
 

WYDZIAĞ FARMACEUTYCZNY, KATEDRA TOKSYKOLOGII 

ZAKĞAD BIOCHEMII TOKSYKOLOGICZNEJ 

 

 

Alicja Sk·rkowska 

 

Ocena neuroprotekcyjnego dziağania donora H2S,  

zwiŃzku AP39  

w modelu udaru niedokrwiennego m·zgu  

- badania in vivo oraz in vitro 

 

Rozprawa doktorska 

 

Promotor: Prof. dr hab. Bogusğawa Budziszewska 

Promotor pomocniczy: Dr Bartosz Pomierny 

 

 

Krak·w, 2024 



2 

 

 
 

Badania wykonano w ramach realizacji BadaŒ Wğasnych Uniwersytetu JagielloŒskiego 

Collegium Medicum (UJ CM) (N42/DBS/000118; kierownik projektu: Alicja Sk·rkowska) 

oraz czňŜciowo w zakresie projektu Narodowego Centrum Nauki  

(2016/21/D/NZ4/03302; kierownik projektu: dr Bartosz Pomierny) i grantu w ramach 

programu Priorytetowy Obszar Badawczy JakoŜĺ badaŒ dla jakoŜci Ũycia (POB qLife) 

(U1C/P04/NO/02.15; kierownik projektu: dr Bartosz Pomierny). 

 

             
 

 

 

W trakcie badaŒ wykorzystano infrastrukturň  

Katedry Toksykologii Wydziağu Farmaceutycznego UJ CM,  

Laboratorium Obrazowania Centrum Rozwoju Terapii Chor·b Cywilizacyjnych i ZwiŃzanych 

z Wiekiem (CDT-CARD), wsp·ğfinansowanŃ z Programu Operacyjnego Inteligentny Rozw·j 

POIR 4.2 Unii Europejskiej (POIR.04.02.00-00-D023/20),  

a takŨe sprzňt dofinansowany przez POB qLife w ramach programu Inicjatywa DoskonağoŜci 

Uczelnia Badawcza Uniwersytetu JagielloŒskiego. 

 

 



3 

 

 

 

 

 

CzňŜĺ przedstawionych w niniejszej pracy wynik·w stanowi treŜĺ nastňpujŃcej publikacji: 

 

ü Sk·rkowska A., KrzyŨanowska W., Bystrowska B., Torregrossa R., Whiteman M., 

Pomierny B., Budziszewska B. The hydrogen sulfide donor AP39 reduces glutamate-

mediated excitotoxicity in a rat model of brain ischemia, 

Neuroscience 2024, 539:86-102, doi: 10.1016/j.neuroscience.2023.11.008. 

 

  



4 

 

 

Nauczyciel i lekarz otrzymujŃ zapğatň za swŃ pracň, 

 za serce ludzie pozostajŃ im dğuŨni. 

 

Lucjusz Anneusz Seneka (Mğodszy) 

 

 

 

 
Pragnň serdecznie podziňkowaĺ 

 

Pani prof. dr hab. Bogusğawie Budziszewskiej 

za opiekň naukowŃ, ŨyczliwoŜĺ i wyrozumiağoŜĺ, 

poŜwiňcony czas, ciŃgğe wsparcie oraz wszelkie 

wskaz·wki podczas realizacji niniejszej pracy, 

 

Panu dr. Bartoszowi Pomiernemu 

za moŨliwoŜĺ wsp·ğpracy, 

dyskusje naukowe, ŨyczliwoŜĺ, 

wsparcie i inspiracjň do nieustannego rozwoju  

 

 oraz cağemu Zespoğowi  

Zakğadu Biochemii Toksykologicznej Katedry Toksykologii UJ CM 

za profesjonalnŃ pomoc w realizacji pracy, codzienne wsparcie i miğŃ atmosferň. 

