acz teoretycznie mozliwg do zrealizowania w
warunkach klinicznych, ktéra moglaby by¢ stosowana w czasie reanimacji lub w ciaggu
pierwszych kilku godzin po porodzie noworodka z rozwijajaca si¢ encefalopatig
spowodowang okotoporodowym niedotlenieniem/niedokrwieniem.
Postkondycjonowanie ischemiczne zostalo w 2009 roku nazwane nowa drogg ochrony
moézgu przed udarem, lecz potrzebne sa dalsze badania na réznych modelach

zwierzecych (Zhao i wsp., 2009).

Okazato si¢, ze podobne efekty mozna uzyskaé stosujac hipoksj¢. Opisano
protekcyjne wiasciwosci postkondycjonowania hipoksyjnego w kardiomiocytach
szczura in vitro (Sun i wsp., 2005; Wang i wsp., 2006) oraz w mozgu myszy in Vivo i w
neuronach in vitro (Leconte i wsp., 2009). Wedtug najnowszych badan, zar6wno pre-
jak 1 postkondycjonowanie hipoksyjne zmniejszaja uszkodzenie mézgu w szczurzym
modelu hipoksji — ischemii (Galle i Jones, 2013). Podobne nadzieje sa wigzane z

postkondycjonowaniem hipoksja hipobarycznag.

W tym miejscu warto wspomnie¢ o pre- 0raz postkondycjonowaniu na odlegltos¢
(RIPC- ang. remote ischemic preconditioning, prekondycjonowanie ischemiczne na
odlegtos¢; RIP- ang. remote ischemic postconditioning, postkondycjonowanie
ischemiczne na odlegtosé). Jest to metoda indukcji tolerancji na niedokrwienienie,
uzyskana za pomocag pre-lub postkondycjonowania organu/narzagdu innego niz ten
dotknigty uszkodzeniem niedokrwiennym (Loukogeorgakis i wsp., 2007). W chwili
pisania niniejszej rozprawy przebiega kilka badan klinicznych nad mozliwo$cia

wykorzystania tej metody w chorobach serca, nerek i mozgu (Veighey i MacAllister,
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2012). Liu 1 wspotpracownicy (Liu i wsp., 2014) wykazali skuteczno$¢ RIP u szczura w
modelu niedokrwienia mézgu. Zaciskanie tetnicy udowej skutkowato zmniejszeniem
obszaru martwicy oraz obrzeku moézgu. Mechanizm prawdopodobnie obejmuje efekt
antyapoptotyczny poprzez wzrost ekspresji biatka Bcl-2, oraz redukcje odpowiedzi

zapalnej. Stwierdzono spadek ekspresji czynnika transkrypcyjnego NF-kf.
1.3.3. Postkondycjonowanie hipoksja hipobaryczna

Postkondycjonowanie przypadkéw udaru moézgu czy asfiksji okoloporodowe;j
nieuszkadzajaca ischemia czy nawet klasyczng hipoksja moze byé, ze zrozumiatych
przyczyn, trudne do wprowadzenia w praktyce klinicznej. Dlatego interesujaca
alternatywa wydaje si¢ zastosowanie postkondycjonowania hipoksja hipobaryczng (HH)
- stwarzajac warunki zmniejszonego ci$nienia tlenu poréwnywalne do warunkow
panujacych na wysokosci 5000 m n.p.m., lub 10% stezenia tlenu w warunkach
normobarycznych - powodujaca wzglednie tagodne niedotlenienie. Hipoksja
hipobaryczna to wystandaryzowana technika postkondycjonowania mogaca mieé
zastosowanie w klinice - jest juz uzywana w baroterapii oraz w treningu pilotow
wojskowych i himalaistow. W przeciwienstwie do innych technik implementujgcych
hipoksje¢, takich jak oddychanie mieszanka ze zubozong zawarto$cig tlenu, warunki
hipobaryczne uzyskane w komorze hipobarycznej symulujg naturalne warunki panujace
na duzych wysokosciach nad poziomem morza. Korzysci ptynace z przebywania w
takich warunkach znane sa od dawna (Rybnikova i wsp., 2012). Najnowsze wyniki
wskazuja na potencjal neuroprotekcyjny HH u dorostych szczuréw w modelu ostrej
hipoksji - postkondycjonowanie HH zwicksza przezywalno$¢ neuronéw w obszarze
CAl hipokampa oraz poprawia parametry zwierzat w testach behawioralnych
(Rybnikova i wsp., 2012).

Do tej pory nieznane s3 mechanizmy rzadzace postkondycjonowaniem HH.
Istniejg pewne dane z badan nad postkondycjonowaniem ischemicznym serca oraz
mozgu sugerujace, ze neuroprotekcyjne mechanizmy postkondycjonowania moga w
duzej czgsci pokrywac si¢ z mechanizmami aktywowanymi przez prekondycjonowanie
(Yang 1 wsp., 2004). Biorac pod uwage wyniki prac nad kondycjonowaniem
ischemicznym oraz majagc na wzgledzie podobienstwo zjawisk pre- oraz

postkondycjonowania HH, mozna przypuszcza¢, ze mechanizm ich dzialania jest w
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pewnej czeSci  wspoOlny.  Ztozony mechanizm  postkondycjonowania HH
prawdopodobnie obejmuje dziatanie adenozyny, erytropoetyny (EPO), tlenku azotu,
reaktywnych form tlenu, cytokin, biatek anty-apoptotycznych oraz molekut
sygnatowych takich jak kinaza ERK, RISK i Akt (Rybnikova i wsp., 2012). Wykazano,
ze mechanizm prekondycjonowania HH jest zwigzany ze wzrostem ekspresji biatek
anty-apoptotycznych z rodziny Bcl-2 oraz czynnikow transkrypcyjnych CREB, NF-«f3,
NGFI-A (Rybnikova i wsp., 2009; Rybnikova i wsp., 2008; Rybnikova i wsp., 2007,
Rybnikova i wsp., 2006; Rybnikova i wsp., 2005; Rybnikova i wsp., 2002). Te czynniki
transkrypcyjne aktywowane przez HH w korze moézgowej i hipokampie szczura
zmieniaja ekspresj¢ genow, ktorych produkty sa zaangazowane w mechanizmy

regulujace apoptoze oraz przezycie neuronow.

Podobnie jak w  przypadku  prekondycjonowania  ischemicznego,
najwazniejszym, bezposrednim efektorem w postkondycjonowaniu wydaje si¢ by¢
zahamowanie tworzenia megakanatow mitochondrialnych (Argaud i wsp., 2005;
Gateau-Roesch 1 wsp., 2006). Podczas niedokrwienia tworzenie megakanalow
mitochondrialnych jest hamowane przez kwasice, jak si¢ przypuszcza poprzez
blokowanie wigzania wapnia do cyklofilin. Podczas reperfuzji pH szybko wzrasta do
7.4 i zanim aktywacji ulegnie kinaza biatkowa C (PKC), niezbgdny element w
transdukcji sygnatu, tworzg si¢ megakanaty, co skutkuje nekroza ischemicznych tkanek.
Postkondycjonowanie pozwala na podtrzymanie lekko kwasnego $rodowiska przy
jednoczesnym natlenowaniu tkanek, dzigki czemu mozliwa jest aktywacja PKC przy
zablokowanych megakanatach. Gdy $ciezka sygnalowa PKC zostaje aktywowana,
komorki sg w stanie zahamowac¢ tworzenie mPTP, hamujac nekroz¢ (Cohen 1 wsp.,
2007; Cohen i wsp.,, 2008). Po przywroceniu doplywu tlenu do
ischemicznej/niedotlenionej  tkanki  tworzag si¢ RFT. Ze wzgledu na
postkondycjonowanie, pH wzrasta tylko czesciowo. To pozwala na aktywacje receptora
adenozyny A2b, a nastgpnie sygnalizacji kinazy fosfatydyloinozytolu 3 (PI3K), RISK
(ang. Reperfusion Injury Salvage Kinase) i ERK (ang.extracellular-signal-regulated
kinases), co skutkuje hamowaniem tworzenia megakanatow nawet po zaprzestaniu

postkondycjonowania.

Sugeruje si¢, ze kondycjonowanie aktywuje trzy gltowne szlaki: szlak

cyklicznego  monofosforanu  guanozyny/cGMP -  zalezna kinaza biatkowa
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(cGMP/PKG)(Burley i wsp., 2007), wspomniany szlak RISK (Hausenloy i wsp., 2004)
oraz szlak SAFE (Survivor Activating Factor Enhancement) (Lecour, 2009). W
mitochondrium szlaki te prowadza do aktywacji zaleznego od ATP kanatu potasowego,
co skutkuje zamknigciem mPTP. Pre- oraz postkondycjonowanie inicjuje ztozong
odpowiedZz genowa oraz biatkowa odpowiedzialng za pdzniejsza faze¢ protekceji
(transkrypcja gendw antyapoptotycznych i antyzapalnych) (Konstantinov i wsp., 2005
oraz Murphy i wsp., 2010). Wsréod licznych mediatorow tych proceséw sg: wspomniane
wczesniej kinaza biatkowa C (PKC) i kinazy fosfatydyloinozytolu 3(PI13K), kinaza
biatkowa B (PKB, Akt), oraz kinaza tyrozynowa, kinazy biatkowe aktywowane przez
mitogen (MAP1/2), wewnatrzkomoérkowe kinazy Erkl1/2, kinaza JAK. Aktywuja one
czynniki transkrypcyjne STAT1/3, NF-xf, AP-1, Nrf-2, oraz HIF-1a (Breivik i wsp.,
2010). Ostatnie prace nad prekondycjonowaniem ischemicznym moézgu wskazuja na
role kwasu y-aminomaslowego (GABA), wisfatyny (Nampt), kinazy aktywowanej
5'AMP (ang. adenosine monophosphate-activated protein kinase- AMPK) oraz biatek
SIRT1 i Hsp90 w modulacji nabywania tolerancji na uszkodzenie niedokrwienne

(Thomson i wsp., 2013; Thomson i wsp. 2014; Morris-Blanco i wsp., 2014).

Dowodem na udzial czynnikéw humoralnych w mechanizmie hartowania serca
jest poczyniona obserwacja, pokazujaca, ze protekcja moze by¢ przeniesiona za pomocg
transfuzji surowicy krwi od krolika hartowanego ischemicznie do kroélika
niehartowanego (Dickson 1 wsp., 1999). Czynnik protekcyjny byt odporny na wysoka
temperature (Patel i wsp., 2002; Shimizu i wsp., 2009). Ten czynnik moze tez braé
udziat w mechanizmie postkondycjonowania na odlegtos¢. Sugeruje si¢, ze HH moze

wplywac na aktywnos$¢ osi podwzgorze-przysadka-nadnercza (Rybnikova i wsp., 2007).

Wcigz  niewiele wiadomo na temat mechanizmow  rzadzacych

postkondycjonowaniem HH, a wigkszo$¢ hipotez na ten temat to jedynie spekulacje.

1.3.4 Hiperbaria tlenowa

Drugg alternatywng forma terapii stosowang w prezentowanych badaniach jest tlenowa
terapia hiperbaryczna (HBO- Hyperbaric Oxygen Therapy). Terapia hiperbarig tlenowag
polega na zastgpieniu wdychanego powietrza 100-procentowym tlenem podawanym
pod zwigkszonym ci$nieniem. Warunki takie wuzyskuje si¢ w komorach
hiperbarycznych. Zgodnie z aktualnymi definicjami o leczeniu HBO méwimy w
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sytuacji, gdy 100-procentowy tlen stosowany jest pod cisnieniem co najmniej 2
atmosfer absolutnych (ATA) przez okres co najmniej 1 godziny. Ze wzgledu na
toksyczne dziatanie tlenu podawanego pod cisnieniem wigkszym niz 3 atmosfery, w
hiperbarycznej terapii tlenowej stosuje sie¢ ci$nienia rzgdu 2 — 2.8 atmosfery. HBO
znajduje zastosowanie w leczeniu schorzen ostrych: choroby dekompresyjnej, zatorow
powietrznych i gazowych (efekt wysokiego ci$nienia), agresywnych infekcji tkanek
miegkkich (obejmujgcych zgorzel gazowa oraz martwicze zapalenie powigzi) - poprzez
dziatanie przeciwbakteryjne, zatrucia tlenkiem wegla, oparzen, zespotu zmiazdzen,
trudno gojacych si¢ ran oraz naglego niedostuchu. Stosowana jest réwniez w leczeniu
schorzen przewlektych: owrzodzenia w przebiegu stopy cukrzycowej, popromiennego
uszkodzenia pgcherza moczowego, popromiennej osteonekrozy zuchwy, odbytnicy,
nawracajacego zapalenia kosci i szpiku kostnego. Mimo, ze HBO jest stosowana w
klinice od lat 60-tych XX wieku, brak jest doniesien o powaznych zatruciach tlenem.
Kliniczne badanie retrospektywne obejmujace 80000 pacjentow leczonych HBO
wykazato tylko 2 przypadki wystapienia drgawek (Yildiz i wsp., 2004).

Pierwsze opisy prob klinicznego wykorzystania wysokich ci$nien siggaja XVII
wieku, kiedy to anglikanski duchowny Henshaw wybudowatl pierwsza komore
hiperbaryczng. Uwazal on, Ze wysokie ci$nienia mozna stosowa¢ w leczeniu schorzen
ostrych, a niskie (nizsze od atmosferycznego) w leczeniu schorzen przewlektych. Przez
dhugi okres, z uwagi na obawy przed zjawiskami toksycznos$ci tlenu, stosowano tylko
hiperbari¢ powietrzng. Dopiero prace Dragera z poczatku XX wieku pozwolity na
zastosowanie w terapii hiperbarycznej tlenu i powstanie tlenoterapii hiperbarycznej.
Gwattowny rozwdj HBO rozpoczat si¢ w latach 60. XX wieku, a zwigzany byt z
publikacjami pionierskich prac Boeremy i Brummelkampa (Brummelkamp i wsp., 1961
oraz 1963), w ktorych udowodniono znaczace zmniejszenie $miertelnosSci przy
zastosowaniu HBO w leczeniu zgorzeli gazowej i innych agresywnych infekcji tkanek

migkkich oraz zatru¢ tlenkiem wegla.

Mechanizm dzialania HBO opiera si¢ na dwodch zjawiskach: fizyczno-
fizjologicznym oraz biochemiczno-komoérkowym. Efekt fizyczno-fizjologiczny polega
na zmniejszeniu objetosci pecherzykdéw powietrza (zgodnie z prawem Boyle’a) — ta
wilasciwos¢ HBO wykorzystywana jest gtownie przy zatorach powietrznych 1 w

schorzeniach zwigzanych z nurkowaniem (choroba dekompresyjna) - oraz na
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zwigkszeniu ilosci tlenu rozpuszczonego w osoczu. Wzrasta prezno$¢ tlenu we krwi
tetniczej a ponadfizjologiczna zawarto$¢ tego pierwiastka powoduje, ze promien jego
dyfuzji zostaje znacznie wydluzony i1 rozpuszczony w osoczu tlen moze dociera¢ do
obszaréw, do ktorych nie docierajg erytrocyty. Dodatkowo same erytrocyty stajg si¢
bardziej elastyczne, zwigksza si¢ ich odksztatcalno§¢ (van Hulst i wsp., 2003) i moga
tatwiej penetrowaé¢ mikrokrazenie uszkodzonych tkanek (Khandelwal i Kaide, 2010).
Jest to szczegodlnie istotne w sytuacji, gdy ma miejsce obrzek i oksygenacja tkanek jest
uposledzona.

W  warunkach  normobarycznych, podczas oddychania powietrzem
atmosferycznym (20,95% tlenu przy cisnieniu 1 ATA) wysycenie hemoglobiny tlenem
wynosi 97% a jego zawarto§¢ w osoczu to okoto 0,3% (0,3 ml tlenu/100 ml krwi). W
tych warunkach ci$nienie parcjalne tlenu w pecherzykach ptucnych wynosi okoto 90-
100 mmHg. Podczas oddychania 100% tlenem przy cisnieniu 2,5 ATA wysycenie
hemoglobiny wzrasta do 100%, a zawarto$¢ tlenu w osoczu osigga poziom 5,62%.
Ci$nienie parcjalne tlenu w tych warunkach wzrasta do 2000 mmHg, czyli okoto 20-
krotnie w stosunku do normobarii (Daugherty i wsp., 2004). Duza réznica ci$nien
parcjalnych tlenu pomigdzy naczyniami wtosowatymi a tkankami utatwia dyfuzje tlenu
do miejsc gdzie istnieje duze zapotrzebowanie na tlen, np. w warunkach urazu
niedokrwiennego.

Korzystny efekt hiperoksji w HBO obejmuje: redukcje obrzeku, hamowanie procesu
toczenia si¢ (ang. rolling) 1 adhezji granulocytow do komorek srodbtonka- poprzez
zmniejszenie produkcji i ekspresji beta-2 integryny oraz E- i P-selektyny, hamowanie
peroksydacji lipidow, stymulacje proliferacji fibroblastow, neowaskularyzacje, efekt
przeciwbakteryjny, ujemny wptyw na produkcje tlenku azotu oraz na syntezg cytokin.
Ztozony mechanizm dziatania HBO jest wynikiem nie tylko dostarczania tlenu do
niedotlenionych tkanek, ale takze efektem wielu ztozonych procesow komorkowych.
HBO zmniejsza obrzgk w obrgbie uszkodzonych narzadow gldwnie dzigki zjawisku
osmozy tlenowej. Wysokie ci$nienie parcjalne tlenu w naczyniach wlosowatych
powoduje  przesunigcie  plyndbw  z  przestrzeni  pozanaczyniowej do
wewnatrznaczyniowej.  Wazokonstrykcja  (skurcz  mieéni  gladkich  naczyn
krwionosnych) jako reakcja na hiperoksj¢ jest zwigzana z hamowaniem produkcji
tlenku azotu 1 jego dezaktywacja oraz produkcja prostaglandyn na drodze przemian
kwasu arachidonowego niezaleznych od cyklooksygenazy przy udziale anionu
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nadtlenkowego. Anion nadtlenkowy hamuje takze aktywnos$¢ cyklazy guanylowej, a
przez to produkcj¢ cyklicznego monofosforanu guanozyny (cGMP) i zalezny od cGMP
rozkurcz naczyn. Uwaza si¢, ze HBO stymuluje produkcje rodnikow ponadtlenkowych
w mozgu, a te reaguja z NO okoto 1000 razy szybciej niz tempo autooksydacji NO oraz
3,5 razy szybciej niz dysmutacja rodnika ponadtlenkowego. Skutkuje to spadkiem
stezenia NO w tkankach i co za tym idzie oslabieniem jego wazodylatacyjnego
dziatania. Prowadzi to do wazokonstrykcji 1 zmniejszenia przepltywu krwi przez mozg
(Zhilyaev 1 wsp., 2003). Mimo wazokonstrykcji naczyn dostarczanie tlenu do tkanek nie
jest zaburzone ze wzgledu na kilkukrotny wzrost promienia dyfuzji tlenu (przy 2,8 ATA
wzrost 6-krotny) (Piechocki i wsp., 2011). Uznaje si¢, ze efekt wynikajacy ze
zwigkszonej dostawy tlenu do tkanki przewyzsza efekt zwigzany z ograniczeniem
perfuzji w wyniku zwezenia naczyn (Doboszynski 1 Ortowski, 1977).

Wazokonstrykcja skutkuje zmniejszeniem mozgowego przeptywu krwi i
zapobiega wazodylatacji naczyn w uszkodzonej tkance, zmniejszajac tym samym
wynaczynianie plynow. Dzigki temu HBO jest w stanie zmniejszy¢ objetos¢ krwi w
moézgu, a co za tym idzie zapobiec wzrostowi cis$nienia $rodczaszkowego. HBO
zmniejsza je réwniez dzigki redukcji obrzgku moézgu (Lim i wsp., 2001). Trzeba
zaznaczy¢, ze istnieja doniesienia wskazujace na to, ze zwezenie $wiatla naczyn
dotyczy tylko tkanek normoksyjnych, a nie tkanek dotknigtych wczesniej hipoksja
(Khandelwal 1 Kaide, 2010) oraz dane sugerujace, ze pod wptywem HBO w zdrowych
tkankach istnieje tendencja do wazokonstrykcji 1 zmniejszenia moézgowego przeptywu
krwi, podczas gdy w uszkodzonych tkankach pojawia si¢ tendencja do wzrostu

moézgowego przepltywu krwi (Bergo 1 wsp., 1993).