 

 

 

 

 

Pracň dedykujň Rodzinie 

  



5 

 

1. Spis treŜci 

1. Spis treŜci .......................................................................................................................... 5 

2. Wykaz skr·t·w ................................................................................................................. 9 

3. Streszczenie .................................................................................................................... 14 

3.1. Streszczenie .............................................................................................................. 14 

3.2. Abstract .................................................................................................................... 17 

4. Wstňp .............................................................................................................................. 20 

4.1. Udar m·zgu .............................................................................................................. 20 

4.2. Udar niedokrwienny m·zgu ..................................................................................... 23 

4.2.1. Czynniki ryzyka ................................................................................................ 23 

4.2.2. Objawy .............................................................................................................. 25 

4.2.3. Klasyfikacja ...................................................................................................... 26 

4.2.4. Patofizjologia .................................................................................................... 28 

4.2.4.1. EkscytotoksycznoŜĺ ................................................................................. 31 

4.2.4.2. Zaburzenie metabolizmu kom·rkowego i dysfunkcja mitochondri·w .... 33 

4.2.4.3. Proces zapalny i aktywacja mikrogleju .................................................... 34 

4.2.5. Koncepcja penumbry ........................................................................................ 35 

4.2.6. Postňpowanie przedszpitalne i szpitalne w fazie ostrej .................................... 37 

4.2.7. Leczenie ............................................................................................................ 41 

4.3. Rola siarkowodoru w chorobach o podğoŨu hipoksji ............................................... 43 

4.3.1. Synteza endogennego H2S ................................................................................ 43 

4.3.2. Metabolizm H2S................................................................................................ 44 

4.3.3. Mechanizmy dziağania H2S w oŜrodkowym ukğadzie nerwowym ................... 45 

4.4. Donor siarkowodoru - zwiŃzek AP39 ..................................................................... 47 

5. Cel pracy ......................................................................................................................... 49 



6 

 

6. Materiağy i metody .......................................................................................................... 50 

6.1. Badania in vivo ......................................................................................................... 51 

6.1.1. Odczynniki i akcesoria laboratoryjne ............................................................... 52 

6.1.2. Aparatura laboratoryjna oraz oprogramowanie ................................................ 54 

6.1.3. Zwierzňta doŜwiadczalne .................................................................................. 55 

6.1.4. Podziağ na grupy eksperymentalne ................................................................... 56 

6.1.5. Model MCAO udaru niedokrwiennego m·zgu ................................................ 57 

6.1.6. Ocena deficytu neurologicznego ...................................................................... 62 

6.1.7. Ocena objňtoŜci udaru....................................................................................... 62 

6.1.8. Mikrodializa struktur m·zgowych .................................................................... 63 

6.1.9. Oznaczenie stňŨenia glutaminianu w mikrodializatach pğynu m·zgowo -       

rdzeniowego metodŃ LC-MS ........................................................................... 65 

6.1.10. Badanie poziomu biağek metodŃ Western blot ................................................. 66 

6.1.10.1. Przygotowanie pr·bek ............................................................................ 67 

¶ Pr·bki niefrakcjonowane ï homogenat cağkowity ....................................... 67 

¶ Pr·bki frakcjonowane ï wyizolowane mitochondria ................................... 68 

6.1.10.2. Western blot ........................................................................................... 70 

6.1.11. Badanie poziomu biağek metodŃ barwienia immunofluorescencyjnego 

skrawk·w m·zgu .............................................................................................. 74 

6.1.11.1. Przygotowanie skrawk·w m·zgu ........................................................... 74 

6.1.11.2. Barwienie immunofluorescencyjne skrawk·w m·zgu........................... 75 

6.1.11.3. Obrazowanie skrawk·w m·zgu przy uŨyciu mikroskopu     

konfokalnego .......................................................................................... 76 

6.1.12. Analiza statystyczna ......................................................................................... 77 

6.2. Badania in vitro ........................................................................................................ 78 

6.2.1. Odczynniki i akcesoria laboratoryjne ............................................................... 78 

6.2.2. Aparatura laboratoryjna oraz oprogramowanie ................................................ 79 



7 

 

6.2.3. Hodowla kom·rek neuronalnych linii HT-22................................................... 80 

6.2.3.1. Model deprywacji tlenu i glukozy (OGD) ............................................... 81 

6.2.3.2. Test redukcji MTT ................................................................................... 82 

6.2.3.3. Pomiar aktywnoŜci zewnŃtrzkom·rkowej dehydrogenazy mleczanowej 

(test LDH) ................................................................................................ 82 