Produkcja wolnych rodnikow to potencjalny efekt niepozadany HBO, jednak
powszechnie uwaza si¢, ze przy stosowanych cisnieniach do okoto 3 ATA, oraz
pojedynczych krotkich sesjach, nie jest to efekt istotnie szkodliwy dla komorek
(Blenkarn 1 wsp., 1969; Huang i wsp., 2000). Sa opinie, ze umiejetnie prowadzona
terapia HBO chroni tkanki przed toksycznym dziataniem rodnikow tlenowych (Zhang i
Gould, 2014; Thomas i wsp., 1991; Burg i wsp., 1987). Postuluje si¢, ze ten korzystny
efekt jest wynikiem dziatania kilku mechanizmoéw. HBO hamuje peroksydacje lipidow
w btonach komorkowych dzieki temu, ze zapobiega kluczowemu etapowi w
peroksydacji lipidow - konwersji dehydrogenazy ksantynowej do oksydazy

ksantynowej (Thom, 1990). HBO zakléca sekwestracje neutrofildéw na uszkodzonym
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srodbtonku i zmniejsza uszkodzenie poreperfuzyjne (Thom, 1993; Zamboni i wsp.,
1989) oraz zapewnia wystarczajacg ilos¢ tlenu tkankom w czasie reperfuzji, co skutkuje
aktywacjag enzymow (peroksydazy glutationowej i1 dysmutazy ponadtlenkowej) i
detoksykacja reaktywnych form tlenu (Ferrari i wsp., 1995). Istniejg prace, z ktorych
wynika, ze HBO ma ciekawa wlasciwos$¢ polegajaca na tym, ze jej uzycie powoduje
umiarkowany stres oksydacyjny w zdrowych tkankach, natomiast zmniejsza go w
tkankach dotknigtych patologig (Thom i Elbuken, 1991).

Neuroprotekcyjne dziatanie hiperbarii tlenowej zostalo wykazane w wielu
badaniach na doswiadczalnych modelach globalnego i ogniskowego niedokrwienia
moézgu u réznych gatunkéw zwierzat (Krakovsky i wsp., 1998; McDonahg i wsp., 2004;
Liu i wsp., 2006; Sun i wsp., 2008; Veltkamp i wsp., 2000). HBO zwicksza
przezywalno$¢ neurondéw oraz poprawia wyniki testow behawioralnych w modelu
niedokrwienia przodomézgowia u gerbila (Matek 1 wsp., 2013). Mechanizm
obserwowanej neuroprotekcji wigze si¢ najprawdopodobniej ze zwiekszonym
dopltywem tlenu do tkanek moézgu. Wykazano tez, ze hiperbaryczna terapia tlenowa
zmniejsza uszkodzenia bariery krew-moézg oraz obrzek mozgu (Veltkamp i wsp., 2005)
oraz inicjuje procesy naprawcze w naczyniach krwiono$nych (Zhang i wsp., 2005).
HBO zwicksza poziom mozgowego ATP w modelu ostrego niedokrwienia moézgu i W
ogniskowym uszkodzeniu mézgu u szczura (Shiokawa i wsp., 1986), oraz zmniejsza
wywolany niedokrwieniem wzrost poziomu glukozy, kwasu pirogronowego i

glutaminianu (Badr i wsp., 2001).

Jednak mimo pozytywnych wynikéw na zwierzgcych modelach niedokrwienia
mozgu, mozemy méwi¢ o mniej licznych sukcesach w zastosowaniach klinicznych
HBO w tej grupie standw patologicznych (Golden i wsp., 2002; Neubauer, 1998,
Rockswold i wsp., 1992 Rockswold i wsp., 2001; Sukoff , 2001; Hutchison i wsp.,
1963; Nighoghossian 1 wsp., 1995). HBO znalazta zastosowanie w chorobach
neurologicznych, takich jak: mézgowy zator powietrzny (Droghetti 1 wsp., 2002), stan
wegetatywny (Xie i Wang, 2003), globalne niedokrwienie mozgu spowodowane przez
zatrzymanie akcji serca (Rosenthal, 2003), ogniskowe niedokrwienie mézgu (Lou i
wsp., 2004; Flynn i Auer, 2002; Burt i wsp., 1987), ostre uszkodzenie rdzenia
kregowego (Huang 1 wsp., 2003; Ishihara 1 wsp., 2001; Asamoto 1 wsp., 2000), urazowe
uszkodzenie mozgu (Clifton, 1995; Golden i wsp., 2002; Rockswold i wsp., 1992;
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Rockswold 1 wsp., 2001). Bezpieczenstwo HBO zostalo przetestowane we wszystkich
grupach wiekowych i u obu plci, w tym u noworodkéw (Zhou i1 wsp., 2002; Liebelt,
1999; Keenan i wsp., 1998) i u kobiet w cigzy (Brown i wsp., 1992; VanHoesen i wsp.,
1989). Mechanizm neuroprotekcyjny HBO obejmuje poprawe metabolizmu moézgu
(Golden i wsp., 2002; Badr i wsp., 2001), redukcje przepuszczalnosci bariery krew-
moézg 1 obrzeku mézgu (Mink i wsp, 1995), zmniejszenie ci$nienia §rodczaszkowego
(Brown 1 wsp., 1988), tlumienie reakcji zapalnych (Yin i wsp., 2002), oraz zapobieganie
apoptotycznej $mierci komorek (Calvert i wsp., 2003; Yin i wsp., 2003). Niektorzy
sugeruja, ze ten efekt moze by¢ zwigzany ze zmiang ekspresji biatka HIF1la (Poli i
Veltkamp, 2009) oraz wptywem HBO na cigcie PARP (polimerazy poli ADP-rybozy)
(Calvert i wsp., 2003). HBO moze zwigksza¢ ekspresj¢ antyapoptotycznego biatka Bcl-
2 (Zhang i wsp., 2005). U pacjentdéw z powaznymi obrazeniami moézgu hiperbaria
tlenowa zmniejsza poziom kwasu mlekowego w plynie mozgowo-rdzeniowym
(Rockswold i wsp., 2001). Oprécz tego stwierdzono, ze prekondycjonowanie HBO
wytwarza tolerancj¢ na ischemi¢ (Xiong i wsp., 2000).

Raporty kliniczne nie daja jednoznacznej odpowiedzi na pytanie dotyczace
efektu protekcyjnego terapii hiperbarycznej po niedokrwieniu moézgu ze wzgledu na
nieujednolicone procedury. Réznice w czasie rozpoczgcia terapii po ischemii, dlugosé i
ilo§¢ sesji hiperbarycznych — to wszystko powoduje, ze trudno o jednoznaczne

konkluzje.
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2.Zalozenia i cel pracy

Pomimo znacznych postgpéw w technologii monitorowania cigzy i bezpiecznego
prowadzenia porodu oraz rosngcej wiedzy na temat patologii plodu, asfiksja
okotoporodowa oraz ENN pozostajg fundamentalnym problemem neonatologii, ktorego
skutkiem jest znaczna $miertelno$¢ 1 dlugoterminowe konsekwencje o charakterze
neurologicznym. Dane z literatury wskazuja na neuroprotekcyjne dziatanie zaréwno
HBO jak i HH w niedokrwieniu moézgu u dojrzatych zwierzat oraz niedotlenieniu
okotoporodowym, jednak mechanizm tego zjawiska jest wcigz niejasny i pozostaje
obiektem badan. Ponadto specyfika osrodkowego ukladu nerwowego w rozwoju
powoduje, ze wyniki badan z wykorzystaniem roéznych modeli doswiadczalnych
niedokrwienia i niedotlenienia mézgu zwierzat dorostych nie w pelni przektadaja si¢ na
poznanie  patomechanizmu  hipoksyjno-ischemicznego  uszkodzenia  mozgu
noworodkow. Sg przestanki uzasadniajace hipoteze robocza, ze jednym z mechanizmow
neuroprotekcyjnego dziatania HBO i HH moze by¢ dziatanie modulujace stres

oksydacyjny wywotany przez H-I.

Ogolnymi celami niniejszej pracy byto:

* okreslenie neuroprotekcyjnego potencjalu HBO oraz postkondycjonowania HH w
modelu H-I u siedmiodniowych szczurow

* zbadanie parametroéw stresu oksydacyjnego, ktorego ztagodzenie moze by¢ jednym z
potencjalnych ~ mechanizméw  neuroprotekcyjnego  dzialania ~ HBO  oraz

postkondycjonowania HH w H-I mézgu oseskow szczura.

W celu zbadania neuroprotekcyjnego dziatania HBO oraz HH postanowiono:

* oceni¢ wplyw HBO oraz HH na uszkodzenie mozgu oseskow szczurzych poddanych
hipoksji-ischemii

* zbada¢ okno terapeutyczne pozwalajace na skuteczne zastosowanie badanych terapii
(badane okno - 1 do 6 godzin po H-1)

* oceni¢ wptyw zastosowania HBO oraz HH na zmiany zachowan zwierzat po przebytej

H-I
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Dla okreslenia roli modulacji stresu oksydacyjnego w mechanizmie neuroprotekcyjnego
dziatania HBO i HH, postanowiono zbada¢ ich wptyw na spowodowane przez HI:

* Zmiany w poziomie syntezy RFT

* zmiany aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych (SOD, GPx, katalaza)

* zmiany stezenia GSH.

51



3. Material i metody

3.1. Zwierzeta

W doswiadczeniach uzyto siedmiodniowych szczurow szczepu Wistar, obu pflci, o
masie $redniej okoto 15g (12-18g). Zwierzeta pochodzity ze zwierzg¢tarni IMDIK.
Trzymane byly w standardowych warunkach z matka, w warunkach stalego dziennego
okresu o$wietlenia (fotoperiodu) 12:12, w temperaturze 22°C. Oseski pozostawaly w
miocie 1 byly karmione do 21 dnia zycia. Na wszystkie procedury, w ktorych byly
wykorzystywane zwierzg¢ta otrzymano zgode lokalnej komisji etycznej (uchwata nr
46/2007 z dnia 5.12.2007 oraz nr 22/2012 z dnia 2.04.2012 r).

3.2. Grupy doswiadczalne

Na potrzeby doswiadczen utworzono nastepujace grupy do§wiadczalne:

grupa 1 — kontrola, zwierz¢ta poddane pozorowanej operacji

grupa 2 — zwierzeta poddane hipoksji-ischemii (H-1)

grupa 3- zwierzeta poddane H-1 oraz hiperbarii tlenowej (H-1+HBO) zainicjowanej 1, 3
lub 6 h od H-1

grupa 4- zwierzgta poddane H-1 oraz postkondycjonowaniu hipoksja hipobaryczng (H-
[+HH) zainicjowang 1, 3 lub 6 h po H-I

grupa 5 - zwierzeta poddane hiperbarii tlenowej (kontrola+HBO)

grupa 6- zwierzeta poddane hipoksji hipobarycznej (kontrola+HH)

Grupal Grupa 2 Grupa 3 Grupa 4 Grupa5 | Grupab6
Kontrola H-I H-1+ HBO H-1+ HH kontrola+ | kontrola+
HBO HH

(66) (86) (198) (200)

1h ‘ 3h ‘ 6h | 1h ‘ 3h ‘ 6h | (38) (38)

po hipoksji, 60 | po hipoksji, 60

min dziennie min dziennie

przez 3 dni przez 3 dni

Tab.1 Grupy doswiadczalne wykorzystane w eksperymentach. W nawiasach podano
liczbe zwierzat w poszczegodlnych grupach.

3.3.  Model hipoksji-ischemii ~ (H-1, eksperymentalny model asfiksji
okoloporodowej)

H-1 zostalta wywotana zgodnie z adaptacja modelu Levine’a opisang przez Rice’a 1
wsp. (1981). 7-dniowe zwierzeta byly pobierane z miotu, poddawane narkozie

wziewnej halotanem w stezeniu 4% w czasie indukcji narkozy, 0.5-1.5% w czasie jej
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podtrzymywania, podawanym w mieszance gazowej zawierajacej tlen z podtlenkiem
azotu w stosunku 0,6:1. Po wypreparowaniu lewej tetnicy szyjnej wspdlnej nastgpowato
podwigzanie jej w dwoch miejscach za pomocg nici chirurgicznej 1 przeciecie miedzy
podwigzkami (indukcja ischemii). Czas zabiegu na pojedynczym osesku wynosit 4,5- 7
minut. Po nasgczeniu rany anestetykiem miejscowym (lignokaing) rana byta zszywana,
a zwierzgta odstawiane do klatki z matka na okres 1 godziny. Po tym okresie zwierzeta
byly ponownie separowane od matki i eksponowane na warunki hipoksyjne przez 75
min. w termostatowanej komorze (35,5 - 36°C) ze stalym przeptywem mieszanki
gazowej zawierajacej 7.4% O, w Ny. U zwierzat z grupy kontrolnej przeprowadzano
procedure wyeksponowania lewej tetnicy szyjnej wspolnej bez jej przecinania. Po
zabiegu zwierzgta byly odstawiane do klatki z matka, z dostepem do wody 1 pozywienia
ad libitum, w warunkach sztucznego os$wietlenia (12:12 h). W kolejnym etapie
zwierzeta byly umieszczane w komorze hiperbarycznej, lub komorze hipobarycznej
(temperatura w komorach wynosita 22-24°C) — w zaleznoS$ci od grupy terapeutycznej,
poczawszy od 1, 3 lub 6 godzin po epizodzie niedotlenienia na okres 60 minut.
Czynno$¢ ta byla powtarzana przez 3 kolejne dni, w odstepie 24h. Zwierzeta z grupy
kontrolnej i grupy H-I zostaly w tym czasie réwniez odseparowane od matki i

oddychaty powietrzem atmosferycznym o normalnym sktadzie.

3.4. Postkondycjonowanie hipoksja hipobaryczna (HH)

Zwierzeta umieszczane byly w komorze hipobarycznej podigczonej do pompy
prozniowej (NO35 ANI18 f Neuberger (Freiburg, Germany), na 60 minut, z
zapewnieniem wymiany gazéw z otoczeniem. Lagodna hipoksja hipobaryczna (HH)
byta indukowana przez obnizenie ci$nienia do poziomu 0,47 ATA (odpowiednik 10%
zawarto$ci tlenu w warunkach normobarycznych lub ci$nienia parcjalnego tlenu na
wysokosci okoto 5000 m n.p.m.). Obnizanie ci$nienia W komorze przeprowadzano
stopniowo przez okres 10 minut. W zalezno$ci od grupy do$wiadczalnej, pierwsza

ekspozycja na warunki hipoksyjne miata miejsce 1, 3 lub 6 h po hipoksji- ischemii.

3.5. Hiperbaria tlenowa (HBO)

W doswiadczeniach z uzyciem hiperbarii tlenowej zwierze¢ta umieszczane byly w
miniaturowej komorze hiperbarycznej przeznaczonej dla matych zwierzat (Model B-11
Animal Research Chamber, Reimers Systems, USA) na 60 minut, i poddawane
dziataniu 100% tlenu pod cisnieniem 2.5 ATA. Zaréwno kompresja, jak i dekompresja
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nastepowata z predkoscia 0,5 ATA/min. Komora ci$nieniowa byta wentylowana co 15
min w celu usuniecia CO2. W zaleznosci od grupy doswiadczalnej, pierwsza ekspozycja

na warunki hiperbaryczne miata miejsce 1, 3 Iub 6 h po hipoksji- ischemii.

3.6. Ocena uszkodzenia mézgu po H-I

3.6.1. Ocena uszkodzenia mézgu po H-1 na podstawie stosunku masy potkul
mozgowych

Dwa tygodnie po H-I (PND 21) oseski byly usypiane letalng dawkag vetbutalu a
nastepnie dekapitowane. Po wyizolowaniu potkule moézgowe byly rozdzielane w
wzdhuz szczeliny podtuznej mézgu i wazone z doktadnoscig do 0.1 mg. Uszkodzenie
potkuli ipsilateralnej (po stronie operowanej- lewej) byto wyrazane jako procentowy
niedobor masy poétkuli ipsilateralnej w stosunku do masy potkuli kontralateralnej

(nieoperowanej).

3.6.2. Ocena wielko$ci martwicy mézgu

Do tego celu wykorzystano metod¢ barwienia chlorkiem 2,3,5-trojfenylotetrazoliny
(TTC). Moézgi 12-dniowych (5 dni po H-I) zwierzat zostaly pocigte na skrawki 0
grubosci 2 mm i wybarwione 1% roztworem TTC. Skrawki umieszczane byly w
roztworze TTC, bez dostepu $wiatta w temp. 37°C na okres 8 minut, a nastgpnie
przenoszone do 10% roztworu paraformaldehydu (PFA). W dalszej kolejnosci skrawki
byty skanowane za pomoca Image Scanner Il (GE Healthcare). Metoda wybarwiania
oparta jest na fakcie, ze zywe tkanki barwig si¢ na czerwono pod wptywem reakcji TTC
z dehydrogenazami, enzymami aktywnymi w zywej tkance. W martwe] tkance
dehydrogenazy sa degradowane lub denaturowane i traca swa aktywno$¢, dlatego
tkanka dotknigta martwica nie wybarwia si¢. Zabarwione skrawki pochodzace od
zwierzat poddanych terapii byly porownane ze skrawkami pochodzacymi od zwierzat
kontrolnych, nie poddanych terapii. Pole martwicy obliczano za pomocg programu
ImageJ (Wayne Rasband, USA), dzielac pole powierzchni obrysowanego,
niewybarwionego fragmentu skrawka potkuli ipsilateralnej przez pole powierzchni

obrysowanej potkuli kontralateralnej i wyrazano w procentach.

3.6.3. Histologiczna ocena uszkodzenia mozgu
14-dniowe szczury (7 dni po H-I) usypiano vetbutalem, a nast¢pnie utrwalano mozgi

przez perfuzje dosercowa 4% roztworem paraformaldehydu (PFA) w PBS. Po
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dekapitacji mézgi umieszczano w 4% PFA. Po tygodniu mozgi przenoszono do 99,9 %
etanolu, nastepnie zatapiano w parafinie i obszar pochodzacy z tylnej czesci hipokampa
(pomigdzy -2,2 a -3,5 mm od bregmy) krojono za pomocg mikrotomu na skrawki
grubosci 10 um. Skrawki byly odparafinowywane poprzez zatopienie w ksylenie (3x 5
minut), a nastgpniec w szeregu alkoholi o malejacym stezeniu (95, 90, 80, 70%).
Kolejnym krokiem byto przeptukanie w PBS. Tak przygotowane skrawki barwiono
fioletem krezylu, a nast¢pnie oceniano uszkodzenie w sektorze CA1 hipokampa oraz w

korze mozgowej przy uzyciu mikroskopu.

3.6.4. Ocena procesow apoptotycznych

Do oceny proceséw apoptotycznych uzyto metody barwienia TUNEL. Do barwienia
wykorzystano skrawki grubosci 10 um, ktére uzyskano stosujac procedure opisang w
punkcie 3.6.3. Po odparafinowaniu skrawki poddano dziataniu Proteinazy K przez 15
minut. Po tym etapie nastepowato wilasciwe znakowanie koncéw dUTP za pomoca
terminalnej deoksynukleotydylotransferazy (TUNEL, In Situ Cell Death Detection Kit,
Fluorescein; Roche, Szwajcaria). Dla kazdego zwierzg¢cia analizowane byto co najmniej
5 przekrojéw z centralnej czgsci CA1 hipokampa. Neurony byty liczone w polu o
dhugosci 0,15 mm z uzyciem programu do wizualizacji AxioVision (Carl Zeiss, Aalen,
Niemcy).

3.7. Badania behawioralne - test otwartego pola

Badania te zostaty przeprowadzone w 35 dniu zycia zwierzat (28 dni po H-I). Szczury
byly umieszczane pojedynczo na dnie areny do testu otwartego pola o Scianach koloru
szarego, wymiarach 60x60 cm, o§wietlonej stabym $wiattem rozproszonym. Zwierzgta
umieszczane byly na samym S$rodku wybiegu. Zachowanie zwierzat bylo nagrywane
przez 30 minut bez ingerencji eksperymentatora. Nastgpnie na ekranie monitora
podzielono pole wybiegu na 25 wirtualnych kwadratéw oraz zdefiniowano 3 obszary-
srodek, rogi 1 boki. Potem za pomocg programu EthoVision (Noldus, USA) nastgpito
zakwalifikowanie poszczegolnych aktow zachowania (wskaznikow eksploracyjnych) i
ich zliczenie. Dane przedstawiono jako: $redni przebyty dystans, czas spedzony w
centrum, czas spedzony w rogach, liczba wejs¢ do strefy centralnej oraz stopien
ruchliwosci (rozumiany jako ruch w miejscu oraz lokomocja). Dane pochodzace od
zwierzat poddanych H-I byly poréwnywane z danymi zwierzat z grupy kontrolnej oraz
z grupy poddanej HBO lub HH po H-1.