6.2.3.4. Ocena potencjağu bğony mitochondrialnej z uŨyciem fluorescencyjnego 

barwnika (JC-1) i mikroskopii konfokalnej ............................................. 83 

6.2.3.5. Pomiar aktywnoŜci metabolicznej przy pomocy analizatora Seahorse .... 84 

6.2.4. Izolacja i zakğadanie hodowli pierwotnej kom·rek mikrogleju szczura .......... 85 

6.2.4.1. Model aktywacji mikrogleju lipopolisacharydem .................................... 86 

6.2.4.2. Test redukcji MTT ................................................................................... 86 

6.2.4.3. Badanie poziomu azotyn·w ..................................................................... 87 

6.2.4.4. Badanie poziomu cytokin ......................................................................... 87 

6.2.5. Analiza statystyczna ......................................................................................... 88 

7. Wyniki ............................................................................................................................ 89 

7.1. Badania in vivo ......................................................................................................... 89 

7.1.1. Wpğyw zwiŃzku AP39 na deficyt neurologiczny i objňtoŜĺ zawağu ................. 89 

7.1.2. Wpğyw zwiŃzku AP39 na ekscytotoksycznoŜĺ................................................. 91 

7.1.2.1. Poziom glutaminianu w mikrodializatach struktur m·zgowych .............. 91 

7.1.2.2. Poziom transporter·w glutaminianu xCT i GLT-1 .................................. 94 

7.1.2.3. Poziom transporter·w glutaminianu VGLUT1 i VGLUT2 ..................... 99 

7.1.2.4. Poziom podjednostek receptora NMDA 1, 2A i 2B ............................... 105 

7.1.3. Wpğyw zwiŃzku AP39 na parametry stanu metabolicznego m·zgu .............. 107 

7.1.3.1. Poziom kluczowych enzym·w glikolizy, cyklu Krebsa i kompleks·w 

mitochondrialnych ğaŒcucha oddechowego ........................................... 107 

7.1.3.2. Poziom oksydoreduktazy siarczkowo-chinonowej ................................ 111 

7.1.4. Wpğyw zwiŃzku AP39 na aktywacjň mikrogleju............................................ 111 



8 

 

7.1.4.1. Poziom marker·w CD206 i CD86 oraz inflamasomu NLRP3 .............. 111 

7.2. Badania in vitro ...................................................................................................... 113 

7.2.1. Wpğyw zwiŃzku AP39 na parametry stanu metabolicznego kom·rek             

linii HT -22 ....................................................................................................   113 

7.2.1.1. Ocena wpğywu zwiŃzku AP39 na ŨywotnoŜĺ i cytotoksyczne uszkodzenia 

kom·rek HT-22 w modelu OGD ........................................................... 113 

7.2.1.2. Ocena wpğywu zwiŃzku AP39 na potencjağ bğony mitochondrialnej 

kom·rek HT-22 w modelu OGD ........................................................... 116 

7.2.1.3. Ocena wpğywu zwiŃzku AP39 na oddychanie mitochondrialne i produkcjň 

ATP w kom·rkach HT-22 w modelu OGD ........................................... 118 

7.2.2. Badania in vitro z wykorzystaniem hodowli pierwotnej kom·rek glejowych - 

wpğyw zwiŃzku AP39 na aktywacjň mikrogleju ............................................ 120 

7.2.2.1. Wpğyw zwiŃzku AP39 na ŨywotnoŜĺ i produkcjň azotyn·w w kom·rkach 

mikrogleju .............................................................................................. 120 

7.2.2.2. Wpğyw zwiŃzku AP39 na indukowany lipopolisacharydem 

poziom cytokin ....................................................................................... 121 

8. Dyskusja ........................................................................................................................ 124 

8.1. Wpğyw zwiŃzku AP39 na ekscytotoksycznoŜĺ ...................................................... 126 

8.2. Wpğyw zwiŃzku AP39 na zaburzenia metabolizmu kom·rkowego ....................... 132 

8.3. Wpğyw zwiŃzku AP39 na aktywacjň mikrogleju ................................................... 140 

8.4. Podsumowanie ....................................................................................................... 144 

9. Wnioski ......................................................................................................................... 146 

10. Bibliografia ................................................................................................................... 148 

11. Inne Ŧr·dğa .................................................................................................................... 168 

12. Uzupeğnienia ................................................................................................................. 169 

12.1. Spis rycin ................................................................................................................ 169 

12.2. Spis tabel ................................................................................................................ 172 

 



9 

 

2. Wykaz skr·t·w 

 

3-MST ï sulfotransferaza 3-merkaptopirogronianu  

(ang. 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase) 

aCSF ï sztuczny pğyn m·zgowo-rdzeniowy  

(ang. artificial cerebrospinal fluid) 

AHA ï AmerykaŒskie Towarzystwo Kardiologiczne  

(ang. American Heart Association) 

AMPAR ï receptor kwasu Ŭ-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowego  

(ang. Ŭ-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor) 

ANOVA ï analiza wariancji  

(ang. analysis of variance) 

AP ï przednio-tylnie 

 (ang. anteroposterior) 

ASA ï AmerykaŒskie Towarzystwo Udarowe  

(ang. American Stroke Association) 

BSA ï albumina surowicy bydlňcej  

(ang. bovine serum albumin) 

CI-CV ï kompleksy ğaŒcucha oddechowego I-V 

CADASIL ï arteriopatia m·zgowa dziedziczona w spos·b autosomalny dominujŃcy  

z udarami podkorowymi i leukoencefalopatiŃ  

(ang. cerebral autosomal dominant arteriopathy with subcortical infarcts and 

leukoencephalopathy) 

CAPS ï kwas N-cykloheksylo-3-aminopropano-sulfonowy 

(ang. N-cyclohexyl-3-aminopropanesulfonic acid) 

CBS ï ɓ-syntaza cystationiny 

(ang. cystathionine ɓ-synthase) 

CCA ï tňtnica szyjna wsp·lna  

(ang. common carotid artery) 

CCAO ï zamkniňcie tňtnicy szyjnej wsp·lnej  

(ang. common carotid artery occlusion) 

CD86 ï marker mikrogleju typu M1  

(ang. cluster of differentiation 86) 
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CD206 ï receptor mannozowy, marker mikrogleju typu M2  

(ang. cluster of differentiation 206) 

CSE ï ɔ-liaza cystationiny 

(ang. cystathionine ɔ-lyase) 

DAPI ï 4ô-6ôdiamidyno-2-fenyloindol 

(ang. 4ǋ-6ô diamidino-2-phenylindole) 

DMEM ï poŨywka hodowlana Eagle zmodyfikowana przez Dulbecco  

(ang. Dulbeccoôs modified Eagle medium) 

DMSO ï dimetylosulfotlenek 

(ang. dimethyl sulfoxide) 

D-PBS ï buforowany roztw·r soli fizjologicznej Dulbecco  

(ang. Dulbeccoôs phosphate buffered saline)  

DV ï grzbietowo-brzusznie  

(ang. dorsoventral) 

EAAT ï transporter aminokwas·w pobudzajŃcych 

(ang. excitatory amino acid transporter) 

ECA ï tňtnica szyjna zewnňtrzna  

(ang. external carotid artery) 

ESUS ï  udar spowodowany zatorem o nieustalonej przyczynie  

(ang. embolic stroke of undetermined source) 

FAD/FADH2 ï dinukleotyd flawinoadeninowy (forma utleniona i zredukowana) 

(ang. flavin adenine dinucleotide) 

FBS ï pğodowa surowica bydlňca  

(ang. fetal bovine serum)  

FCCP ï cyjanek karbonylu 4-(trifluorometoksy)fenylohydrazon 

(ang. carbonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone)  

GFAP ï marker astrocytarny, kwaŜne biağko wğ·kienkowe  

(ang. glial fibrillary acidic protein) 

GLT-1 ï transporter glutaminianu 1; odpowiednik ludzkiego EAAT2 u gryzoni 

 (ang. glutamate transporter 1) 

H2S ï siarkowod·r 

(ang. hydrogen sulfide) 

HBSS ï zr·wnowaŨony roztw·r soli Hanksa  

(ang. Hanksô balanced salt solution)  
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HDAC1 ï deacetylaza histonowa 1  

(ang. histone deacetylase 1) 