55



Ryc.2 Przykladowa S$ciezka przebyta przez szczura w teScie otwartego pola z
widocznym podzialem na strefy — centralna (czerwony), boczna (niebieski) i rogi

(zielony).

3.8. Oznaczenia biochemiczne

3 h po ostatniej sesji hipo-/hiperbarycznej, czyli 51 h po H-I, szczury byty
dekapitowane, a 2z poélkul ipsilateralnych oraz kontralateralnych do badan
biochemicznych pobierane byty kora moézgowa i hipokamp. Tkanki analizowane byty
wspolnie. Stezenie roztworu biatka w homogenatach bylo oznaczane za pomoca

metody Bradford’a.

3.8.1. Oznaczenie poziomu reaktywnych form tlenu (RFT)

Poziom RFT w poétkulach mézgowych byl oznaczany za pomoca dioctanu 2,7-
dichlorofluoresceiny (DCF-DA), ktory jest deestryfikowany do
dihydrodichlorofluoresceiny (H,DCF), a nast¢pnie ta forma ulega utlenieniu przez RFT
do silnie fluoryzujacej dichlorofluoresceiny (DCF). Potkule byly homogenizowane
oddzielnie w zimnym 40 mM buforze Tris-HCl o pH 7.4. Homogenaty byly
inkubowane na ptytce 96-dotkowej z 25 uM DCF-DA przez 30 minut w temp. 37°C.
Nastepnie odczytano fluorescencj¢ DCF za pomoca wielofunkcyjnego czytnika
mikroptytek (FLUOstar Omega, BMG LABTECH, Niemcy) przy ditugosci fali —
wzbudzenia 488 nm i emisji 530 nm. Umowne jednostki fluorescencji (RFU) byty

przeliczane na mg biatka w homogenacie.
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3.8.2. Oznaczenie aktywnos$ci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)
Tkanki z prawych i lewych potkul byty homogenizowane oddzielnie w 20 mM buforze

HEPES o pH 7.2, zawierajacym 1 mM EGTA, 210 mM mannitolu i 70 mM sacharozy
na lg tkanki. Homogenaty byly nastepnie wirowane przy 1500 x g przez 5 minut w
temp. 4°C. Supernatant byt pobierany do oznaczen, ktéore wykonano przy uzyciu
Superoxide Dismutase Assay Kit (Cayman Chemical, USA), zgodnie z instrukcja
dostarczong przez producenta. Aktywno$¢ enzymu wyrazona zostala jako ilo$¢
jednostek enzymatycznych na miligram biatka (U/mg biatka). Metoda wykorzystuje sol
tetrazoliny do detekcji rodnikéw ponadtlenkowych generowanych przez oksydaze
ksantynowg 1 hipoksantyne. Jony ponadtlenkowe powstaja z przeksztatcenia ksantyny i
tlenu czasteczkowego do kwasu moczowego 1 nadtlenku wodoru (H20;) przez oksydaze
ksantynowg (XOD). Anion ponadtlenkowy nast¢pnie przeksztalca sol tetrazoliny do
formazanu. Dodanie SOD do tej reakcji obniza poziom jondéw ponadtlenkowych,
obnizajac tym samym szybko$¢ tworzenia formazanu. Aktywno$¢ SOD w probach
mierzona jest jako procentowa inhibicja szybkosci tworzenia formazanu. Jednostka
enzymatyczna SOD jest definiowana jako ilo§¢ enzymu potrzebna do zahamowania
reakcji powstawania formazanu o 50%, co manifestuje si¢ poprzez zahamowanie
zmiany absorbancji w probie. Absorbancje mierzono przy pomocy spektrofotometru
(FLUOstar Omega, BMG LABTECH, Niemcy) przy dlugosci fali 450 nm. Do

obliczenia aktywnos$ci enzymu wykorzystano krzywa standardowa.

Ksantyna

\ /- Formazan
Oksydaza ksantynowa > <
J k Sol tetrazoliny

Kwas mo czowy

SOD

v

Ryc.3. Schemat metody oznaczania aktywnosci SOD (zrodto: opracowanie wtasne)
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3.8.3. Oznaczanie poziomu bialek SOD1i SOD2 metoda western blot

Wyizolowane mozgi byly homogenizowane w buforze PBS zawierajgcym 10 mM
EGTA, 10 mM EDTA, 0,1 mM PMSF i 100 mM NaCl, oraz mieszanin¢ inhibitorow
proteaz. Stezenie roztworu biatka w homogenatach zostalo oznaczone za pomoca
metody Bradford’a. Probki zostaly przygotowane w taki sposob, aby w 25 pul
homogenatu bylo 50ug biatka. Tak przygotowane préby nanoszono na zel
poliakrylamidowy. Elektroforez¢ prowadzono przy 150 V przez 75 minut. Nastepnie
przeprowadzano transfer biatek na membrang nitrocelulozows. Po transferze membrany
blokowano w roztworze 5% odtluszczonego mleka w TTBS przez 60 minut. W
kolejnym etapie membrany inkubowano z przeciwcialami pierwszorzedowymi
specyficznymi dla badanych biatek (SOD1 -mysie przeciwciato monoklonalne, SOD2 —
krolicze przeciwcialo poliklonalne, oba firmy Santa Cruz, w rozcienczeniu 1:100). Po
odplukaniu w TTBS inkubowano membrany z przeciwcialami drugorzedowymi
skoniugowanymi z fosfatazg alkaliczng. Prazki byly wywolywane za pomoca zestawu
Vector Blue Alkaline Phosphatase (AP) Substrate Kit (Vector Laboratories, USA),
skanowane za pomoca Image Scanner III (GE Healthcare) a nastepnie
densytometrowane za pomocg programu ImageQuant. Zmiany w ekspresji biatek
przedstawiano jako procent kontroli. Jako standard wewngtrzny stosowano aktyng

(Abcam, w rozcienczeniu 1:500).

3.8.4. Oznaczenie zawartosci glutationu zredukowanego (GSH)

Tkanki z prawych i1 lewych potkul byly homogenizowane oddzielnie w 25 mM buforze
HEPES o pH 7.4, zawierajacym 250 mM sacharozy. Nastgpnie homogenaty byty
wirowane przy 1000 x g przez 5 minut w temp. 4°C. Supernatant byt pobierany do
oznaczen, ktére wykonano przy uzyciu Glutathione Assay Kit, Fluorimetric (Sigma-
Aldrich, USA), zgodnie z instrukcja dostarczong przez producenta. Metoda do
oznaczenia stezenia GSH wykorzystuje monochlorobiman (MCB), ktory swobodnie
przenika przez btony komorkowe. Wolny, niezwigzany MCB wykazuje minimalng
fluorescencje, lecz po zwigzaniu ze zredukowanym glutationem powstaje silnie
fluorescencyjny addukt, co pozwala na detekcje GSH. Reakcja MCB z GSH jest

katalizowana przez s-transferaze glutationu (GST). Poziom fluorescencji powstatego
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adduktu odczytywano przy pomocy fluorymetru (FLUOstar Omega, BMG LABTECH,
Niemcy) przy dlugosci fali — wzbudzenia 390 nm i emisji 478 nm. Wynik uzyskany z
wykorzystaniem krzywej standardowej przeliczano na nanomole GSH w miligramie

biatka w homogenacie.

Cl
7 NN
M
(9] O
GSH

5- transferaza
glutationu
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O O

Ryc.4. Schemat przedstawiajacy reakcje monochlorobimanu z GSH w wyniku ktorej

powstaje fluorescencyjny addukt (zrodto: opracowanie wlasne)

3.8.5. Oznaczenie aktywnosci peroksydazy glutationowej (Gpx)

Tkanki z prawych 1 lewych poétkul byly homogenizowane oddzielnie w 50 mM buforze
Tris-HCI o pH 7.5, zawierajagcym 5mM EDTA i ImM DTT na 1g tkanki. Nastepnie
homogenaty byly wirowane przy 10000 x g przez 15 minut w temp. 4°C. Supernatant
byt pobierany do oznaczen, ktore wykonano przy uzyciu Glutathione Peroxidase Assay
Kit (Cayman Chemical, USA), zgodnie z instrukcja dostarczona przez producenta.
Metoda polega na pomiarze Gpx w sposob posredni korzystajac z reakcji sprzezonej z
reduktazg glutationowg. Utleniony glutation (GSSG) powstajacy podczas redukcji
wodoronadtlenkow przez Gpx, jest przetwarzany do formy zredukowanej przy udziale

NADPH i reduktazy glutationowe;j.

Utlenieniu NADPH do NADP" towarzyszy spadek absorbancji przy dtugosci fali 340

nm. W warunkach, w ktorych aktywno$¢ Gpx jest czynnikiem ograniczajagcym
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szybkos$¢ reakcji, spadek absorbancji przy 340 nm jest wprost proporcjonalny do
aktywno$ci GPx w probie. Absorbancje¢ mierzono z wykorzystaniem spektrofotometru
(FLUOstar Omega, BMG LABTECH, Niemcy). Aktywno$¢ GPx w probie obliczano za

pomoca krzywej standardowej i wyrazano w nmol/min/mg bialka.

R-0-O-H + 2GSH —2% —» R.O-H + GSSG + H,0

GS5G + NADPH + HY I:L]—]:I"In- 2GSH + NADDPY

Ryc.5. Schemat przedstawiajacy reakcje, na ktorych oparta jest metoda oznaczania

aktywnos$ci Gpx (zrodto: opracowanie wiasne)

3.8.6. Oznaczenie aktywnosci katalazy (CAT)
Tkanki z prawych i lewych pétkul byly homogenizowane oddzielnie w 50 mM

ortofosforanie potasu o pH 7.0, zawierajacym 1 mM EDTA. Nastepnie homogenaty
byty wirowane przy 10000 x g przez 15 minut w temp. 4°C. Supernatant byt pobierany
do oznaczen, ktore wykonano przy uzyciu Catalase Assay Kit (Cayman Chemical,
USA), zgodnie z instrukcja dostarczong przez producenta. Metoda wykorzystuje
peroksydacyjng aktywno$¢ katalazy 1 jest oparta na reakcji katalazy z metanolem przy
optymalnym st¢zeniu HyO,. Ilo§¢ powstajacego formaldehydu jest mierzona
kolorymetrycznie,  4-Amino-3-hydrazyno-5-merkapto-1,2,4-triazol  (Purpald) jest
wykorzystywany jako chromogen. Purpald tworzy specyficzny zwigzek heterocykliczny
z aldehydami, ktory podczas utleniania zmienia barwg na fioletowa. Zmiany
absorbancji monitorowano przy uzyciu spektrofotometru (FLUOstar Omega, BMG
LABTECH, Niemcy) przy dlugosci fali 540 nm. Aktywnos$¢ katalazy obliczono z

wykorzystaniem krzywej standardowej i wyrazano w nmol/min/mg biatka.

3.9. Analiza statystyczna
Analiza statystyczna zostala przeprowadzona przy uzyciu testu jednoczynnikowej
analizy wariancji (ANOVA) z testem post-hoc Dunnetta. Roznice byly uznawane za

istotne statystycznie gdy p byto mniejsze niz 0,05.
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4. Wyniki

4.1.Zastosowanie HBO lub postkondycjonowania HH zmniejsza uszkodzenie
mozgu szczurzych oseskow poddanych H-I

4.1.1.Wplyw zastosowania HBO lub postkondycjonowania HH na ubytek masy
ischemicznej potkuli mézgowej

Ekspozycja noworodkoéw szczurzych na warunki hipoksyjno-ischemiczne w modelu
ENN wywotata w mézgowiu badanych zwierzat uszkodzenie w rejonie unaczynionym
przez koncowe odgal¢zienia lewej tetnicy szyjnej wspolnej. Na skutek H-1 masa potkul
ipsilateralnych spadala §rednio o blisko 40% w stosunku do masy poéikul
kontralateralnych (ryc.6). Zastosowanie 60 minutowych sesji hiperbarii tlenowej
rozpoczetych 1, 3 Tub 6 godzin po H-I i kontynuowanych w nastgpnych 2 dniach w
znaczacy sposob zredukowalo ubytek masy potkul ipsilateralnych do poziomu,
odpowiednio 17.4% (p<0,01), 18.1% (p<0,01) i 19.2% (p<0,05). Obserwowana
protekcja jedynie w nieznaczny sposob zalezna byta od czasu rozpoczecia terapii.
Postkondycjonowanie hipoksja hipobaryczng przez 3 kolejne dni rowniez zmniejszyto
W sposob znamienny ubytek masy potkuli ipsilateralnej, ale efekt protekcji zalezny byt
od czasu rozpoczecia postkondycjonowania. Najmniejszy ubytek masy obserwowano,
gdy postkondycjonowanie HH rozpocz¢to godzing po H-I. Obserwowany ubytek masy
wynosit wtedy 12.9 % (p<0,01), natomiast zainicjowanie HH w pdzniejszym czasie
skutkowalo nieco mniejszg neuroprotekcja - postkondycjonowanie HH rozpoczete 3 lub
6 godzin po H-I redukowaly ubytek odpowiednio do 26.1% (p<0,05) oraz 23.8 %
(p<0,05) w odniesieniu do potkuli kontralateralnej 1 warto$ci te nie r6znily si¢ od siebie
W SposOb znaczacy statystycznie.

Przedstawione wyniki pokazuja, ze efektywno$¢ postkondycjonowania HH w
zapobieganiu uszkodzenia mozgu jest najwyzsza, gdy HH jest zainicjowana w krotkim
czasie po H-I (najmniejsze uszkodzenie obserwowane przy zastosowaniu HH 1 godzing
po H-I). Natomiast hiperbaria tlenowa zastosowana w réznych czasach az do 6 godzin
po H-I skutkowala neuroprotekcja na podobnym poziomie. Wskazywac¢ by to mogto na

dhuzsze okno terapeutyczne dla HBO.
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ubytek masy potkuliipsilateralnej[%]

Ryc.6 Wptyw HBO oraz postkondycjonowania HH na procentowy ubytek masy potkuli
ipsilateralnej w stosunku do masy potkuli kontrlateralnej. Ubytek masy analizowano 14
dni po hipoksjii-ischemii. Wyniki przedstawiono w postaci $redniej arytmetycznej +
S.E.M. n =9-11, réznice istotne statystycznie, r6zne od H-I: * - p <0.05, **-p<0,01.

4.1.2.Wplyw zastosowania HBO lub postkondycjonowania HH na stopien
martwicy mézgu po H-I
Barwienie TTC umozliwiajace wyodrgbnienie martwych obszarow tkanki wykazalo, ze

powierzchnia martwicy po H-I w poétkuli ipsilateralnej osiaga poziom 45.0% potkuli

kontrolnej (kontralateralnej) (ryc. 7)
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Ryc.7. Skrawki moézgowe wybarwione TTC. Przedstawiono typowe/reprezentatywne

dla danych grup obrazy.

Terapia HBO rozpoczeta 1, 3 lub 6 godzin po H-I zmniejszyta obszar martwicy w
sposob statystycznie znamienny do poziomu, odpowiednio 13.0%, 12.9% oraz 14.3%
(p<0,01). Postkondycjonowanie HH zainicjowane 1 godzing po H-I zredukowato obszar
martwicy potkuli ipsilateralnej do poziomu 13.9% (p<0,01), natomiast rozpoczgcie
postkondycjonowania 3 lub 6 godzin po H-I zmniejszato ten obszar do 29.6% oraz 33.3
%, jednakze wyniki te nie roznity si¢ znamiennie statystycznie od obserwowanych po

samej H-1 (ryc.8).
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Ryc.8. Wptyw HBO oraz postkondycjonowania HH na pole martwicy potkuli
ipsilateralnej w skrawkach moézgowych szczura mierzone 5 dni po H-l. Wyniki
przedstawiono w postaci $redniej arytmetycznej £ S.E.M, n= 4-5, roznice istotne
statystycznie ** - rozne od H-1, p < 0.01, # - r6zne od kontroli, p<0,001

4.1.3. Wplyw zastosowania HBO lub postkondycjonowania HH na wywolane H-|
uszkodzenie neuronéw w sektorze CA1 hipokampa oraz w korze mézgowej

Hipokamp szczura jest zbudowany z neurondéw piramidalnych, utozonych w warstwe 3-
6 komorek. Warstwy te sa rozmieszczone w czterech obszarach, okre§lanych jako pola
lub sektory CA1-CA4. Sektor CAL jest szczegdlnie wrazliwy na H-1, a zachodzace w
nim zmiany odzwierciedlajg uszkodzenie tkanki moézgu. Podobnie na H-I reaguja
niektore rejony kory mozgowej. W nastgpnym etapie zbadano wptyw HBO oraz HH na
zmiany morfologiczne w tych obszarach mozgu.

W uszkodzonej przez H-I ipsilateralnej potkuli moézgu szczuréw zaobserwowano
zmniejszenie rozmiaru hipokampa, jak rowniez uszkodzenie i dezorganizacj¢ neuronow
w sektorze CA1 hipokampa. Zaobserwowano tez znaczny ubytek komoérek w korze
mozgowej (ryc. 9B i 10B). Natomiast nie zaobserwowano zmian patologicznych w
potkulach kontralateralnych.

HBO zainicjowana zaréwno 1, 3 jak i 6 godzin po H-I zapobiegla zmianom w
hipokampie oraz znaczaco zmniejszyta ubytki komoérek w korze moézgowej (ryc.9).
Wyniki wskazuja, ze im wcze$niej zwierzeta poddano dziataniu HBO, tym

obserwowana neuroprotekcja byta wigksza.
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Ryc.9. Wptyw HBO na morfologi¢ catosci hipokampa, morfologi¢ sektora CAl
hipokampa oraz morfologi¢ kory moézgowej (w kolejnosci od lewej do prawej) w
potkuli ipsilateralnej szczura 7 dni po H-1. A)kontrola, B)H-1, C) H-I+HBO 1h, D) H-
I+HBO 3h, E) H-1+HBO 6h. Przedstawiono typowe/reprezentatywne dla danych grup
obrazy.

Opoznione rozpoczgcie terapii miato w przypadku HBO mniejszy wpltyw na stopien
neuroprotekcji niz w przypadku HH. Postkondycjonowanie HH zainicjowane 1 godzing
po H-I zapobiegto zmianom w sektorze CA1 hipokampa i znaczaco zmniejszyto ubytek
komorek w korze mozgowej (ryc.10). HH zainicjowana 3 lub 6 godzin po H-I rowniez
zmniejszata zmiany w badanych obszarach poétkuli ipsilateralnej, jednak nadal
obserwowano dezorganizacje neuronéw w sektorze CAL hipokampa. Wskazuje to na
mniejsze dziatanie protekcyjne HH rozpoczetej w czasie pozniejszym niz 1 godzina po

H-1.
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Ryc.10. Wplyw postkondycjonowania HH na morfologi¢ calosci hipokampa,
morfologi¢ sektora CAL hipokampa oraz morfologie kory mozgowej (w kolejnosci od
lewej do prawej) w potkuli ipsilateralnej szczura 7 dni po H-I. A) kontrola, B) H-I, C)
H-1+HH 1h, D) H-1+HH 3h, E) H-1+HH 6h. Przedstawiono typowe/reprezentatywne dla
danych grup obrazy.

4.1.4. Wplyw zastosowania HBO lub postkondycjonowania HH na wywolang przez
H-I apoptoze¢ obserwowana w sektorze CA1 hipokampa

W tych badaniach skupiono si¢ na ocenie ilo$ci komorek o charakterze apoptotycznym
w sektorze CAl hipokampa. Barwienie TUNEL w grupie kontrolnej skutkowato
wybarwieniem pojedynczych komorek w sektorze CA1 hipokampa obserwowanym w

obu poétkulach. Srednio apoptozie ulegato ok. 1-2 komorek w badanym fragmencie
66

http://rcin.org.pl



skrawka (ryc.11), co byto zapewne skutkiem wystgpowania tzw. apoptozy rozwojowe;j.
W poétkulach kontralateralnych zwierzat poddanych H-I réwniez obserwowano

pojedyncze komorki apoptotyczne.

W poétkulach ipsilateralnych zwierzat poddanych H-I liczba komorek apoptotycznych w
obserwowanym 150 pum odcinku sektora CA1l hipokampa wynosita $rednio 45 + 7.
Zastosowanie terapii hiperbarycznej w znamienny sposob ograniczyto liczbe komorek o
charakterze apoptotycznym. Zaréwno HBO rozpoczete 1, 3 jak i 6 godzin po H-I
skutkowato zmniejszeniem w badanym obszarze liczby komorek, ktore ulegly
apoptozie srednio do odpowiednio, 12 £ 6, 14 + 31 15 + 5 (p<0,05) (ryc.12). Spadek
liczby komorek apoptotycznych w kazdej z grup byl znamienny statystycznie w

poréwnaniu do grupy H-1.

Zastosowanie postkondycjonowania HH roéwniez spowodowalo zmniejszenie zmian
apoptotycznych w badanym sektorze CA1 hipokampa. W skrawkach tkanki mézgowe;j
pochodzacej od zwierzat postkondycjonowanych HH poczawszy od 1, 3 lub 6 godziny
po H-I zliczono odpowiednio, $rednio 14 + 1, 21 + 3 oraz 28 + 2 komorek
wykazujacych zmiany apoptotyczne. Jednakze spadek liczby komorek, ktore ulegly
apoptozie byl znamienny statystycznie w poréwnaniu do grupy H-I jedynie w grupach,

w ktorych postkondycjonowanie rozpoczeto 1 lub 3 godziny po H-1 (p<0,05).
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Ryc.11. Zdjecia przedstawiajace wplyw HBO oraz postkondycjonowania HH na
apoptoz¢ komorek w sektorze CA1 hipokampa potkuli ipsilateralnej mozgu szczura 7
dni po H-I w skrawkach wybarwionych metoda TUNEL. A) kontrola, B) H-I, C) H-
I+HBO 1h, D) H-I+HBO 3h, E) H-1+HBO 6h, F- H-1+HH 1h, G- H-I+HH 3h, H- H-
I+HH 6h.
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Ryc.12. Wplyw HBO oraz postkondycjonowania HH na liczebno$¢ komorek
apoptotycznych w sektorze CA1l hipokampa poétkuli ipsilateralnej w skrawkach
moézgowych szczura 7 dni po H-l. Wyniki przedstawione w postaci Sredniej
arytmetycznej £ S.E.M. n= 4-5, rdéznice istotne statystycznie * - rézne od H-I, p <
0.05, # -rozne od kontroli, p < 0,001

Poddanie zwierzat kontrolnych warunkom HBO lub HH (kontrola+HBO i
kontrola+HH) nie miato wplywu ani na obraz morfologiczny hipokampa ani tez na ilo$¢

komorek reagujacych w tescie TUNEL.

4.2.Wplyw HBO lub HH na zmiany behawioralne wywolane przez H-I

Aby zbada¢ czy obserwowane efekty neuroprotekcyjne po zastosowanych w tych
badaniach terapiach maja przetozenie na lepsza kondycje behawioralng zwierzat,

przeprowadzono test otwartego pola.

Do badan behawioralnych w otwartym polu uzyto zwierzat z grupy kontrolnej, grupy
hipoksyjno-ischemicznej oraz zwierzat ze skrajnych grup czasowych, tj. szczuréw

poddanych HBO lub postkondycjonowaniu HH 1 lub 6 godzin po H-I.

Badania aktywnos$ci ruchowej w otwartym polu szczuréw poddanych hipoksji- ischemii
wykazaty, ze niektore parametry oceny zachowania si¢ tych zwierzat sa zmienione.
Szczury poddane hipoksji-ischemii przebyly dystans o 17% mniejszy (p<0,05) oraz
wykazywaty zmniejszong o 22% (p<0,05) ruchliwo$¢ podczas 30 minutowego testu w

poréwnaniu z grupg kontrolna, poddang pozorowanej operacji (tab.2).
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W grupie zwierzat poddanych dziataniu HBO poczawszy od 1 lub 6 godziny po H-I,
dystans przebyty przez zwierzeta wzrdst o odpowiednio 25% (p<0,05) i 16%, a ich
ruchliwos$¢ byla wieksza o 39% (p<0,05) 1 24%, w poréwnaniu do grupy nie poddane;j

terapii.

Postkondycjonowanie HH nie skutkowato znaczgcymi zmianami przebytego dystansu.
Jedynie w grupie, w ktorej postkondycjonowanie HH rozpoczeto 6 godzin po H-I,
zaobserwowano zwigkszenie ruchliwosci zwierzat w otwartym polu o 26%, jednak

wynik ten nie byt znamienny statystycznie.

Szczury poddane hipoksji-ischemii wykazywaty zmniejszong o 22% czgsto$¢ wejs¢ do
uznawanej za niebezpieczng strefy centralnej w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych.
Przebywaty tez w strefie centralnej o 22% krdcej, natomiast o 22% wigcej czasu
spedzaly w rogach pola. O ile mozna zaobserwowa¢ tendencje, to jednak wyniki te nie
r6znity si¢ w sposob znamienny statystycznie od wynikow zwierzat z grup kontrolnych.
Poddanie zwierzat po H-I dzialaniu HBO, powodowato wyrazne, aczkolwiek
nieznamienne statystycznie, tendencje do przywrdcenia tych parametrow do poziomu
zblizonego do tego, jaki obserwowano przed H-I, czyli do zwigkszenia liczby wejs¢ i
czasu przebywania w strefie centralnej oraz zmniejszenia czasu przebytego w rogach.
Nie mozna powiedzie¢ tego samego o grupie zwierzat poddanych postkondycjonowaniu
HH, ktérych wyniki nie rdznig si¢ w sposob znaczacy od wynikéw zwierzat nie

poddanych postkondycjonowaniu.

Osobno przeanalizowano parametry zachowania si¢ zwierzat w ciggu pierwszych 1
ostatnich pieciu minut testu. Wyniki w tych krancowych interwalach czasowych

wykazaly podobne, lecz silniejsze tendencje niz wyniki cato$ciowe.

Szczury poddane hipoksji-ischemii przebyty srednio w ciggu pierwszych 5 minut testu
dystans 2119 centymetrow, o 17% mniej (p<0,05) niz dystans przebyty w analogicznym
okresie testu przez szczury z grupy kontrolnej (2568 centymetrow) oraz byty od nich o
24% mniej ruchliwe (p<0,05) (tab.3).

Zardéwno po zastosowaniu HBO jak i postkondycjonowania HH dystans przebyty przez
zwierzeta oraz ich ruchliwos¢ rosty, w grupach postkondycjonowanych HH znamiennie

statystycznie (p<0,05).
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W ostatnich 5 minutach testu u zwierzat z grupy poddanej H-I ewidentnie zmalata
aktywno$¢ lokomotoryczna — bylty o 58% mniej ruchliwe (p<0,05) i przebyty o 40%
krotszy dystans (p<0,05) niz zwierzeta z grupy kontrolnej (tab.4). We wszystkich
grupach, w ktorych stosowana byla terapia, z wyjatkiem grupy postkondycjonowane;j
HH 1 godzing po H-I, wzrosta aktywno$¢ lokomotoryczna w poréwnaniu do grupy
poddanej H-I bez postkondycjonowania, za$ ruchliwo$¢ wzrosta znamiennie w grupach
leczonych HBO (p<0,05).

Zarowno w pierwszych jak i ostatnich 5 minutach testu zwierz¢ta poddane H-1 rzadziej
o odpowiednio 34% i 70% (p<0,05) wchodzity do strefy centralnej oraz o odpowiednio
42% 1 30% krocej w niej przebywaty (tab.3 i 4). Zastosowanie HBO 1 lub 6 godzin po
H-I skutkowato zwigkszeniem liczby wejs¢ do strefy centralnej o odpowiednio 34%
(p<0,05) i 33% (pierwsze 5 minut testu) oraz 0 296% i 200% (ostatnie 5 minut testu)
(p<0,05) w analogicznych etapach testu a takze zwigkszato czas przebywania w
centrum pola i zmniejszato czas przebywania w rogach. Podobne tendencje uzyskano w
grupach postkondycjonowanych HH, jednak brak jest w nich wynikéw roznigcych sie

znamiennie statystycznie od grupy H-1 w analogicznych okresach testu.

0-30 minut
catowita czas w czas w liczba wysoka
droga [cm] |rogach [s] |centrum [s]|wejs¢ do |ruchliwosé
centrum [s]

kontrola 8086,3 796,2 199,2 42,3 265,6
H-I 6724,8" 970,6 155,7 33,2 207,9"
H-1+HBO 1h 8379,4* 788,7 197,6 45,9 289,1*
H-H+HBO 6h 7779,9 851,3 179,8 41,0 257,9
H-+HH 1h 6429,6 808,0 179,6 29,7 224,5
H-1+HH 6h 7102,5 982,1 95,9 34,0 262,2

Tab.2. Wptyw HBO oraz postkondycjonowania HH na aktywno$¢ lokomotoryczng i
parametry zachowania szczurow w tescie otwartego pola 28 dni po H-I, zmierzony w

ciggu 30 minut. n =5-6, - r6zne od kontroli,p <0.05, - rozne od H-1, p<0.05
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0-5 minut
catowita czas w czas w liczba wysoka
droga [cm] |rogach [s] |centrum [s]|wej$¢ do [ruchliwos¢
centrum [s]

kontrola 2567,8 122,4 36,6 12,2 100,2
H-1 2119,1"] 1433 21,3 8,0 76,4"
H-+HBO 1h 2340,0 122,0 38,4* 10,7* 92,7
H-H+HBO 6h 2492,5 128,8 24,4 10,7 97,5
H-1+HH 1h 2530,8* 133,3 26,4 10,2 102,0*
H-H+HH 6h 2691,3* 132,8 19,0 9,5 114, 7*

Tab.3. Wptyw HBO oraz postkondycjonowania HH na aktywnos$¢ lokomotoryczng i
parametry zachowania szczuré6w w tescie otwartego pola 28 dni po H-1, zmierzony w
pierwszym (0-5 min) interwale czasowym. n=5-6, - r6zne od kontroli, p<0.05,

- r6zne od H-1, p<0.05

25-30 minut
catowita czas w czas w liczba wysoka
droga [cm] |rogach [s] |centrum [s]|wej$¢ do [ruchliwos¢
centrum [s]

kontrola 771,1 175,8 24,8 4,5 21,7
H-I 464,4" 208,2 17,3 1,3" 9,1%
H-+HBO 1h 889,1* 136,7 25,5 5,3* 24,0*
H-+HBO 6h 734,7 129,1 25,3 4,0* 17,4*
H-1+HH 1h 416,2 147,0 24,3 1,7 17,5
H-H+HH 6h 564,3 165,6 11,4 3,4 14,1

Tab.4. Wplyw HBO oraz postkondycjonowania HH na aktywno$¢ lokomotoryczng i
parametry zachowania szczurow w tescie otwartego pola 28 dni po H-1, zmierzony w
ostatnim (25-30 min) interwale czasowym. n=5-6, - r6zne od kontroli, p<0.05,
- rézne od H-1, p<0.05
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4.3. Zastosowanie terapii HBO lub postkondycjonowania HH zmniejsza stres
oksydacyjny wywotany H-1

4.3.1. Wplyw zastosowania HBO lub postkondycjonowania HH na wywolane H-I
zmiany poziomu reaktywnych form tlenu w mézgach szczuréw

Poddanie 7 dniowych szczurow H-I powodowato blisko 5,5- krotny (546% kontroli)
wzrost poziomu reaktywnych form tlenu (RFT) w potkulach ipsilateralnych w
porownaniu do zwierzat kontrolnych. U tych samych zwierzat nie zanotowano zmian
poziomu RFT w potkulach kontralateralnych (ryc.13). Poddanie zwierzat kontrolnych
warunkom HBO (kontrola+HBO) lub HH (kontrola+HH) nie mialo wptywu na poziom

RFT w zadnej z potkul moézgowych (wyniki nie umieszczone w pracy).

Zastosowanie terapii HBO zapoczatkowanej 1, 3 lub 6 godzin po H-I skutkowato
zahamowaniem wzrostu poziomu RFT o odpowiednio 39%, 24% i 23%. Jednakze
jedynie wtedy, gdy terapia rozpocze¢ta byta 1 h po H-I zastosowanie HBO hamowato
wytwarzanie RFT w sposob znamienny statystycznie. Jakkolwiek odnotowaé nalezy
tendencje spadkowa, to jednak zahamowanie wzrostu RFT obserwowane przy
zapoczatkowaniu terapii w pdzniejszych czasach nie bylo statystycznie znamienne w

poréwnaniu do poziomu RFT obserwowanego u zwierzat nie poddanych terapii.

Po postkondycjonowaniu HH rozpoczetym 1 lub 3 godziny po H-I réwniez
zaobserwowano znaczny spadek poziomu RFT, w pordéwnaniu do zwierzat nie
poddanych terapii. Spadek wynosit odpowiednio 54% i 52% (p<0,01). W grupie, gdzie
HH zapoczatkowano po 6 godzinach od H-I poziom RFT wykazywal tendencje

spadkowa o 33%, ale wynik ten nie byt znamienny statystycznie.
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Ryc.13. Wpltyw zastosowania HBO oraz postkondycjonowania HH na zmiany poziomu
RFT w mozgu szczuréw poddanych H-I. Wyniki przedstawione jako $rednia
arytmetyczna + SEM, n = 6-8; rdznice istotne statystycznie: rézne od H-1* -p <0.05;
** - p <0,01; # - rozne od kontroli, p < 0,001

4.3.2. Wplyw zastosowania HBO lub postkondycjonowania HH na zmiany
aktywnosci SOD obserwowane w mozgach szczurow po H-1

Dla ustalenia efektu HBO oraz HH na aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w
moézgach zwierzat kontrolnych przeprowadzono badania w ktérych poddano zwierzeta
kontrolne 60 minutowym sesjom terapeutycznym przez 3 dni. Badania te wykazaty
ponad 3-krotny wzrost aktywnosci SOD w grupie hiperbarycznej oraz ponad 5-krotny
wzrost w grupie poddanej hipoksji hipobarycznej. Wzrost aktywnosci SOD
obserwowany byl w obu potkulach.
U zwierzat poddanych jedynie H-I aktywnos¢ SOD w pétkulach ipsilateralnych wzrosta
8,5- krotnie (846% kontroli) w stosunku do zwierzat kontrolnych (Ryc.14). Nie
obserwowano jednak wzrostu aktywnosci w potkulach kontralateralnych.
W grupach zwierzat poddanych HBO po hipoksji-ischemii stwierdzono spadek
aktywnosci SOD w potkulach ipsilateralnych. U zwierzat u ktérych terapie HBO
rozpoczeto 1 lub 3 godziny po H-1 aktywnos¢ SOD w pétkulach ipsilateralnych spadta o
odpowiednio 63% i 46% w stosunku do grupy H-I i spadek ten byl znamienny
statystycznie. Spadek aktywnosci SOD zanotowano rowniez w grupie poddanej HBO
poczawszy od szostej godziny po H-I, jednakze nie byt on znamienny statystycznie. W
potkulach kontralateralnych zwierzat poddanych H-I a nastepnie terapii HBO
obserwowano spadek aktywno$ci SOD jedynie w przypadku rozpoczgcia terapii 1 godz.
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po H-l. Spadek ten byl ponizej poziomu grupy kontrolnej+HBO, a w pozostalych
dwoch grupach poziom byt taki sam jak w kontroli+HBO.

Pomiary aktywnosci SOD w ipsilateralnych potkulach mézgow zwierzat poddanych po
H-I postkondycjonowaniu HH wykazywaty dalszg tendencj¢ wzrostowg w porownaniu
do obserwowanej u szczuréw nie poddanych zadnej terapii. W grupie gdzie HH
zainicjowana zostata 1 godzing po H-I wzrost aktywnosci SOD wynosit 36% w
porownaniu do grupy H-I i byt istotny statystycznie. Aktywno$¢ SOD mierzona w
moézgach zwierzat postkondycjonowanych poczawszy od 3 lub 6 godziny po H-I,
rowniez byla wyzsza w pordwnaniu do grupy H-I o odpowiednio 11% i 6%, jednakze

nie roznila si¢ od niej statystycznie.
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Ryc.14. Wptyw HBO oraz postkondycjonowania HH na aktywnos$¢ SOD. Wyniki
przedstawione jako $rednia arytmetyczna + SEM, n = 6-8; roznice istotne statystycznie
** - rozne od H-1, p < 0.01, #- r6zne od kontroli, p<0,001

Przedstawione wyniki moga wskazywa¢ na rozne mechanizmy neuroprotekcji

wywotanej postkondycjonowaniem HH 1 HBO.
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4.3.3. Wplyw zastosowania HBO oraz postkondycjonowania HH na wywolane
przez H-1 zmiany ekspresji réznych izoform SOD w mézgach 7- dniowych
SZczZurow

Nastepnie zbadano wplyw zastosowanych terapii na zaobserwowane zmiany w
ekspresji  dwoch izoform SOD zachodzace po H-I. Zbadano ekspresje
cytoplazmatycznej izoformy SOD 1 oraz izoformy mitochondrialnej SOD2.

4. 3.3.1. Wplyw HBO oraz postkondycjonowania HH na zmiany ekspresji SOD1
Ekspresja SOD1 na poziomie biatka zostata zbadana za pomocg techniki western blot.
W moézgach zwierzat poddanych H-I zaobserwowano wzrost ekspresji biatka SOD1 w
potkulach ipsilateralnych o ponad 250% wzglgdem grupy kontrolnej (ryc.15). Nie
zaobserwowano zmian ekspresji w potkulach kontralateralnych.

Nastgpnym etapem bylo zbadanie wptywu tlenu w warunkach hiperbarii na ekspresje
SOD. Poddanie zwierzat kontrolnych trzem godzinnym sesjom HBO (kontrola+HBO)
skutkowalo wzrostem ekspresji SOD1 o ponad 117% w poétkulach ipsilateralnych oraz o
120% w poétkulach kontralateralnych (p<0,01).

U zwierzat, u ktorych zastosowano HBO poczawszy od 1, 3 lub 6 godziny po H-I
ekspresja biatka SOD1 w pordwnaniu do zwierzat nie poddanych zadnej terapii malata
odpowiednio do poziomu 188% (p<0,05), 263% i 282% kontroli (ryc.15). Wartosci te
zblizone byty do obserwowanych w grupie kontrolnej poddanej HBO.
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Ryc.15. Wptyw HBO na ekspresje SOD1 w moézgu 7- dniowych szczurow. Wyniki

przedstawione jako $rednia arytmetyczna + SEM, n = 4; rdznice istotne statystycznie *-

76



rézne od H-1, p<0,05; # - rozne od kontroli, p<0,01. Przedstawione bloty pokazuja
ekspresje SOD1 i aktyny w polkulach ipsilateralnych (lewa strona) oraz
kontralateralnych (prawa). K- kontrola.

Poddanie zwierzat kontrolnych przez 3 dni 60 minutowej hipoksji hipobarycznej
skutkowato niewielkim wzrostem ekspresji SOD1 w potkulach ipsilateralnych o okoto
37 % w porownaniu do kontroli, oraz o 32% w poétkulach kontralateralnych. Wzrost ten
nie byt znamienny statystycznie. Zastosowanie postkondycjonowania HH u zwierzat
poddanych H-I poczawszy od 1, 3 lub 6 godziny po urazie, nie wptyngto znaczaco na
obserwowany po H-1 wzrost ekspresji SOD1 (ryc.16).
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Ryc.16. Wplyw postkondycjonowania HH na ekspresje SOD1 w moézgu 7- dniowych
szczurow. Wyniki przedstawione jako s$rednia arytmetyczna £ SEM, n = 4; roznice
istotne statystycznie * - rézne od kontroli, p < 0.05, Przedstawione bloty pokazuja
ekspresj¢ SOD1 i aktyny w potkulach ipsilateralnych (lewa strona) oraz w poétkulach
kontralateralnych (prawa) .

4.3.3.2. Wplyw HBO lub postkondycjonowania HH na zmiany ekspresji SOD2
W mozgach zwierzat poddanych H-I zaobserwowano spadek ekspresji biatka SOD2 w

potkulach ipsilateralnych o 25% wzgledem grupy kontrolnej (p<0,01). Zastosowanie
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terapii HBO 1 godzing po H-I powodowato powrdt ekspresji biatka SOD2 do poziomu
87% grupy kontrolnej, skutkiem czego ekspresja SOD2 nie roznita si¢ istotnie
statystycznie pomiedzy tymi dwoma grupami. Efekt ten byl taki sam niezaleznie od
Czasu rozpoczecia terapii (ryc.17). Poddanie zwierzat kontrolnych trzem sesjom
hiperbarii tlenowej nie skutkowalo wyraznymi roéznicami ekspresji SOD2 pomiedzy

grupami.
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Ryc.17. Wplyw zastosowania HBO na eckspresje SOD2 w mozgu 7- dniowych
szczurOw. Wyniki przedstawione jako Srednia arytmetyczna += SEM, n = 4; rdznice
istotne statystycznie # - rézne od kontroli, p < 0,01. Przedstawione bloty pokazuja
ekspresjc  SOD2 i aktyny w poétkulach ipsilateralnych (lewa strona) oraz
kontralateralnych (prawa).