HRP ï peroksydaza chrzanowa 

(ang. horseradish peroxidase) 

HXK ï heksokinaza 

(ang. hexokinase) 

ICA ï tňtnica szyjna wewnňtrzna  

(ang. internal carotid artery) 

IDH ï dehydrogenaza izocytrynianowa 

 (ang. isocitrate dehydrogenase) 

j.u. ï jednostka umowna 

(ang. arbitrary unit) 

LACI ï udar zatokowy/lakunarny  

(ang. lacunar infarct) 

LC-MS ï chromatografia cieczowa sprzňŨona ze spektrometriŃ mas  

(ang. liquid chromatography - mass spectrometry) 

LDH ï dehydrogenaza mleczanowa 

(ang. lactate dehydrogenase) 

LPS ï lipopolisacharyd 

(ang. lipopolysaccharide) 

MAP-2 ï marker neuronalny, biağko zwiŃzane z mikrotubulami  

(ang. microtubule-associated protein 2) 

MCA ï tňtnica Ŝrodkowa m·zgu  

(ang. internal carotid artery) 

MCAO ï zamkniňcie tňtnicy Ŝrodkowej m·zgu; grupa zwierzŃt poddanych operacji 

 zamkniňcia tňtnicy Ŝrodkowej m·zgu 

(ang. middle cerebral artery occlusion) 

MCP-1 ï biağko chemotaktyczne monocyt·w 1 

(ang. monocyte chemoattractant protien 1) 

mGluR ï receptor metabotropowy glutaminianergiczny  

(ang. metabotropic glutamate receptor) 

ML ï Ŝrodkowo-bocznie  

(ang. mediolateral) 
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MTT ï bromek 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylotetrazoliowy 

(ang. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 

Na+K+ATPaza ï pompa sodowo-potasowa 

(ang. sodium-potassium pump) 

NAD+, NADH ï dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (forma utleniona i zredukowana) 

(ang. nicotinamide adenine dinucleotide) 

NGS ï surowica kozia  

(ang. normal goat serum) 

NIHSS ï skala udarowa Narodowego Instytutu Zdrowia  

(ang. National Institutes of Health stroke scale) 

NLRP3 ï inflamasom NLRP3  

(ang. NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3) 

NMDAR ï receptor N-metylo-D-asparaginowy 

(ang. N-methyl-D-aspartate receptor) 

OCR ï wskaŦnik zuŨycia tlenu  

(ang. oxygen consumption rate)  

OGD ï model deprywacji tlenu i glukozy  

(ang. oxygen-glucose deprivation) 

OXPHOS ï system fosforylacji oksydacyjnej 

(ang. oxidative phosphorylation) 

PACI ï udar obejmujŃcy czňŜĺ przedniego obszaru unaczynienia m·zgu  

(ang. partial anterior circulation infarct) 

PBS ï buforowany roztw·r soli fizjologicznej 

(ang. phosphate-buffered saline) 

PDH ï dehydrogenaza pirogronianowa 

(ang. pyruvate dehydrogenase) 

PFA ï paraformaldehyd 

(ang. paraformaldehyde) 

PFK ï fosfofruktokinaza 

(ang. phosphofructokinase) 

POCI ï udar obejmujŃcy tylny obszar unaczynienia  

(ang. posterior circulation infarct) 

PVDF ï polifluorek winylidenu 

(ang. polyvinylidene fluoride) 
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RNS - reaktywne formy azotu 

(ang. reactive nitrogen species) 

ROS - reaktywne formy tlenu 

(ang. reactive oxygen species) 

rt-PA ï rekombinowany tkankowy aktywator plazminogenu 

(ang. recombinant tissue plasminogen activator) 

SDS ï siarczan dodecylu sodu 

(ang. sodium dodecyl sulfate) 

SEM ï bğŃd standardowy Ŝredniej  

(ang. standard error of the mean) 

SHAM ï zabieg pozorowany; grupa zwierzŃt poddanych operacji pozorowanej 

SQOR ï oksydoreduktaza siarczkowo-chinonowa 

(ang. sulfide quinone oxidoreductase) 

TACI ï udar obejmujŃcy cağy przedni obszar unaczynienia  

(ang. total anterior circulation infarct)  