Natomiast zastosowanie postkondycjonowania HH u zwierzat kontrolnych
(kontrola+HH) skutkowato wzrostem ekspresji SOD2 w porownaniu do kontroli o 44%

(p<0,05) w potkulach ipsilateralnych oraz o 37% (p<0,05) w potkulach
kontralateralnych.

Poddanie zwierzat postkondycjonowaniu HH poczawszy od 1, 3 lub 6 godzin po
przebytej H-1 spowodowato wzrost ekspresji SOD2 o odpowiednio 102, 58 i 42% (dla
wszystkich grup p<0,05) w porownaniu do grupy H-I (ryc.18).

78



K K+HH  H-I H-1 +HH K K+HH  H H-1 +HH
1h 3h 6h 1h 3h 6h

SOD2 (25 KDa) | e «sti s syl S s —_—
p-aktyna(42 kDa) - - = T '
Epolkule
250,0 ipsilateralne
— * Opolkule
S 2000 - kontralateralne
g )
£ 1500 -
~
=)
2 1000 4
Bk
@
S 50,0 A
i
0,0 -
\LQ“U\S\ D\.aa-\'\"\ \‘\ ey 1\‘\\*\‘\\,\’5 e HG‘C\

Ryc.18. Wplyw postkondycjonowania HH na ekspresje SOD2 w mozgu 7- dniowych
szczurow. Wyniki przedstawione jako $rednia arytmetyczna = SEM, n = 4-6; rdznice
istotne statystycznie, # -rézne od kontroli, p<0,05, *- rézne od H-l, p<0,05 n=4.
Przedstawione bloty pokazuja ekspresje SOD2 i aktyny w potkulach ipsilateralnych
(lewa strona) oraz kontralateralnych (prawa).

Przedstawione wyniki moga sugerowac, iz w obserwowany wzrost aktywnosci SOD po
H-1 bardziej zaangazowana jest cytoplazmatyczna forma SOD. Spadek aktywnosci
SOD po terapii HBO jest prawdopodobnie zwigzany ze zmniejszeniem ekspresji SOD1,
co moze sugerowaé, ze neuroprotekcyjny efekt HBO bardziej zwigzany jest z ta
cytoplazmatyczng izoformag SOD. Natomiast w przypadku protekcji wywotanej
postkondycjonowaniem HH znaczenie moze mie¢ wzrost ekspresji formy

mitochondrialnej.

4.3.4. Wplyw zastosowania HBO oraz postkondycjonowania HH na zmiany
stezenia GSH obserwowane w mézgu 7 -dniowych szczuréw po H-I

Aktywno$¢ SOD wigze si¢ z tworzeniem nadtlenku wodoru, ktéry jest nastepnie
usuwany gtéwnie przez peroksydaze glutationowa. Oprocz H,O, substratem w reakcji

katalizowanej przez peroksydaze glutationowg jest zredukowany glutation (GSH) -
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wazny element obrony antyoksydacyjnej bioracy oprocz tego udziat w neutralizacji
nadtlenkéw organicznych i innych reaktywnych form tlenu.

Poziom GSH mierzony w homogenatach mézgéow szczurow kontrolnych wynosit
srednio 30 + 5 nmol/mg biatka. H-1 wywotlywata spadek zawartosci GSH, w potkulach
ipsilateralnych o 52% oraz o 25% w poltkulach kontralateralnych w poréwnaniu do
grupy kontrolnej (ryc.19).

Poddanie zwierzat po H-I dziataniu HBO lub postkondycjonowaniu HH w obu
przypadkach powodowato przywrocenie stezenia GSH do poziomu zblizonego do tego,
jaki obserwowano przed H-I. Po zastosowaniu HBO wartos$ci stgzenia GSH w
potkulach ipsilateralnych wynosity odpowiednio 80%, 83% 1 69% poziomu kontroli,
jednakze nie roznily si¢ one znamiennie statystycznie od wartosci zanotowanej dla
grupy kontrolnej. Stezenie GSH w potkulach kontralateralnych réwniez nie roznito sig
znamiennie statystycznie od grupy kontrolnej.

Zastosowanie postkondycjonowania HH réwniez sprawito, ze stgzenie GSH w obu
potkulach powrdcito do wartosci zblizonych do tych sprzed H-1 1 dla potkul
ipsilateralnych wynosito odpowiednio 82%, 76%, 83% wartos$ci kontrolnych, a dla
potkul kontralateralnych 95%, 88% i 79 % dla HH zainicjowanej odpowiednio 1, 3 lub
6 godzin po H-1. Wartosci te nie r6znity si¢ znamiennie od warto$ci kontrolnych.
Zmiany stezenia GSH w poétkulach kontralateralnych po zastosowaniu zar6wno HBO
jak 1 HH byly nieznamienne statystycznie w poréwnaniu do zwierzat nie poddanych
terapii.

Poddanie zwierzat kontrolnych warunkom HBO (kontrola+tHBO) Iub HH

(kontrola+HH) nie miato wplywu na st¢zenie GSH (wyniki nie umieszczone w pracy).
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Ryc.19. Wplyw hiperbarii tlenowej oraz postkondycjonowania HH na ste¢zenie
glutationu zredukowanego (GSH) w mozgu 7-dniowych szczurow. Wyniki
przedstawione jako $rednia arytmetyczna + SEM, n = 6; ro6znice istotne statystycznie #

- r6zne od kontroli, p < 0.05

4.3.5. Wplyw HH lub HBO na zmiany aktywno$¢ GPx wywolane przez H-|

GPx wraz z katalazg odpowiada za katabolizm nadtlenku wodoru powstajacego w
komorkach. GPx w reakcji w ktorej uczestniczy GSH, redukuje nadtlenek wodoru do

wody, moze rowniez redukowa¢ wodoronadtlenki organiczne.

W moich do$wiadczeniach aktywnos¢ GPx zmierzona w mozgach szczurow
kontrolnych wynosita $rednio 6,4 + 0,44 nmol/min/mg biatka. Aktywnos¢ GPx w
pétkulach ipsilateralnych po H-I wzrastata blisko 2,5- krotnie (ryc.20). Nie
zaobserwowano natomiast zmian aktywnosci GPx w potkulach kontralateralnych.
Poddanie zwierzat kontrolnych warunkom HBO (kontrola+tHBO) Iub HH

(kontrola+HH) nie miato wptywu na aktywno$s¢ GPx (wyniki nie umieszczone w

pracy).

W grupach zwierzat poddanych terapii hiperbarycznej zaobserwowano  spadek
aktywnosci GPx w potkulach ipsilateralnych w poréwnaniu do grupy H-I. W grupie, w
ktorej terapi¢ rozpoczeto 1 godz. po H-I, spadek ten byt istotny statystycznie i wynosit
44%. W pozostatych grupach odnotowano 35(3h) i 30% (6h) spadek, jednakze nie byt

on znamienny statystycznie.
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Inaczej niz w przypadku terapii HBO, aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej mierzona
w poétkulach ipsilateralnych zwierzat poddanych postkondycjonowaniu HH nie
wykazywata jednorodnej tendencji w stosunku do aktywnos$ci mierzonych u szczuroéw
po H-I. Tendencja ta zalezna byla od czasu rozpoczgcia postkondycjonowania. W
grupie gdzie HH zainicjowana zostala 1 godzing po H-I wzrost aktywnosci GPx
wynosit 25%, natomiast w grupach, w ktorych HH zainicjowano odpowiednio 3 i 6h po
H-I, aktywno$¢ GPx spadia o 18 1 8% w stosunku do grupy ischemicznej. W Zadnej z

tych grup nie byta to zmiana znamienna statystycznie.
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Ryc.20. Wptyw hiperbarii tlenowej oraz postkondycjonowania HH na aktywno$é
peroksydazy glutationowej. Wyniki przedstawione jako $rednia arytmetyczna + SEM, n
= 6-8; roznice istotne statystycznie # - r6ézne od kontroli, p<0,05, *- rézne od H-I,
p<0,05

4.3.6. Wplyw zastosowania HBO lub postkondycjonowania HH na zmiany
aktywnos¢ katalazy obserwowane po H-I

Aktywnos¢ katalazy zmierzona w mozgach szczuréw kontrolnych wynosita srednio
4,28 £ 0,12 nmol/min/mg biatka. Pomiary aktywnos$ci katalazy w mozgach zwierzat
poddanych H-1 wykazaty zmiany jedynie w poétkulach ipsilateralnych. Aktywnos¢ ta

wzrastata o 77% w poréwnaniu do wartosci kontrolnych (p<0,05, ryc.21).

Poddanie zwierzat kontrolnych warunkom HBO (kontrola+tHBO) Iub HH
(kontrola+HH) nie miato wptywu na aktywnos¢ katalazy w zadnej z potkul mézgowych

(wyniki nie umieszczone w pracy).
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W grupach zwierzat poddanych terapii hiperbarycznej miat miejsce spadek aktywnos$ci
katalazy mierzonej w potkulach ipsilateralnych. W grupach, w ktoérych terapia HBO
zainicjowana zostala odpowiednio, 1 lub 3 godziny po H-I aktywnos¢ ta spadta o0 25% i
24% w porownaniu do grupy H-I i zmiany te byly znamienne statystycznie (p<0,05). W
grupie, w ktorej terapi¢ HBO rozpoczynano 6 godzin po H-I aktywno$¢ katalazy spadta,

nieznamiennie statystycznie, o 16%.

Aktywnos¢ katalazy u zwierzat poddanych postkondycjonowaniu HH nie wykazywata
zmian w stosunku do aktywno$ci katalazy notowanej w mozgach zwierzat po przebytej
H-1, ktorych nie poddano terapii. Brak efektu byl niezalezny od czasu rozpoczegcia

postkondycjonowania.

Sugeruje to mniejsze znaczenie Kkatalazy w neuroprotekcyjnym mechanizmie

postkondycjonowania HH.
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Ryc.21. Wptyw hiperbarii tlenowej oraz postkondycjonowania HH na aktywno$é
katalazy w moézgu 7-dniowych szczuréw. Wyniki przedstawione jako Srednia
arytmetyczna £ SEM, n = 6-8; rdznice istotne statystycznie * - r6zne od H-I, p < 0.05,
# - r6zne od kontroli, p<0,05
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5.Dyskusja

5.1.Potencjal neuroprotekcyjny HBO oraz HH w modelu ENN u siedmiodniowych
sZczurow

Jak to juz omdéwiono we Wstepie, wyniki poprzednio opublikowanych badan wykazaty,
ze HBO posiada potencjat neuroprotekcyjny (Zhang i wsp., 2005).

Nowa obserwacja zawarta w tej pracy jest wykazanie po raz pierwszy, ze
postkondycjonowanie HH dziata neuroprotekcyjnie w zwierzegcym modelu ENN.
Wyniki moich badan potwierdzity, ze zaréwno HBO 1 HH dziataja ochronnie na moézgi
noworodkow szczurzych poddanych hipoksji-ischemii. Proba wyjasnienia tego efektu
dostarczyta danych wskazujacych na odrgbne mechanizmy uruchamiane przez HBO i
HH. Co prawda mechanizm protekcyjny obu testowanych podejs¢ prawdopodobnie
opieral si¢ na wzroscie st¢zenia GSH i zmniejszeniu poziomu RFT w badanych
tkankach, to jednak sa przestanki do twierdzenia, ze drogi prowadzace do uzyskania

tego efektu byly rozne.

5.2.Model ENN

Niedojrzalty mozg ludzki jest podatny na uszkodzenie wywotlane hipoksja/ischemig.
Zmiany patologiczne dotycza gtéwnie hipokampa oraz kory mozgowej — struktur
kluczowych dla proceséw kognitywnych 1 zachowania. Powszechnie uznany 1
stosowany model H-I 7-dniowych szczuréw symuluje procesy komorkowe i zmiany
patologiczne obserwowane u noworodkéow po H-I, takie jak nadmierna aktywacja
systemu glutaminianergicznego oraz wzrost wewnatrzkoméorkowego stezenia jonow
wapnia (Vannucci i Vannucci, 1997). W zastosowanym w tej pracy modelu obserwuje
si¢ Smier¢ komodrek nerwowych w korze mozgowej, hipokampie, prazkowiu i wzgorzu,

a takze uszkodzenie istoty biatej (Cheng i wsp., 1998; Puka-Sundvall i wsp., 2000).
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Model zwierzecy ludzkiej asfiksji okotoporodowej, ktory zastosowatem podejmujac
badania neuroprotekcyjnego dziatania hiperbarii tlenowej oraz postkondycjonowania
hipoksjg hipobaryczng, jest odmiang powszechnie stosowanego od 1960 roku modelu
Levine'a (Levine, 1960). Zostal on zmodyfikowany i1 przystosowany do badan na
oseskach szczurzych przez Rice'a i wsp. (1981). W tym modelu siedmiodniowe szczury,
po uprzednim podwigzaniu tetnicy szyjnej wspdlnej poddawane sa ekspozycji na
warunki hipoksyjne. Na podstawie poréwnania roznych parametrow opisujacych i
okreslajacych stopien rozwoju mézgu, takich jak zaawansowanie procesu mielinizacji i
etap rozwoju poszczegdlnych struktur mézgowych przyjmuje si¢, ze siedmiodniowy
szczur odpowiada stopniem rozwoju mozgu 32-34 tygodniowemu plodowi ludzkiemu
(Vanucci 1 wsp., 1997). Dodatkowo symuluje to warunki, w jakich znajduja sie
noworodki urodzone przedterminowo, ktoérych moézgi, jeszcze nie w pelni rozwinigte, sa
szczegolnie narazone na procesy neurodegeneracyjne (Hagberg i wsp. 1997, Nyakas i
wsp. 1996). Ponadto wykazano, ze w 7 dniu po urodzeniu u oseskow szczurzych
utrzymuje si¢ niski poziom transporterow glukozy, co podczas H-lI prowadzi do
gwaltownego spadku stezenia glukozy 1 substratéw energetycznych (Yager i

wsp.,1992).

Wybor tego wlasnie modelu w celu indukowania hipoksyjnego uszkodzenia moézgu u
niedojrzatych szczurow wynika z faktu, ze posiada on wiele istotnych zalet przy
niewielkiej ilosci wad. Zaletg jest fakt, ze przy pewnej wprawie, zabieg podwigzania
tetnicy szyjnej wspolnej przeprowadza si¢ szybko i1 precyzyjnie. Ponadto jest on
stosunkowo tani, mato inwazyjny i daje duze mozliwosci pozyskiwania materiatu do
opracowan statystycznych. Model ten cechuje si¢ niska, bliska zeru, $miertelnoscia
zwierzat oraz brakiem konwulsji czy komplikacji krazeniowo-oddechowych. Jego
kolejng zaletg jest fakt, Ze jest on powszechnie stosowany do testowania potencjalnych
substancji neuroprotekcyjnych. Testowano na nim mig¢dzy innymi: edaravon, czynniki
neurotroficzne, np. GDNF, deksametazon, magnez, osteopontyne, EPO, antyoksydanty,
komorki macierzyste i modulatory kanatow K®-ATP (Sameshima i Ikenoue, 2013).
Jednakze oprocz wielu zalet model ten nie pozbawiony jest pewnych wad. W modelu
asfiksji okotoporodowej uzyskujemy tylko jednostronne uszkodzenie mozgowia, przy
braku uszkodzenia innych organéw, co jest rzadko obserwowane w patologii ludzkiej.

Pewnym ograniczeniem modelu jest brak mozliwosci wielokrotnego rejestrowania
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niektorych parametrow np. niemozliwe jest wielokrotne pobieranie probek krwi. Za
korzystng ceche stosowanego modelu nalezy uzna¢ fakt, ze nie powoduje on u
badanych zwierzat zadnych powaznych, ubocznych zaburzen zdrowotnych, co pozwala
bada¢ odroczone skutki asfiksji okotoporodowej (Dell' Anna i wsp., 1991). Stosowanie
potkuli nie objetej uszkodzeniem jako wewnetrznej kontroli umozliwia standaryzacje
wynikéw. Mimo to obserwuje si¢ do$¢ znaczng zmienno$¢ wynikdéw u poszczegdlnych
zwierzat, co mozna jednak skorygowac przez zwigkszenie ich liczebnosci w grupach
doswiadczalnych. Model asfiksji okotoporodowej jest dobrze scharakteryzowany pod
wzglgdem hemodynamiki, metabolizmu energetycznego i przemiany biatek (Hagberg i
wsp., 1997). Ponadto wykazano, ze zapis EEG szczura poddanego eksperymentalne;j
hipoksji-ischemii jest zgodny ze wzorem otrzymanym w warunkach klinicznych po
przebytej asfiksji okotoporodowej (Sampath i wsp., 2014). Wszystkie te czynniki
powoduja, ze model ten jest szeroko stosowany i uznany za odpowiedni do badania

skuteczno$ci nowych metod zapobiegania uszkodzeniom moézgu u noworodkow.

5.3. HBO i HH zmniejszaja uszkodzenie mézgu po H-I

W moich badaniach zaobserwowatem, ze H-I powoduje duzy ubytek komorek
nerwowych oraz atrofi¢ tkanek w potkuli ipsilateralnej, skutkujgca ubytkiem masy tej
potkuli przy zachowaniu prawidtowej 1 niezmienionej struktury potkuli kontralateralne;,
co jest zgodne z obserwacjami innych badaczy (Calvert i wsp., 2002). Co prawda
dokladna sekwencja zdarzen zachodzacych po H-I nie jest do konca znana, ale
zauwazalna martwica mozgu pojawia si¢ 24 godziny po H-I, natomiast jak
zaobserwowatem w 7 dniu po H-I da si¢ zauwazyé wyrazne zmniejszenie objetosci
prazkowia, hipokampa 1 kory mézgowej w potkuli ipsilateralnej, co réwniez jest zgodne

z wezesniejszymi obserwacjami (Hossain 1 wsp., 2004).

Badanie efektywnos$ci zastosowania HBO oraz postkondycjonowania HH jako
zabiegow neuroprotekcyjnych wymagato wigc pordwnania makroskopowych oraz
morfologicznych zmian w mozgach szczuré6w kontrolnych i poddanych

eksperymentalnej terapii.

W moich badaniach H-I u szczurow spowodowala cze$ciowa martwice potkul
ipsilateralnych, znaczacy ubytek masy tych potkul, dodatkowo znaczna czes¢ komorek

w sektorze CA1 hipokampa ulegta wybarwieniu metodg TUNEL, co sugeruje, ze w tym
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obszarze moézgu potkuli ipsilateralnej komorki ulegly apoptozie lub nekrozie.
Uszkodzenie na poziomie komérkowym w hipokampie i korze moézgowej zostato
potwierdzone za pomocg badan morfologicznych. Zastosowanie zarowno HBO jak 1
postkondycjonowania HH skutkowato znaczacg neuroprotekcja, co wyrazato si¢ tym, ze
obie metody zainicjowane 1, 3 i 6 godzin po H-I zmniejszaty ubytek masy poétkul
ipsilateralnych, redukowaty obszar martwicy oraz zmniejszaly liczbe komorek
apoptotycznych. Zaréwno w przypadku HBO jak i postkondycjonowania HH
neuroprotekcje na poziomie komorkowym w hipokampie 1 korze mozgowej

potwierdzono za pomocg badan morfologicznych.

Neuroprotekcja wywotana HBO byla na podobnym poziomie niezaleznie od czasu
rozpoczecia terapii, do 6 godzin po H-I. Podobne wnioski pltyng ze szczegdétowych
badan Wanga i wsp. (2008), ktorzy testowali okno terapeutyczne dla HBO w podobnym
do stosowanego przeze mnie uktadzie eksperymentalnym. Roznice polegaty na tym, ze
we wspomnianych badaniach uzyto innego szczepu szczurow (Sprague—Dawley),
wydhuzono czas niedotlenienia z 75 do 120 minut, za to zwigkszajac zawartos¢ tlenu w
mieszance hipoksyjnej z 7,4 do 8%, a terapi¢ hiperbaryczng stosowano przy cisnieniu 2
ATA przez 7 kolejnych dni. Z tych badan wynika, ze okno terapeutyczne dla HBO
moze by¢ wydtuzone nawet do 12 godzin po H-I, a dodatkowo skuteczno$¢ w tej grupie
czasowej nie rozni si¢ istotnie od grupy, w ktorej HBO zaczgto stosowaé 3 godziny po
H-1. HBO zastosowana do 12 godzin po H-I zmniejszata ubytek komorek w sektorze
CA1 hipokampa oraz poprawiala wyniki zwierzat w testach behawioralnych.
Poréwnywalng neuroprotekcje z 7 — dniowym cyklem HBO zaobserwowatem w moich
badaniach, stosujac wyzsze o 0,5 ATA cis$nienie przez 3 dni. Najlepsze wyniki dawato
rozpoczecie terapii HBO 1 godzing po H-1, cho¢ okno terapeutyczne wyniosto 6 godzin.
Do podobnych wnioskow doszli Liu 1 wsp. (2006), ktéorzy na podstawie badan
histologicznych oraz behawioralnych okreslili optymalny czas okna terapeutycznego na
6 godzin. Wang i wsp. (2014) wykazali skuteczno$¢ HBO w modelu MCAO (ang.
middle cerebral artery occlusion, okluzja tetnicy srodkowej mozgu) u dojrzatych
szczuréw, zastosowanej 1 godzine po uszkodzeniu, w przeciwienstwie do HBO uzytej
12 godzin po MCAO. Mechanizm protekcji byl zwigzany ze zmniejszeniem

przepuszczalno$ci bariery krew- mozg.
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Przegladajac  dostgpng literature nie znalazlem opiséw proéb  stosowania
postkondycjonowania HH w modelu H-I; moja praca jest zapewne pierwszym takim
podejsciem. Postkondycjonowanie HH w moich badaniach byto najbardziej skuteczne,
gdy zostato zastosowane 1 godzing po H-I. Dane z badan nad postkondycjonowaniem
serca, nerek 1 watroby istotnie wskazuja, ze najlepsze efekty uzyskuje sig, gdy
postkondycjonowanie jest inicjowane w jak najkrotszym czasie po uszkodzeniu
(Vorobiev i wsp., 2013; Zhao, 2009). Z drugiej strony pojawiaja si¢ doniesienia o
wiekszej skutecznosci postkondycjonowania ischemicznego mézgu w modelu udaru
(Ren i wsp., 2008) oraz postkondycjonowania hipoksja hipobaryczng w modelu ostrej
hipoksji (Vorobiev i wsp., 2013) u szczura, zastosowanych w pozniejszym czasie PO
uszkodzeniu. Roznice te moga by¢ wynikiem stosowania przez wspomnianych autorow
innych modeli niz ten stosowany w moich badaniach oraz moga wynika¢ z faktu, ze
badania te prowadzono na zwierzetach dorostych. Duza czg$¢ wiedzy na temat
mechanizméw niedotlenieniowo-niedokrwiennego uszkodzenia moézgu oraz jego
potencjalnej terapii, pochodzi z badan na modelach eksperymentalnych udaru u
zwierzat dorostych. Nie ma jednak bezposredniego przetozenia z badan nad dorostymi
organizmami na noworodki, co wynika z paradoksu, iz niedojrzaty mézg jest ogdlnie
uwazany za bardziej odporny na uszkodzenia zwiagzane z H-I (Painter, 1995), jednak na
wczesnym etapie rozwojowym niektore grupy neurondw wykazuja zwigkszong
podatno$¢ na takie uszkodzenie na skutek m.in. zwigkszonej gestosci receptorow dla
pobudzajacych aminokwaséw na ich powierzchni, wigkszej wrazliwosci na dziatanie
RFT i reaktywnych form azotu (RFA) czy spadku poziomu transporterow glukozy w
mozgu (Hagberg i wsp., 2004 oraz Lai i Yang, 2011).

5.4.HBO i HH zmniejszajq liczbe komorek apoptotycznych po przebytej H-I

Nekroza to rodzaj $mierci komorki wystepujacy nagle w odpowiedzi na powazne
uszkodzenie, zwigzane z zaburzeniem homeostazy jonowej. Apoptoza to proces
opoznione] $mierci komorki, zachodzacy w wyniku aktywacji okre§lonych genow,
ktéremu nie towarzyszy reakcja zapalna. Mimo, iz ich obrazy morfologiczne r6znig si¢
od siebie, procesy nekrozy i apoptozy sa czeécig kontinuum nekrotyczno-
apoptotycznego, a niektore ich mechanizmy moga by¢ wspdlne. R6zne mechanizmy
uszkodzenia sg aktywowane w zalezno$ci od stopnia uszkodzenia moézgu (Banasiak 1
wsp., 2000; Berger i Garnier, 2000; Blomgren i wsp., 2001; Bonfoco i wsp., 1995;
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Edwards i Mehmet, 1996; Martin, 2001). Dane sugeruja, ze $mier¢ neuronéw w wyniku
hipoksji-ischemii zachodzi zaréwno na drodze nekrozy, jak i apoptozy — zaréwno
zaleznej od kaspazy, jak i1 niezaleznej, zwigzanej z czynnikiem wyzwalajacym apoptoze
(ang. AIF — apoptosis inducing factor). Wydaje si¢, ze hipoksja sama w sobie nie
wywoluje apoptozy, lecz czyni to w sposob posredni przez zubozenie zasobow
energetycznych komorki i zaburzenie homeostazy jonowej, ktore aktywuja Sciezki

apoptotyczne (Banasiak i wsp., 2000).

H-I w moich badaniach skutkowata apoptoza w komoérkach hipokampa poétkuli
ipsilateralnej. Potwierdzeniem moich rezultatéw sg wyniki prac innych autoréw (Liu i
wsp., 2013). W potkulach kontrolnych oraz kontralateralnych zauwazytem pojedyncze
komorki apoptotyczne, zwigzane prawdopodobnie z apoptoza rozwojowa (Oppenheim,
1991). Zaréwno zastosowanie HBO jak i HH znaczaco zmniejszyto liczebno$¢ komorek
apoptotycznych w obszarze CA1 hipokampa. Znane sg inne wyniki, ktore wskazuja na
antyapoptotyczne wilasciwosci terapii HBO (Li 1 wsp., 2009). W tym przypadku
stosowano prekondycjonowanie HBO w modelu MCAO, co skutkowato hamowaniem
mitochondrialnych szlakéw apoptozy, zmniejszeniem aktywnosci kaspazy i poziomu
cytochromu ¢ w cytozolu oraz zwigkszeniem ekspresji antyapoptotycznego biatka Bcl-
2. W badaniu przeprowadzonym przez Liu i wsp. (2013) komorki apoptotyczne w
hipokampie 48 godzin po H-I stanowity okoto potowe wszystkich komorek hipokampa.
Po zastosowaniu HBO 1 godzing po H-I, przy cisnieniu 2,5 ATA przez 90 minut
stanowity one juz mniej niz 15%. Z kolei pojedyncza, rozpoczeta godzine po H-I terapia
HBO przy cis$nieniu 3 ATA przez 1 godzing zmniejszyta liczb¢ komoérek wybarwionych
metoda TUNEL w korze mozgowej i hipokampie w potkuli ipsilateralnej 18 i 24
godziny po H-I (Calvert i wsp., 2003). Co prawda wymienieni wyzej autorzy badali
apoptozg we wczesniejszym etapie niz ja w mojej pracy, ale uzyskane przez nich
wyniki sa porownywalne do zaprezentowanych w tej rozprawie. W przytaczanych
wyzej publikacjach terapi¢ rozpoczynano 1 godzing po H-1, w mojej rozprawie
pokazalem, ze neuroprotekcje na podobnym poziomie mozna uzyska¢ nawet, gdy HBO
zacznie stosowal si¢ w trzeciej, czy nawet szostej godzinie po H-I. Ilo§¢ komorek
apoptotycznych w tych grupach byta tylko niewiele wigksza niz w grupie, w ktorej

terapi¢ HBO rozpoczynano 1 godzing po H-I.
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Cheng i wsp. (1998) na podstawie badan stwierdzili, ze w korze moézgowej i
hipokampie potkuli ipsilateralnej mozgu szczura stopniowo wzrasta liczba komorek
apoptotycznych po hipoksji-ischemii, a ich najwieksza liczb¢ mozna znalez¢ 24 godziny
po uszkodzeniu. Liczne badania z wykorzystaniem réznych metod, m.in. mikroskopii
elektronowej, elektroforezy DNA, barwienia bromkiem etydyny, barwienia na obecnos¢
kaspazy 3, potwierdzity wystepowanie apoptozy w mozgu mtodych szczurow po H-I
(Calvert i wsp., 2002; Nakajima i wsp., 2000; Northington i wsp., 2001; Pulera i wsp.,
1998). Dodatkowo apoptoza utrzymywata si¢ w fazie opoznionej uszkodzenia mozgu,
nawet 7 dni po H-I, co sugeruje, ze moze to by¢ odpowiedni punkt uchwytu dla terapii.
Wiasnie w takim punkcie czasowym, jako optymalnym, nastepowato barwienie TUNEL
w moich badaniach. Pulera 1 wsp. (1998) wykazali, ze barwienie TUNEL bylo
pozytywne w populacji tych samych komorek, w ktorych zauwazono ewidentne cechy

apoptozy na poziomie ultrastrukturalnym.

Z badan przeprowadzonych przez Zhao i wsp. wynika, ze postkondycjonowanie blokuje
apoptoze, w obszarze bezposrednio otaczajacym ognisko martwicy, czyli w potcieniu, 2
dni po udarze (Zhao i wsp., 2006). Postkondycjonowanie ischemiczne zmniejsza
uwalnianie cytochromu ¢ z mitochondriéw do cytozolu, co jest kluczowym etapem w
kaskadzie prowadzacej do apoptozy (Wang i wsp., 2008). W moich wynikach
pokazatem, ze rowniez postkondycjonowanie hipoksja hipobaryczng w modelu H-I
blokuje apoptoze¢ w hipokampie szczurow. Wymienione wyzej wyniki oraz wyniki
zawarte w te] rozprawie sugeruja, ze postkondycjonowanie moze zmniejszac
uszkodzenie niedotlenieniowo-niedokrwienne poprzez zmniejszenie produkcji RFT i

blokowanie apoptozy.

Postkondycjonowanie HH rozpoczgte 1 godzing po H-I blokowato apoptoze w
hipokampie =~ w  podobnym stopniu, co HBO. Im pdzniej rozpoczgte
postkondycjonowanie HH, tym bardziej spada zdolno$¢ do hamowania $mierci
komorkowej. Komorek apoptotycznych bylo wigcej w grupie, w ktorej
postkondycjonowanie HH rozpoczeto w 3 lub 6 godzinie po H-I, niz w ktorej

rozpoczg¢to 1 godzing po H-1.
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5.5. HBO i HH zmniejszaja stres oksydacyjny spowodowany H-I

Przedstawione w tej pracy wyniki wskazuja, ze H-I wywoluje stres oksydacyjny w
korze mozgowej i hipokampie, o czym $wiadczy znaczacy, 5,5 krotny wzrost poziomu

RFT w potkulach ipsilateralnych.

Niedokrwienne uszkodzenie komorek moézgowych prowadzi do produkcji nadmiernych
ilosci wolnych rodnikow, takich jak anionorodnik ponadtlenkowy (O;™), rodniki tlenku
azotu (NO") i rodniki hydroksylowe ("OH), co wykazano zarowno w eksperymentach in
vivo jak i in vitro (Ohsawa i wsp., 2007; Kumar i wsp., 2008). Reaktywne formy tlenu
(RFT), w tym wolne rodniki, zwi¢kszaja uszkodzenie mozgu inicjujac peroksydacje

lipidow bton komoérkowych oraz uszkadzajagc DNA 1 biatka (Kumar i wsp., 2008).

Peroksydacja lipidow btonowych moze zaburza¢ strukture i funkcje bton biologicznych,
zwlaszcza mitochondriow, retikulum endoplazmatycznego i1 blony plazmatycznej
neuronoéw, doprowadzajac do §mierci komoérek. RFT moga oddziatywaé na strukture i
funkcje biatek poprzez modyfikacje ich aktywnosci, wptyw na ptynno$¢ blon
plazmatycznych, oraz przez modyfikacje ich struktury. Niezwykle niebezpiecznym
skutkiem stresu oksydacyjnego moze by¢ uszkodzenie nici DNA, ktéore moze byc¢
indukowane przez rodniki hydroksylowe. Moze doj$¢ do utleniania zasad purynowych 1
pirymidynowych, uszkodzenia reszt pentozowych, rozerwania wigzan glikozydowych
oraz rozerwania tancucha w miejscu wigzan fosfodiestrowych. Efektem uszkodzenia

DNA moze by¢ $mier¢ neuronéw (Lazarewicz i Salinska, 2003).

Uzyskane przeze mnie wyniki wskazujg, ze wzrost poziomu reaktywnych form tlenu
towarzyszy hipoksji-ischemii i przyczynia si¢ do uszkodzenia niedojrzalego mozgu.
Moje rezultaty sa potwierdzeniem danych, uzyskanych przez innych autorow,
opisujacych wzrost poziomu RFT po H-1 w tym samym modelu (Revuelta i wsp., 2015,
Rong i wsp., 2013; Pan i wsp., 2012). Wzrost poziomu RFT po H-I byl opisywany
rowniez w innych modelach hipoksji-ischemii, a neurotoksyczno$¢ RFT wigzana byla
ze zmniejszeniem skutecznos$ci systemu antyoksydacyjnego (Bégenholm 1 wsp.,1998).
Obserwowany przeze mnie ogdlny wzrost produkcji RFT, sugeruje wzrost peroksydacji
lipidow w komorkach hipokampa i kory mozgowej. Autorzy znanych mi prac notowali

wzrost lipoperoksydacji w innych modelach H-I, takich jak prenatalna hipoksja u $win
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oraz $§winek morskich (Andersen i wsp., 1996; Maulik i wsp., 1998; Mishra i wsp.,
1989; Numagami i wsp., 1997; Razdan i wsp., 1993).

Mechanizm odpowiedzialny za wzrost stresu oksydacyjnego w pozniejszej fazie
uszkodzenia moze obejmowac indukcje¢ enzymow produkujacych wolne rodniki, takich
jak cyklooksygenaza 2 (COX-2) oraz syntaza tlenku azotu (Ohtsuki i wsp., 1996). Poza
tym odkryto, ze w hipokampie w fazie p6znej uszkodzenia ischemicznego, mechanizmy
wychwytu zwrotnego glutaminianu w komorkach glejowych (GLT-1 i GLAST) oraz w
neuronach (EAAC1) wykazuja ostabione dziatanie (Raghavendra Rao i wsp., 2000). Ich
dysfunkcja poglebia proces uszkodzenia neurondw, poniewaz glutaminian, zalegajac w
szczelinach synaptycznych, poteguje stres oksydacyjny wywolany

ekscytotoksycznoscia.

Uzyskane przeze mnie wyniki pokazuja, ze zarowno HBO, jak 1 HH zastosowane po H-
I zmniejszaja poziom RFT w korze mdzgowej i hipokampie potkul ipsilateralnych.
Spadek poziomu RFT jest niezalezny od tego, kiedy rozpoczynano ekspozycj¢ na
warunki hiperoksyjne lub hipoksyjne, lecz jest nieco wigkszy w grupach, w ktoérych
ekspozycje na HBO lub HH rozpoczynano 1 godzing po H-I. Spadek stresu
oksydacyjnego po zastosowaniu HBO potwierdzono réwniez w innych modelach udaru
moézgu (Sun 1 wsp., 2014, Ostrowski 1 wsp., 2006), natomiast w przypadku HH jest to
pierwsze takie doniesienie. Poddanie zwierzat kontrolnych HH nie zwigkszyto poziomu

RFT w mozgu szczuréw, co jest zgodne z wynikami Arthura i wsp. (2004).

5.6.Behawioralne aspekty wplywu hipoksji—ischemii i neuroprotekcyjnego
dzialania HBO i HH w modelu ENN

W przeprowadzonych przeze mnie badaniach, majacych na celu okre$lenie, czy
neuroprotekcja wywotana przez HBO oraz HH wiaze si¢ takze z poprawa funkcjonalna,
zbadano zachowanie si¢ szczuréw w otwartym polu. Wiadomo, ze odroczonym
skutkiem przebytej w okresie okotoporodowym hipoksji-ischemii sg problemy o
charakterze kognitywnym (Marlow i wsp.,2005; Gonzalez i Miller, 2006; Rennie i wsp.,
2007), zaburzenia sensoromotoryczne, oraz uposledzenie sprawnosci ruchowej (Bona i
wsp. 1997). Z kolei niektore dane z literatury sugeruja, ze poanoksyjne zaburzenia
zachowania u rozwijajacych si¢ szczurOw moga dotyczy¢ przede wszystkim zmian w

aktywno$ci ruchowej zwierzat, obserwowanych tylko w okresie mlodzienczym
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(Schuurman i Traber, 1989). Na ogot testy behawioralne u rozwijajacych si¢ mtodych
zwierzat nie sg powszechnie stosowane. Jednak przytoczone powyzej publikacje daty
przestanki dla podjecia w tej pracy badan nad wptywem hipoksji-ischemii, przebytej w
okresie okoloporodowym, na zachowanie si¢ 5-tygodniowych szczurow, oraz
potwierdzenie na poziomie funkcjonalnym neuroprotekcyjnego dziatania HBO i HH,
wykazanego wczesniej przy pomocy badan morfologicznych. Do testow wybrano
zwierzeta postkondycjonowane HH oraz poddane HBO 1 oraz 6 godzin po H-1. W celu
zmniejszenia liczby zwierzat pomini¢to, jako posrednie, grupy, w ktorych terapi¢

rozpoczynano 3 godziny po H-I.

Model H-I wywoluje deficyty kognitywne, objawiajgce si¢ zaburzeniami
dlugoterminowej pamiegci przestrzennej w tescie Morris’a (Pereira i wsp., 2007; Almli i
wsp., 2000), pamigci zwigzanej z rozpoznawaniem obiektow (Pereira i wsp., 2008) i
pamieci awersyjnej w tescie unikania inhibicyjnego (ang. inhibitory avoidance task)
(Arteni 1 wsp., 2003) oraz deficyty motoryczne, objawiajace si¢ gorszymi wynikami w
tescie rota rod, circling (Yesilirmak i wsp., 2008) 1 w teScie odruchow postawnych. H-1
uszkadza pami¢¢, poniewaz neurony hipokampa sg wrazliwe na tego typu uszkodzenie,
a hipokamp jest zaangazowany w regulacj¢ i wczesne procesy formowania pamigci

(Rehni i wsp., 2008).

Test otwartego pola jest przydatnym narzedziem do badania zachowan lgkowych oraz
do badania aktywno$ci lokomotorycznej zwierzat. Przeprowadzone przeze mnie
badania aktywnosci ruchowej szczuréw poddanych hipoksji-ischemii w otwartym polu
wykazaly, Ze niektére parametry oceny zachowania tych zwierzat sa zmienione.
Szczury poddane H-I bez zastosowania jakiejkolwiek terapii, wykazywaty zmniejszong
aktywno$¢ lokomotoryczng, miarg ktorej byly ruchliwo$¢ oraz calkowity dystans
przebyty przez badane zwierzeta w porownaniu do szczurow kontrolnych poddanych
pozorowanej operacji. Dane literaturowe dotyczace aktywnosci zwierzat po H-I nie sg
spojne. Istnieja doniesienia o zmniejszonej aktywnosci szczurdw po przebytej H-I
(Carletti i wsp., 2012), o braku deficytow lokomotorycznych (Miguel i wsp., 2015,
Ikeda i wsp.,2001; Balduini i wsp., 2000), a nawet wzmianki o zwigkszonej aktywnosci
szczurbw po H-I, majace sugerowa¢ etiologic ADHD. Testy te byly jednak
wykonywane gtownie u starszych szczurow (Rojas i wsp., 2013), a dodatkowo w

wiekszosci testOow szczury umieszczano w otwartym polu na 5 minut, a nie jak w
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niniejszej pracy na 30 minut. Czas trwania testu zostal wydluzony, aby otrzymac
petniejszy obraz reakcji zwierzat — za pomocg standardowego testu trwajacego 5 minut
mozna zmierzy¢ jedynie bezposrednig i natychmiastowa reakcje na nowe srodowisko
(Spruijt i wsp., 2014). Roéznice w wynikach testow moga wynika¢ rowniez z tego, ze
wykonywano je w roznych punktach czasowych po H-I, co bioragc pod uwage

dynamiczny rozw¢j mlodych szczuréw moze mie¢ duze znaczenie.