TBS ï mieszanina soli fizjologicznej buforowanej tris  

(ang. tris-buffered saline) 

TBST ï mieszanina soli fizjologicznej buforowanej tris, z dodatkiem Tween 20  

(ang. tris-buffered saline + Tween) 

TIA ï przemijajŃcy napad niedokrwienia m·zgu 

(ang. transient ischemic attack) 

TLR4 ï receptor Toll-podobny 4  

(ang. Toll-like receptor 4) 

TPP+ ï kation trifenylofosfoniowy 

(ang. triphenylphosphonium cation) 

TTC ï chlorek 2,3,5-trifenylotetrazoliowy 

(ang. 2,3,5-triphenyl-tetrazolium chloride) 

UK ï Wielka Brytania 

USA ï Stany Zjednoczone Ameryki 

VGLUT ï pňcherzykowy transporter glutaminianu 

(ang. vesicular glutamate transporter) 

xc
- ï antyporter cystyna-glutaminian 

(ang. cystine-glutamate antiporter) 
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3. Streszczenie 

3.1. Streszczenie 

 

Udar m·zgu jest drugŃ (po chorobie niedokrwiennej serca) pod wzglňdem czňstoŜci 

wystňpowania przyczynŃ Ŝmierci, a takŨe pierwszŃ przyczynŃ inwalidztwa w populacji os·b 

dorosğych. Znakomita wiňkszoŜĺ przypadk·w udaru spowodowana jest zamkniňciem tňtnicy 

i klasyfikowana jako udar niedokrwienny. Tromboliza doŨylna z uŨyciem rekombinowanego 

tkankowego aktywatora plazminogenu (rt-PA) jest jedynŃ dostňpnŃ farmakoterapiŃ, kt·rej 

wykorzystanie jest dodatkowo ograniczone ze wzglňdu na liczne kryteria wykluczenia, 

dlatego tylko niski odsetek pacjent·w otrzymuje takie leczenie. Wskazuje to wyraŦnie na 

koniecznoŜĺ gruntownego poznania molekularnego patomechanizmu niedokrwienia m·zgu 

i opracowania nowych strategii terapeutycznych. 

 

Siarkowod·r (H2S), gazowa czŃsteczka sygnalizacyjna oraz endogenny 

neuromodulator, wydaje siň byĺ obiecujŃcym zwiŃzkiem w terapii udaru niedokrwiennego. 

Zaburzenia w endogennej produkcji H2S zaobserwowano w przypadku wielu chor·b 

neurologicznych, np. udaru m·zgu i zaburzeŒ depresyjnych (czňstych r·wnieŨ u pacjent·w 

cierpiŃcych na niedokrwienie m·zgu), co wskazuje na potencjalne zastosowanie 

terapeutyczne tej czŃsteczki. JednakŨe podawanie H2S w formie gazowej i okreŜlanie 

bezpiecznej oraz skutecznej dawki dla kaŨdego pacjenta to bardzo trudne zadanie. 

InteresujŃcym rozwiŃzaniem pozwalajŃcym uniknŃĺ tych ograniczeŒ jest zastosowanie 

nowego, stabilnego i wolno uwalniajŃcego H2S, zwiŃzku AP39. Jest to donor H2S 

ukierunkowany na mitochondria, co jest szczeg·lnie waŨne, poniewaŨ dysfunkcja 

mitochondri·w ma kluczowe znaczenie w neurodegeneracji wystňpujŃcej po udarze, 

a przywr·cenie funkcji mitochondri·w moŨe byĺ kluczowym czynnikiem w zapobieganiu 

progresji udaru. 

 

PoniewaŨ udar niedokrwienny charakteryzuje siň kaskadŃ powiŃzanych ze sobŃ 

proces·w, kt·rych punktem koŒcowym jest Ŝmierĺ kom·rek neuronalnych, celem badania 

byğa analiza wpğywu AP39 na gğ·wne komponenty patomechanizmu udaru, takie jak 

ekscytotoksycznoŜĺ, zaburzenia metabolizmu kom·rkowego i aktywacja mikrogleju. 

W badaniu wykorzystano model in vivo niedokrwienia m·zgu u szczur·w (zamkniňcie tňtnicy 

Ŝrodkowej m·zgu, MCAO) oraz modele in vitro: deprywacji tlenu i glukozy (OGD) 
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/reoksygenacji linii kom·rek neuronalnych HT-22 i stymulowanych lipopolisacharydem 

(LPS) hodowli pierwotnych kom·rek mikrogleju kory m·zgowej. 

 

PrzejŜciowe 90-minutowe MCAO zostağo uŨyte do wywoğania ogniskowego 

niedokrwienia m·zgu u szczur·w szczepu Sprague Dawley. AP39 podawano w pojedynczej 

dawce 100 nmol/kg m.c. doŨylnie, 10 min po przywr·ceniu przepğywu krwi lub 

przeprowadzeniu operacji pozorowanej (sham). Oceniono deficyt neurologiczny wedğug skali 

Phillipsôa i objňtoŜĺ zawağu w barwieniu chlorkiem 2,3,5-trifenylotetrazoliowym (TTC). 

Chromatografia cieczowa ze spektrometriŃ mas zostağa uŨyta do okreŜlenia poziomu 

zewnŃtrzkom·rkowego glutaminianu w mikrodializatach m·zgu pobranych Ŝr·doperacyjnie 

i od swobodnie poruszajŃcych siň zwierzŃt 24 godziny i 3 dni po reperfuzji. Tkanki m·zgowe 

izolowano 24 godziny po reperfuzji. Poziom biağka transporter·w glutaminianu, podjednostek 

receptora N-metylo-D-asparaginowego, kluczowych enzym·w glikolizy, cyklu Krebsa, 

mitochondrialnych kompleks·w ğaŒcucha oddechowego, oksydoreduktazy siarczkowo-

chinonowej i marker·w aktywacji mikrogleju zbadano metodŃ Western blot w korze 

m·zgowej, prŃŨkowiu i hipokampie p·ğkuli ispilateralnej. Koronalne krioskrawki m·zgu 

poddano barwieniu przeciwciağami skierowanymi przeciwko transporterom glutaminianu 

i zobrazowano za pomocŃ mikroskopii konfokalnej. 

 

Kom·rki neuronalne HT-22 poddano procedurze OGD w celu naŜladowania 

warunk·w niedokrwienia. ZwiŃzek AP39 (10 nM - 250 nM) dodawano do poŨywki 

hodowlanej podczas etapu OGD (21 godzin) i reoksygenacji (3 godziny). Grupň kontrolnŃ 

stanowiğy kom·rki HT-22 hodowane w standardowych warunkach (normoksja i poŨywka 

zawierajŃca glukozň). Zbadano ŨywotnoŜĺ kom·rek w teŜcie redukcji MTT, a takŨe poziom 

zewnŃtrzkom·rkowej dehydrogenazy mleczanowej (LDH). Fluorescencyjny barwnik JC-1 

zostağ zastosowany do oszacowania potencjağu bğony mitochondrialnej. Proces fosforylacji 

oksydacyjnej zostağ okreŜlony poprzez pomiar wskaŦnika zuŨycia tlenu z uŨyciem test·w 

opartych na technologii Seahorse. 

 

Hodowle pierwotne mikrogleju przygotowano z kory m·zgowej 1-2-dniowych 

osesk·w szczura szczepu Sprague Dawley i oddzielono od innych kom·rek glejowych 

metodŃ wytrzŃsania. Kom·rki inkubowano z AP39 (10 nM - 250 nM) przez 24 godziny, 

a nastňpnie poddawano stymulacji LPS (50 ng/ml) przez kolejne 24 godziny. Zbadano 
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ŨywotnoŜĺ kom·rek w teŜcie redukcji MTT, poziom azotyn·w oraz stňŨenie cytokin pro- 

i przeciw-zapalnych w poŨywce hodowlanej. 