Mniej wejs¢ do strefy centralnej oraz krotsze w niej przebywanie, w porownaniu do
czasu przebywania w rogach aparatu obserwowane u zwierzat po H-I w moich
badaniach moga sugerowa¢ zwigkszony poziom Ieku u szczurow po H-l. Po
umiejscowieniu w aparacie do otwartego pola, gryzonie spontanicznie i naturalnie
preferuja obrzeza areny 1 unikaja obecnosci w centralnej czgsci otwartego pola. Szczury
poruszaja si¢ w poblizu $cian - zachowanie takie nazywa si¢ tigmotaksjg. Wzrost czasu
spedzonego przez zwierz¢ w polu centralnym oraz wzrost stosunku lokomocji w polu
srodkowym do ogodlnej lokomocji $wiadczag o spadku poziomu Igku. Zachowania
lgkowe w otwartym polu s3g wywolywane przez izolacje od grupy oraz agorafobig, czyli
Igk przed otwarta przestrzenig (Prut i Belzung, 2003). W badaniach innych autorow
réwniez pokazano, ze H-1 powoduje zwigkszenie wystepowania zachowan Iekowych w

tescie otwartego pola (Carletti 1 wsp., 2012).

W przeprowadzonych przeze mnie badaniach, zwierzeta, ktore po H-I zostaty poddane
HBO uzyskaly wyniki testu podobne do zdrowych zwierzat z grupy kontrolne;j.
Wskazuje to, ze HBO zapobiega deficytom lokomotorycznym u niedojrzatych szczurow
po H-I, co jest najpewniej wynikiem obserwowanego zmniejszenia uszkodzenia mozgu,
a co za tym idzie poprawy stanu neurologicznego (Badr i wsp., 2001). Podobne
obserwacje poczyniono u zwierzat dorostych, u ktérych HBO jest w stanie zmniejszy¢
deficyty w testach behawioralnych po ischemii (Chang i wsp., 2000; Kawamura i wsp.,
1990). W moich badaniach lepsze wyniki w tescie uzyskaty zwierzgta poddane HBO 1
godzing po H-I, jednak r6znica w stosunku do zwierzat poddanych HBO 6 godzin po H-

| jest niewielka i nieznamienna statystycznie.

U zwierzat postkondycjonowanych HH zanotowano nieco gorsze wyniki niz u zwierzat
po terapii HBO, jednak w przypadku niektorych parametrow wyniki te byly wcigz
lepsze niz wyniki zwierzat niekondycjonowanych. Dotyczy to gtownie wynikéw w
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ciggu pierwszych i ostatnich 5 minut testu. Moje wyniki to pierwsze takie doniesienie —
w literaturze nie znalaztem wynikow badan, ktore podejmowatyby behawioralny aspekt
wptywu HH na uszkodzenie moézgu. Brak jest roéznic znamiennych statystycznie

pomiedzy grupa postkondycjonowang od 1 godziny oraz 6 godziny po H-I.

Mimo iz zwierzgta z poszczegdlnych grup doswiadczalnych laczono w bloki, wyniki
pochodzg z niezaleznych eksperymentow, w ktorych nawet drobne réznice zewnetrzne
(o$wietlenie, wilgotnos$¢ powietrza, temperatura otoczenia), a takze ro6znice w habituacji
zwierzat do warunkow eksperymentalnych, mogly wplyna¢é na poziom Igku i
zachowanie ruchowe zwierzat. Duze odchylenia w te$cie, a co za tym idzie mala
istotnos$¢ statystyczna wynikdéw, moze wynika¢ rowniez z faktu, iz jak wskazali Ten 1
wsp. (2004) na podstawie badan u myszy, tylko zwierzeta z cigzkim uszkodzeniem
moézgowia po H-I wykazujg istotne statystycznie réznice w wynikach w stosunku do
zwierzat kontrolnych w tescie otwartego pola i rota-rod. Odchylenia w przedstawionych
wynikach eksperymentow moga wynika¢ ze zréznicowania stopnia uszkodzenia mo6zgu
u szczurOw w przeprowadzonym eksperymencie. Nie mozna tez zapominaé, ze w
zastosowanym w tej pracy modelu asfiksji, u badanych zwierzat uszkodzeniu ulega
tylko jedna potkula mézgowa. Aktywnos¢ drugiej, zdrowej pdtkuli moze w jakims
stopniu kompensowa¢ zaburzenia behawioralne, stad kazda otrzymana znamienna

roznica w zachowaniach zwierzat ma istotne znaczenie.

Uogolniajac 1 podsumowujac wyniki z testu otwartego pola, mozna powiedzie¢, ze
szczury po H-1 wykazywaty pewne deficyty w porownaniu do zwierzat kontrolnych, a
potencjal neuroprotekcyjny HBO i HH zostat potwierdzony na poziomie funkcjonalnym
mozgu. Zwierzeta poddane HH uzyskaty nieco gorsze wyniki niz zwierz¢ta poddane
HBO. Moze to oznacza¢, iz w przypadku HBO istnieje wigksze przetozenie
neuroprotekcji odkrytej w badaniach morfologicznych i biochemicznych na

neuroprotekcj¢ funkcjonalng.

5.7. Odmienny wplyw HBO oraz HH na zwi¢kszong aktywnos¢ SOD po przebytej
H-1

Anionorodnik ponadtlenkowy sam w sobie nie jest szczegdlnie niebezpieczny, jednak
moze on reagowac z NO tworzac ONOO™ - niebezpieczng RFT (Mruk i wsp., 2002).

Dlatego tak wazna jest efektywnie dziatajgca dysmutaza ponadtlenkowa, katalizujaca
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reakcje przeksztalcenia anionorodnika ponadtlenkowego (O2") do nadtlenku wodoru
(H20,) i tlenu czasteczkowego.

Wzrost stezenia anionorodnika ponadtlenkowego moze stymulowa¢ aktywnosc
dysmutazy ponadtlenkowej poprzez aktywacj¢ allosteryczng (Misra i Fridovich, 1972),
i/lub poprzez bezposrednig aktywacje transkrypcji genéw SOD i wzrost ich ekspresji.
Aktywnos¢ SOD zaczyna wzrasta¢ bezposrednio po H-1. Weis i wsp. (2011) odnotowali
wzrost aktywnosci SOD juz godzing oraz dwie godziny po H-I w korze mdzgowe;j i
hipokampie. Aktywno$¢ GPx w tych badaniach réwniez rosta, ale nieznamiennie

statystycznie, natomiast aktywno$¢ katalazy nie zmieniata sig.

Ponad 8,5- krotny wzrost aktywnosci SOD po H-I w analizowanych przeze mnie
tkankach potkul ipsilateralnych wskazuje na uruchomienie wewnatrzkomorkowych
mechanizméw obronnych w celu neutralizacji nadmiernej ilo$ci anionorodnika

ponadtlenkowego powstajacego po H-I.

Inni autorzy znanych mi prac, stosujac inne modele, wykryli podobne tendencje w
poischemicznej aktywnosci SOD. Sutherland i wsp. (1991) oraz Liu i wsp. (1993)
odnotowali istotny statystycznie i postgpujacy wzrost aktywnosci SOD w modzgu,
obserwowany do 7 dni po niedokrwieniu u dorostych szczuréw poddanych 10-
minutowej ischemii. Candelario- Jalil i wsp. (2001) rowniez stwierdzili wzrost
aktywnosci SOD w hipokampie utrzymujacy si¢ do 3 dni po ischemii oraz spadek
aktywnosci reduktazy glutationowej oraz poziomu zredukowanego glutationu (GSH).
Aktywnos¢ SOD wzrastala w sposob znamienny statystycznie 72 godziny po 20
minutowym, globalnym niedokrwieniu mézgu szczura w badaniu Namby i wsp. (2001).
Z przytoczonych wyzej rezultatow wynika, ze aktywno$¢ SOD wzrasta po epizodzie
niedokrwiennym 1 utrzymuje si¢ na wysokim poziomie dituzej niz dwie doby po
ischemii, tak jak pokazano rowniez w tej rozprawie. Jest to prawdopodobnie reakcja
obronna tkanek mdzgu na stres oksydacyjny, sugerujaca jednoczes$nie, ze stres ten
utrzymuje si¢ nawet do kilku dni po wyjSciowym uszkodzeniu. Podobne rezultaty do
moich uzyskano rowniez w badaniu przeprowadzonym przez Mrsic-Pelcic i wsp.
(Mrsic-Pelcic i wsp., 2004) w modelu 20-minutowego, globalnego niedokrwienia
mozgu dorostego szczura. Eksperymenty te pokazaly, ze 24 godziny po niedokrwieniu
aktywnos¢ SOD wzrastata okoto trzykrotnie, 48 godzin po niedokrwieniu wzrastata
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okoto czterokrotnie, a po 168 godzinach (7 dniach) wracata do poziomu wyjsciowego

przed niedokrwieniem.

W moich badaniach poddanie szczuréw terapii HBO w r6znych czasach po przebytej
H-I zwigkszyto aktywnos¢ SOD w potkulach kontralateralnych, natomiast w
ipsilateralnych zmniejszyto. Terapia hiperbaryczna spowodowata prawdopodobnie
spadek  poziomu wolnych rodnikow tlenowych, gléwnie anionorodnika
ponadtlenkowego, w uszkodzonych tkankach oraz wzrost w tkankach zdrowych. Inne
wyniki od moich uzyskano w modelu 20-minutowego, globalnego niedokrwienia
moézgu dorostego szczura, gdzie zastosowanie HBO zwigkszato aktywnos$¢ dysmutazy
ponadtlenkowej, a efekt ten byt widoczny zwlaszcza 7 dni po reperfuzji. Z danych
literaturowych wynika, Ze w wigkszosci przypadkéw zastosowanie HBO po
uszkodzeniu moézgu skutkowato, inaczej niz w moich badaniach, wzrostem aktywnosci
SOD (Mrsic-Pelcic i wsp., 2004, Wang i wsp., 2014). Rozbieznosci te mogg wynikac z
réznic w stosowanych modelach oraz w wieku zwierzat. Z kolei w literaturze znalez¢
mozna wiele przyktadow badan, w ktorych, podobnie jak w pokazanych przeze mnie
wynikach, aktywno$¢ SOD po zastosowaniu HBO w zdrowych tkankach wzrastata
(Korkmaz i wsp., 2008, Oter i wsp., 2005, Mrsic-Pelcic i wsp., 2004).

HBO i1 HH miaty odmienny wptyw na aktywno$¢ SOD w potkulach ipsilateralnych.
Ujmujac wyniki jakoSciowo, zaobserwowano tendencje do dalszego wzrostu
aktywnosci SOD po H-I pod wptywem postkondycjonowania HH, natomiast tendencja
po terapii HBO byla odwrotna — skutkowala ona spadkiem aktywnosci SOD. Innymi
stowy, wzrost aktywnosci SOD po H-I byt hamowany pod wptywem HBO. Tendencje
te byty zalezne od czasu rozpoczecia ekspozycji na dane warunki 1 byty tym silniejsze,
im wczesniej t¢ ekspozycje rozpoczynano. Wzrost aktywnosci SOD byl najwickszy,
gdy postkondycjonowanie HH inicjowano 1 godzing po H-I, réwniez hamowanie
wzrostu aktywno$ci SOD byto najsilniejsze, gdy HBO zaczynano w tym samym czasie.
Podobne dane dotyczace postkondycjonowania pochodza =z badan nad
postkondycjonowaniem ischemicznym, ktoérego zastosowanie po niedokrwieniu mozgu
(przodomozgowia) U szczura zwigkszato aktywno$§¢ SOD i katalazy (Danielisova i
wsp., 2006). Brak natomiast w literaturze doniesien na temat aktywnosci SOD po
postkondycjonowaniu HH w modelu H-I — zatem wyniki przedstawione w tej pracy sa

pierwszym doniesieniem na ten temat.
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Natomiast zarowno HH (kontrola+tHH) i HBO (kontrola+tHBO) u zdrowych zwierzat
kontrolnych powodowaty wzrost aktywnosci SOD, odpowiednio, ponad 5-krotny oraz
ponad 3-krotny. Wynik ten cz¢$ciowo znajduje potwierdzenie w literaturze — HBO
stymuluje aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej u zdrowych organizméw (Oury 1 wsp.,
1992). Oter i wsp. (Oter i wsp., 2005) uzyskali 2-krotny wzrost aktywnosci SOD w
moézgu szczura po dwugodzinnej ekspozycji na 2,5 ATA HBO. Natomiast w przypadku
stosowania HH, nieliczne doniesienia moéwig o spadku aktywnos$ci SOD po hipoksji
hipobarycznej (Kislin i wsp., 2013; Maiti i wsp., 2006). Ta odmiennos$¢ od wynikow
prezentowanych w tej rozprawie moze wynika¢ z dhuzszej i czestszej ekspozycji na
warunki hipoksyjne w przytaczanych wyzej badaniach oraz z faktu, ze eksperymenty te

przeprowadzono u szczuréw dojrzatych.

Nie jest do konca zrozumiale, jak HBO zwigksza aktywno$¢ SOD — czy bezposrednio
wpltywa na transkrypcje enzymu, czy tez ma posredni wplyw poprzez produkcje
anionorodnika ponadtlenkowego (Oury i wsp., 2002). W celu sprawdzenia, czy zmiany
aktywnosci SOD wynikaja ze zmian ekspresji SOD, wykonatem badanie western blot
dla biatek SOD1 i SOD2. Z wynikow wytania si¢ wniosek, iz do wzrostu aktywnosci
dysmutazy ponadtlenkowej po postkondycjonowaniu HH w duzym stopniu przyczynia
si¢ wzrost ekspresji mitochondrialnej formy SOD2, za$§ spadek aktywnosci dysmutazy
po terapii HBO jest w duzej mierze efektem malejacej ekspresji formy
cytoplazmatycznej SODI1. Forma cytoplazmatyczna byta réwniez w duzym stopniu
odpowiedzialna za wzrost ogdlnej aktywnosci SOD po H-l. Dodatkowo w moich
badaniach wykazalem, ze HBO u zdrowych zwierzat kontrolnych zwieksza ekspresje
SODI1 o ponad 100%, za$ postkondycjonowanie HH zwigksza ekspresje zarowno SODI1
(0 37%), jak i SOD2 (0 44%).

Podobne do moich wyniki uzyskali autorzy, ktorzy udowodnili, ze hiperoksja stymuluje
ekspresj¢ mRNA dla SOD w moézgu szczura (Freiberger 1 wsp., 2004 oraz 2006) oraz,
ze HBO moze bezposrednio indukowaé transkrypcje 1 translacje SOD w korze

moézgowej szczura (Korkmaz i wsp., 2008).

Przedstawione wyniki moga sugerowac, iz cytoplazmatyczna forma SOD jest bardziej
zaangazowana w mechanizmy neuroprotekcji uruchamiane terapia HBO, za$ forma

mitochondrialna odgrywa wigksza role¢ w mechanizmach postkondycjonowania HH.

98



5.8.Wplyw HBO i HH na aktywno$¢ enzyméw usuwajacych H,O;

Dysmutaza ponadtlenkowa jest efektywna w zwalczaniu stresu oksydacyjnego tylko
wtedy, gdy towarzyszy jej wysoka aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej 1 katalazy.
Wynika to z faktu, ze aktywno$¢ SOD obok samej dysmutacji anionorodnika
ponadtlenkowego, prowadzi takze do powstania nadtlenku wodoru, ktéry pdzniej musi
by¢ usuniety wilasnie przez GPx 1 katalaze (Halliwell, 2001). H,0O,, ktory w
przeciwienstwie do anionorodnika ponadtlenkowego moze tatwo przenika¢ przez btony
komorkowe, jest stale produkowany przez komorki, a gtownym jego zrodlem w mozgu
sa wiasnie reakcje katalizowane przez SOD (Khan i Black, 2003). Stwierdzono, ze
obszar hipokampa, w ktorym gromadzi sie¢ najwiecej H,O, po H-1 odpowiada obszarowi
moézgu, w ktorym wystepuje najwigksze uszkodzenie. Stwierdzono tam roéwniez

obecno$¢ w duzej ilosci produktow peroksydacji lipidow.

Wyniki moich badan pokazuja odmienny dla obu badanych grup (tj. HBO 1 HH), wptyw
na aktywno$¢ GPx. Po zastosowaniu HBO we wszystkich 3 punktach czasowych po H-
I, zaobserwowano spadek aktywnosci GPx, jednak najwigkszy spadek dotyczyt grupy
poddanej HBO 1 godzing po H-1, i w tej grupie spadek ten byt znamienny statystycznie.
Odmiennie, po postkondycjonowaniu HH aktywno$¢ GPx nie wykazywala tendencji do
zmiany (postkondycjonowanie HH rozpoczete 3 oraz 6h po H-I) lub miata tendencje do
wzrostu (postkondycjonowanie rozpoczgte 1 godzing po H-I). Zmiany aktywnosci GPx
w grupach postkondycjonowanych nie byly statystycznie istotne. Zaobserwowane

tendencje sa podobne, jak w omoéwionym wczesniej badaniu aktywnosci SOD.

Dringen 1 Hamprecht (1997) pokazali, ze w astrocytach GPx 1 katalaza s3 w stanie
wzajemnie si¢ uzupetnia¢ w detoksykacji H,O,. Jednak nadtlenek wodoru moze dziata¢
w wysokich stgzeniach (>100uM) jak ,samobdjczy substrat”, dezaktywujac
nieodwracalnie katalaze (Lardinois i wsp., 1996). GPx jest o wiele bardziej odporna i
przy wysokich stezeniach H,0,, a zapewne taka sytuacja ma miejsce po H-I, aktywnos¢
GPx zapobiega inaktywacji katalazy (Tappel, 1984; Pigeolet i wsp., 1990). Sugeruje sie,
ze GPx 1 katalaza dzialaja w kooperacji przy usuwaniu H,O; w taki sposob, ze GPx,
majacy wysokie powinowactwo do H»O,, dziata przy niskich st¢zeniach, natomiast
katalaza o niskim powinowactwie do H,0O,, dziata przy wysokich stgzeniach nadtlenku
wodoru (Halliwell i Gutteridge, 1999).
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Wyniki przedstawione w tej rozprawie sugeruja, iz HBO zapobiega tworzeniu si¢ RFT i
dlatego nie obserwuje si¢ wzrostu aktywnos$ci katalazy, a nawet lekki jej spadek. Po
postkondycjonowaniu HH nie zaobserwowalem wigkszych zmian w aktywnos$ci
katalazy, co moze $wiadczy¢ o mniejszej roli tego enzymu w usuwaniu ROS oraz w

neuroprotekcyjnym dziataniu HH.

Zredukowany glutation, bedacy substratem dla GPx, pelni wazng role w usuwaniu RFT
w neuronach, zmniejszajac stres oksydacyjny. Niski poziom GSH moze by¢ czynnikiem
zwigkszajacym uszkodzenie mozgu po hipoksji-ischemii (Jain i wsp., 1991). Wyniki
prac Candelario-Jalil i wsp. (2001) sugeruja, ze w okresie 48-72 godziny po ischemii
mozna mowi¢ o obnizeniu wydajnosci antyoksydacyjnej w hipokampie, co zwigzane
jest ze spadkiem zawartosci GSH. W rezultacie spadku poziomu GSH w mézgu, spada

aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej (Barker i wsp., 1996).

W moich badaniach stezenie GSH po H-I rowniez spadalo, ale aktywnos$¢ GPx rosta. To
wskazuje na aktywny udzial tej drogi w usuwaniu wolnych rodnikow i1 zuzywanie GSH
przy prawdopodobnej niewydolnosci reduktazy glutationu 1 niezdolnosci do
zregenerowania zredukowanego glutationu, by¢ moze z powodu niedoboru NADPH. Co
wigcej, reduktaza glutationowa mogta zosta¢ czesciowo zdezaktywowana przez rodniki
tlenowe (Huang i Philbert, 1996). Spadek aktywnosci reduktazy glutationowej w
wyniku ischemii stwierdzono u szczura w modelu MCAO (Yaidikar i wsp., 2014; Yang
i wsp., 2013) i w modelu obustronnej okluzji tetnicy szyjnej wspolnej (Pujari i wsp.,
2011) oraz w modelu niedokrwienia przodomézgowia u gerbila (Candelario-Jalil i wsp.,
2001). W czasie stresu oksydacyjnego nasileniu ulega proces glutationylacji biatek, co
rowniez moglo przyczyni¢ si¢ do spadku poziomu GSH w uszkodzonych poétkulach

mozgowych (Ghezzi, 2013).

Zaré6wno HBO jak i HH zastosowane w moich badaniach przywracaja wyjSciowy
poziom stezenia GSH. Przywrocony poziom GSH przy niezmienionej aktywnosci GPx
po postkondycjonowaniu HH wskazuje na szybszg regeneracje GSH, tzn. jego redukcje
przy udziale reduktazy glutationowej, co moze sugerowaé wzrost aktywnosci tego
enzymu. Z kolei przywrocony poziom GSH przy malejacej aktywnosci GPx sugeruje
mniejsza ilos¢ H,O, do zredukowania. Taka sytuacja prawdopodobnie ma miejsce po
terapii HBO.

100



5.9. Rola rownowagi aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych w uszkodzeniu
mozgu po H-1

Toksycznos$¢ nadtlenku wodoru dla rozwijajacych si¢ neuronow i oligodendrocytow jest
dobrze udokumentowana (Richter-Landsberg i Vollgraf, 1998; Whittemore i wsp.,
1995; Mischel i wsp., 1997). Uwaza si¢ jednak, ze H,O, jest o wiele mniej toksyczny
niz rodniki hydroksylowe. Istnieja tez doniesienia o tym, ze H,O, moze indukowac
prekondycjonowanie neurondéw in vitro oraz in vivo (Furuichi i wsp., 2005; Puisieux i
wsp., 2004). W badaniach na myszach pokazano, ze przy takim samym stopniu
uszkodzenia, moézg niedojrzatych zwierzat kumuluje wigcej H2O, niz moézg zwierzat
dorostych (Lafemina i wsp., 2006). To wazne odkrycie, poniewaz poziom H,O, moze
by¢ jezyczkiem u wagi, decydujacym o zyciu lub $mierci komorki oraz moze
determinowac rozwdj uszkodzenia mézgu po H-I (Lafemina i wsp., 2006).

W normalnym stanie fizjologicznym istnieje okreslona, subtelna réwnowaga pomigdzy
aktywno$cig enzyméw produkujacych (SOD) i neutralizujacych (GPx, katalaza) H,0,.
Ta rownowaga zostaje zachwiana podczas uszkodzenia moézgu. Po uszkodzeniu
ischemicznym nalezatoby oczekiwac reakcji kompensacyjnej na wzrost produkcji H,0;
I aktywnosci SOD, czyli odpowiednio proporcjonalnego wzrostu aktywnosci GPx. Taka
sytuacja ma miejsce w mozgu dojrzatych, dorostych zwierzat (Guegan i wsp., 1998).
Natomiast u mtodych osobnikow sytuacja jest odmienna, tzn. wzrost aktywnosci GPx
jest u nich mniejszy niz u dorostych osobnikéw. Kiedy wzrost aktywnosci GPx jest
niewystarczajaco duzy by usung¢ nadtlenek wodoru, pojawia si¢ uszkodzenie mozgu

(Buonocore i Groenendaal., 2007; Dringen i wsp., 2005).

Jak wykazano w badaniach na zmodyfikowanych genetycznie zwierzgtach,
nadekspresja SOD1 skutkuje neuroprotekcja po poddaniu dorostych transgenicznych
szczuroOw (Chan i1 wsp., 1998) i myszy (Kinouchi i wsp., 1998) eksperymentalnej
ischemii, natomiast u mtodych, 7-dniowych zwierzat zwigksza uszkodzenie mozgu
(Fullerton i wsp., 1998 oraz Ditelberg i wsp., 1996). U dorostych zwierzat z
nadekspresja SOD1 zmniejszony stres oksydacyjny skutkuje mniejszym uwalnianiem
cytochromu ¢ z mitochondriéw, a co za tym idzie mniejszg aktywacja kaspaz i redukcja
apoptozy. Efekt ten moze utrzymywaé si¢ przez co najmniej 3 dni po ischemii
(Fujimura 1 wsp., 2000 oraz Sugawara i wsp., 2002). Zwigkszona ekspresja SOD1 moze

réwniez hamowaé apoptoze poprzez hamowanie $ciezki MAPK/ERK, gdyz aktywacja
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kinazy ERK moze przyczynia¢ si¢ do apoptotycznej $mierci komoérki (Noshita 1 wsp.,
2002).

Z kolei nadeskpresja SOD1 u mtodych zwierzat moze zwigksza¢ stres oksydacyjny.
Wykazano, ze nadeskpresja SOD1 u mtodych myszy transgenicznych prowadzita do
zachwiania réwnowagi pomiedzy produkcja a rozktadem H;O, po ischemii. Nie
obserwowano znaczacego kompensacyjnego wzrostu aktywno$ci katalazy i
peroksydazy glutationowej u tych zwierzat (Fullerton i wsp, 1998). Ten brak
rownowagi w aktywnos$ci enzymoéw prowadzi do akumulacji H,0,, co przyczynia si¢ do
$mierci komorek i1 potgguje uszkodzenie médzgu u myszy transgenicznych po H-I. To
odkrycie ma zasadnicze znaczenie dla projektowania strategii terapeutycznych,
poniewaz leczenie, ktére przynosi rezultaty w leczeniu H-I w dojrzaltym moézgu moze

mie¢ odwrotny efekt w mdzgu niedojrzatym.

W badaniach przedstawionych w tej rozprawie uzyskano wzrost aktywnosci GPx o
147%, oraz katalazy o 78% w stosunku do wzrostu aktywnosci SOD o 756% w
potkulach ipsilateralnych po H-1. Rézne efekty nadekspresji SOD1 w mdzgu na ré6znych
etapach rozwojowych tlumaczy si¢ wlasnie tym, ze o ile w mdzgu dorostych zwierzat
ma miejsce odpowiednio duzy, adaptacyjny wzrost aktywnosci GPx 1 katalazy
(Przedborski 1 wsp., 1992), o tyle w niedojrzatych mézgach wzrost aktywnosci GPx 1
katalazy jest niewystarczajacy, jak pokazatem w tej rozprawie oraz czego
potwierdzeniem sg wyniki uzyskane przez Weisa (Weis 1 wsp., 2011), lub brak go
wcale jak u Fullertona (Fullerton i wsp., 1998) i Sheldona (Sheldon i wsp., 2004). Taka
sytuacja skutkuje zachwianiem roéwnowagi pomiedzy aktywno$cia enzymow
neutralizujacych wolne rodniki tlenowe 1 produkujacych nadtlenek wodoru a enzymami
go unieczynniajgcymi. W konsekwencji dochodzi do tworzenia nadmiernych ilo$ci
RFT, ktére z kolei mogg dalej reagowaé z czgsteczkami takimi jak NO, O, czy jonami
zelaza tworzac bardziej toksyczne formy tlenu, takie jak rodnik hydroksylowy czy
nadtlenoazotyn (Mruk i1 wsp., 2002). Moze to skutkowa¢ poglebieniem nierdéwnowagi
prowadzacej do dysproporcji w aktywno$ci enzymow antyoksydacyjnych oraz dalej
zwigksza¢ stres oksydacyjny w komorkach hipokampa i kory moézgowej za sprawa

nagromadzenia H,0, i innych toksycznych form tlenu.
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Istniejg liczne dowody na toksycznosé H,O, wobec neurondow. Neurony pochodzace od
ptodow z zespotem Downa, czyli nadekspresjonujace SOD1, produkuja wigcej RFT, w
tym H;0,, co skutkuje ich $miercig. Mozna temu zapobiec dodajac katalaz¢ do ich
srodowiska (Busciglio i Yankner, 1995). Neurony w pierwotnej hodowli komoérkowe;j
narazone na duze st¢zenia H,O; ulegaja uszkodzeniu i umierajg (Whittemore i wsp.,
1995; Mischel i wsp., 1997). Badania nad apoptozg potwierdzily, ze H,O, jest

wczesnym sygnatem $mierci komorki (Hockenbery i wsp., 1993).

Hipoteze o kluczowej roli réwnowagi enzymow antyoksydacyjnych w uszkodzeniu
niedojrzatego moézgu popieraja wyniki uzyskane przez Bauda i wsp. (Baud i wsp.,
2004), ktorzy wykazali, ze niedojrzate oligodendrocyty szczura sg bardziej wrazliwe na
H,O, oraz mniej efektywnie go degraduja niz dojrzate oligodendrocyty. Jest to
prawdopodobnie zwigzane z okoto 3-krotnym wzrostem aktywnosci i ekspresji GPx w
dojrzatych komorkach. Wspierajg te hipotezg takze doniesienia o mniejszym
uszkodzeniu moézgu po H-I u niedojrzalych myszy  transgenicznych
nadekspresjonujacych GPx niz u myszy typu dzikiego (Sheldon i wsp., 2004) oraz o
odpornos$ci hodowli neuronéw pochodzacych od myszy z nadekspresja GPx na
uszkodzenie zwigzane ze stresem oksydacyjnym (McLean i wsp., 2005). Amstad i
wspotpracownicy (1991 1 1994) udowodnili, ze réwnowaga pomiedzy SOD1 a GPx i
katalazg wplywa na podatno$¢ komorek naskorka myszy na uszkodzenie wywotane
stresem oksydacyjnym, oraz pokazali, ze nawet male zmiany w stosunku
fizjologicznych aktywnos$ci SOD1 do GPx1 majg dramatyczny wplyw na odpornosc
tych komorek na uszkodzenie DNA i $mieré. Wiedza o roli nagromadzenia H,O, w
propagacji niedotlenieniowo- niedokrwiennego uszkodzenia mozgu pozostaje niepeina.

Konieczne sa zatem dalsze badania nad neuromodulacyjng rolg tej formy tlenu.

Wrazliwo$¢ komorek na stres oksydacyjny, bardziej niz od aktywnosci poszczeg6lnych
enzymoOw z osobna, zalezy od stanu rownowagi pomie¢dzy enzymami produkujacymi
H,0; a enzymami go usuwajacymi (Michiels i wsp., 1994; Muchova i wsp., 2001).
Kilku eksperymentatoréw donosito o niekorzystnym wptywie nieréwnowagi pomi¢dzy
SOD1 a katalaza/GPx w moézgu, co sugeruje, ze stosunek aktywnosci tych enzymow
moze by¢ bardziej istotny niz ich aktywnos$¢ bezwzgledna (Brooksbank 1 Balazs, 1984;
Elroy-Stein i wsp., 1986; Singh i wsp., 1990; de Haan i wsp, 1996). W erytrocytach

0sob z zespotem Downa stosunek SOD/ (GPx+ CAT) jest wyzszy niz w komodrkach
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0sob zdrowych, co skutkuje zwigkszong produkcja nadtlenku wodoru (Garaiova i wsp.,
2004; Mehar Sulthana i wsp., 2012). Komorki trisomiczne nadekspresjonujace SOD, sg
bardziej wrazliwe na stres oksydacyjny, pomimo, ze aktywno$¢ SOD jest u nich
zwiekszona, co wynika prawdopodobnie z braku kompensacyjnego wzrostu aktywnosci
GPx 1 katalazy. Roéwniez stosunek SOD/GPx jest podwyzszony w fibroblastach oséb z
zespotem Downa (Teksen i wsp., 1998). Ponadto stwierdzono wzrost aktywnosci SOD
nieskompensowany wzrostem aktywnosci GPx w korze mézgowej ptodow z tg chorobg
(Brooksbank i1 Balazs, 1984). Podwyzszony stosunek SOD/GPx w mozgu wystepuje
réwniez u osob po krwotoku podpajeczynowkowym, cO jest wynikiem zachwiania
rownowagi pomigdzy aktywnos$cig tych enzymow (Gaetani i wsp., 1998). Stosunek ten
wzrasta rOwniez w procesie starzenia w moézgu (Cristiano i wsp., 1995). Zmieniony
stosunek SOD/(GPx+CAT) oddziatuje na ekspresje gendéw poprzez wplyw na
dostepnos¢ 1 wigzanie si¢ czynnikdéw transkrypcyjnych do DNA (de Haan i wsp., 1995).

Zmiany stosunku SOD/GPx moga by¢ traktowane jako nie tylko przyczyna lub skutek
pewnych zaburzen, ale takze jako wskaznik stopnia ryzyka zapadnig¢cia na niektore
choroby. Wykazano np., ze moze to by¢ odpowiedni wskaznik oceny ryzyka
zapadnigcia pacjentow z rakiem pluc na popromienne zapalenie pluc (Park i wsp.,

2007).

Poziom SOD1 u myszy i szczura uzyskuje maksymalng wartos¢ W oKresie
pourodzeniowym (Aspberg i Tottmar, 1992, de Haan i wsp., 1994). Aktywnos¢ katalazy
réwniez okazata si¢ by¢ wyzsza u niedojrzatych osobnikdw niz u dorostych zwierzat
(Del Maestro i McDonald, 1987; Moreno i wsp., 1995; Hamby-Mason i wsp., 1997).
Natomiast w przypadku peroksydazy glutationowej stwierdzono nawet 70% wzrost
aktywno$ci w mozgu szczura pomiedzy urodzeniem a dojrzatoscig (Brannan et al.,
1981, Aspberg i Tottmar, 1992). Sugeruje si¢, ze zmiany aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych po urodzeniu, to skutek mechanizméw kompensacyjnych majacych
na celu ochrong noworodka przed stresem oksydacyjnym, uruchamianych po przejsciu
plodu z relatywnie hipoksyjnego srodowiska macicy do relatywnie hiperoksyjnego
srodowiska zewnegtrznego. W tym czasie stezenie tlenu wzrasta okoto czterokrotnie
(Khan 1 Black, 2003). Wicksza wrazliwo$¢ niedojrzatego médzgu na zachwianie
rownowagi aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych moze by¢ skutkiem tego, ze jak

wynika z badanh Weisa (Weis 1 wsp., 2011), zmiany aktywnosci poszczegdlnych
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enzymow antyoksydacyjnych w czasie rozwoju niedojrzalego moézgu nie koreluja ze
soba, a co za tym idzie nie odpowiadajg wzrastajacej aktywnosci metabolizmu

tlenowego w rozwijajagcym si¢ mozgu.

5.10. Podsumowanie mechanizméw dzialania HBO oraz HH

Mechanizmy ochronne uruchamiane przez postkondycjonowanie mézgu sg w duzej
czesci nieznane. W odrdznieniu od prekondycjonowania, ktore pozwala zaadaptowac
moézg do uszkodzenia ischemicznego, postkondycjonowanie nie moze by¢é badane w
oderwaniu od samego zjawiska niedokrwienia/niedotlenienia. W celu poznania
mechanizmow postkondycjonowania, bada si¢ tkanki pochodzgce od zwierzat po
przebytej H-I i postkondycjonowaniu i porownuje wyniki do zwierzat kontrolnych,
niekondycjonowanych. Zaobserwowane zmiany patofizjologiczne, na poziomie
komoérkowym 1 molekularnym w mézgu po postkondycjonowaniu, sg prawdopodobnie
wynikiem naktadajacych si¢ efektow postkondycjonowania i H-1, a nie efektu samego
postkondycjonowania. W zwigzku z tym, trudnym zadaniem jest odroznienie
protekcyjnych mechanizméw postkondycjonowania od konsekwencji wynikajacych z
samej neuroprotekcji (Zhao, 2009). Wyniki tej pracy sugeruja, ze neuroprotekcyjny
efekt HH jest prawdopodobnie zwigzany =z uaktywnianiem enzymow
antyoksydacyjnych, co wyrazato si¢ poprzez wzrost aktywnosci SOD 1 GPx oraz w

konsekwencji efektywniejszym neutralizowaniem RFT.

Oczywistym nastgpstwem zastosowania HBO w przedstawionych w tej pracy badaniach
bylo zwigkszenie stezenia tlenu rozpuszczonego w o0soczu, a co za tym idzie
natlenowania tkanek w obszarach moézgu dotknigtych wywotang doswiadczalnie
hipoksjg-ischemig. Wzrost ci$nienia parcjalnego tlenu w rejonach objetych
niedotlenieniem mogt przyczyni¢ si¢ do zmniejszenia zmian w procesach
metabolicznych w uszkodzonej potkuli. Duze znaczenie zwigkszonej ilosci tlenu
rozpuszczonego w osoczu wynika z faktu, ze podczas niedokrwienia oddawanie tlenu w
naczyniach wlosowatych w duzej mierze odbywa si¢ dzieki mikrocyrkulacji osocza
(Theilen i wsp., 1994). Zwigkszona podaz tlenu mogta doprowadzi¢ do poprawy
metabolizmu energetycznego w strefie polcienia, zmniejszajac jej podatno$¢ na
dodatkowe zmiany wywolane depolaryzacja blon komérkowych (Hossmann, 1996). To

z kolei nie dopuscito do poszerzenia si¢ ogniska zwyrodnienia neuronow. W tej
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rozprawie wykazany zostal antyapoptotyczny efekt zastosowania terapii HBO po H-I.
Sugeruje sie, ze neuroprotekcyjne dziatanie HBO jest przynajmniej w czgsci zwigzane z
hamowaniem apoptozy, zard6wno na drodze zaleznej od kaspazy 3, jak rowniez na
drodze zwigzanej z AIF. Te czynniki nie byly przedmiotem badan w tej rozprawie.
Jednakze w moich badaniach wykazalem, ze zastosowanie HBO po H-I w obrebie okna
terapeutycznego (do 6 godz. po H-1) w znacznym stopniu zmniejsza stres oksydacyjny,
ktory jest jednym z gtownych czynnikéw inicjujacych procesy apoptozy. Wszystkie
wymienione wyzej czynniki przyczyniajg si¢ do tego, ze dzialanie HBO moze by¢

zwigzane z mechanizmami redukujagcymi powstawanie RFT w komorkach moézgu.
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6. Podsumowanie wynikow i wnioski

Przeprowadzone badania wykazaty, ze:

1. Zaréwno terapia hiperbaryczna jak 1 postkondycjonowanie hipoksja
hipobaryczng zmniejszajg uszkodzenie mozgu u 7- dniowych szczuréw oraz
hamuja $mier¢ komorek na drodze apoptozy i nekrozy po przebytej H-1.

2. W badanym oknie terapeutycznym (do 6 godzin po H-l) testowane
postgpowania  skutkowaly  neuroprotekcja.  Jednak w  przypadku
postkondycjonowania HH najlepsze rezultaty dawato rozpoczgcie terapii 1
godzing po H-I. W przypadku HBO opodznienie rozpoczecia terapii miato
mniejszy wplyw na jej skuteczno$¢ niz w przypadku HH.

3. HBO i HH zastosowane po H-I poprawiaja niektore parametry lokomotoryczne
u szczuréw w tescie otwartego pola.

4. Zastosowanie HBO lub postkondycjonowania HH zmniejsza obserwowany po
H-I wzrost poziomu RFT w poétkuli ipsilateralne;.

5. Wzrost aktywnos$ci SOD obserwowany po H-I wskazuje na istotng role tego
bialka w mechanizmie neuroprotekcji. Zastosowanie HH skutkuje wzrostem
aktywnosci SOD, co prawdopodobnie pozwala na szybsza neutralizacj¢ RFT.
Natomiast zastosowanie HBO zmniejsza aktywno$¢ SOD, co moze wskazywacé
na mniejszg produkcje RFT.

6. Obserwowany wzrost aktywno$ci SOD po zastosowaniu HH prawdopodobnie
wiaze si¢ ze zwickszong ekspresja SOD2, co wskazuje na istotng rolg tego
enzymu w mechanizmie neuroprotekcji po zastosowaniu HH.

7. Zastosowanie zarowno HBO jak 1 HH przywraca wyjsciowy poziom stezenia
GSH w potkulach ipsilateralnych po H-l1. HH nie zmienia w sposéb znamienny
statystycznie podwyzszonej aktywnos$ci peroksydazy glutationowej, z kolei
HBO skutkuje niewielkim spadkiem aktywnosci tego enzymu.

8. H-I skutkuje podwyzszeniem aktywnosci katalazy w potkulach ipsilateralnych.

Zastosowanie postkondycjonowania HH nie zmienia podwyzszonej aktywnosci
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katalazy, natomiast poddanie zwierzat HBO skutkuje obnizeniem aktywno$ci
katalazy, co ponownie wskazuje na odmienne mechanizmy dziatania

zastosowanych terapii.

Te dane pozwalaja na wyciagnigcie nastepujacych wnioskow:

e terapia HBO oraz postkondycjonowanie HH posiadaja podobny potencjal
neuroprotekcyjny w modelu H-1 u siedmiodniowych szczurow
e jednym z mechanizméw neuroprotekcyjnego dziatania HBO i HH moze by¢

dziatanie zmniejszajgce stres oksydacyjny wywotany przez H-I:

-neuroprotekcyjne dziatanie HH prawdopodobnie zwigzane jest z szybszym i
efektywniejszym neutralizowaniem RFT, osiaganym przez dodatkowe

uaktywnianie enzymow antyoksydacyjnych - SOD i GPx

-neuroprotekcyjne dzialanie HBO moze by¢ zwigzane z mechanizmami
redukujgcymi powstawanie RFT w mozgu po H-l - objawem tego jest
obserwowany spadek aktywno$ci enzymoéw antyoksydacyjnych, przy

réwnoczesnym zmniejszeniu uszkodzenia mozgu.
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