 

Wykazano nastňpujŃce dziağanie AP39: 

1) istotne zmniejszenie deficytu neurologicznego i objňtoŜci zawağu po MCAO 

u szczur·w otrzymujŃcych AP39; 

2) znamiennŃ i dğugotrwağŃ redukcjň stňŨenia zewnŃtrzkom·rkowego glutaminianu 

w grupie MCAO+AP39 w por·wnaniu do grupy MCAO; 

3) zwiňkszenie poziomu transportera GLT-1 odpowiedzialnego za wychwyt zwrotny 

glutaminianu ze szczeliny synaptycznej do astrocyt·w; 

4) obniŨenie poziomu transportera VGLUT1, kt·ry reguluje transport glutaminianu do 

pňcherzyk·w synaptycznych; 

5) zwiňkszenie poziomu dehydrogenazy pirogronianowej, kluczowego enzymu ğŃczŃcego 

proces glikolizy z cyklem Krebsa, w prŃŨkowiu w grupie MCAO+AP39 

w por·wnaniu do grupy MCAO; 

6) zwiňkszenie produkcji ATP w kom·rkach neuronalnych poddanych 

OGD/reoksygenacji w obecnoŜci AP39; 

7) zmniejszenie poziomu CD86, markera klasycznie aktywowanego mikrogleju, 

zwiŃzanego z odpowiedziŃ prozapalnŃ, w grupie MCAO+AP39 w por·wnaniu do 

grupy MCAO; 

8) zmniejszenie stymulowanego przez LPS uwalniania cytokin prozapalnych 

w hodowlach mikrogleju w obecnoŜci AP39. 

  

PodsumowujŃc, uzyskane wyniki wskazujŃ, Ũe AP39 moŨe aktywowaĺ mechanizmy 

przeciwdziağajŃce ekscytotoksycznoŜci, zaburzeniom metabolicznym i aktywacji mikrogleju, 

czyli procesom wystňpujŃcym w nastňpstwie uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego 

m·zgu. 
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3.2. Abstract 

 

Brain stroke is the second (after heart attack) leading cause of death and the most 

common cause of disability in adult. The vast majority of stroke cases are caused by arterial 

occlusion and classified as ischemic stroke. An intravenous thrombolysis with 

the recombinant tissue plasminogen activator (rt-PA) is the only available pharmacotherapy, 

additionally limited due to numerous exclusion criteria, thus, only a small percentage of 

patients receive this treatment. It clearly indicates the need to thoroughly understand the 

molecular pathomechanism of brain ischemia and to develop new treatment strategies. 

 

Hydrogen sulfide (H2S), a gaseous signaling molecule and an endogenous 

neuromodulator, seems to be a promising agent in the treatment of ischemic stroke. 

Disturbances in endogenous H2S production have been observed in many neurological 

diseases, e.g. stroke and depressive disorders (also common in patients suffering from 

cerebral ischemia), indicating potential therapeutic application of this molecule. However, the 

administration of gaseous H2S and determining a safe and effective dose for each patient is 

a very difficult task. An interesting solution to avoid these limitations is the use of the novel, 

stable and slow-releasing H2S, AP39 compound. It is a mitochondria-targeted H2S donor, 

which is especially important, because mitochondrial dysfunction is crucial in 

neurodegeneration after stroke and restoration of mitochondria function may be a key factor 

in the prevention of stroke progression.  

 

Since ischemic stroke is characterized by a cascade of interrelated processes with the 

endpoint in neuronal cell death, the aim of the study was to investigate the effect of AP39 on 

main components of stroke pathomechanism, such as excitotoxicity, disturbances of cellular 

metabolism and microglia activation. An in vivo model of brain ischemia in rats (middle 

cerebral artery occlusion, MCAO) as well as in vitro models: oxygen-glucose deprivation 

(OGD)/reoxygenation in HT-22 neuronal cell line and lipopolysaccharide (LPS)-activated 

primary cultures of microglia cells from brain cortex were used in the study. 

 

Transient 90-min MCAO was used to induce focal cerebral ischemia in Sprague 

Dawley rats. AP39 was administered in a single dose of 100 nmol/kg b.w. i.v., 10 min after 

restoration of blood flow or performing sham surgery. Neurological deficit by Phillipsôs score 
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and infarct volume in 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) stainig were evaluated. 

Liquid chromatography - mass spectrometry was used to determine the extracellular 

glutamate level in brain microdialysates collected intrasurgically and from freely moving 

animals 24 hours and 3 days after reperfusion. Brain tissues were isolated 24 hours after 

reperfusion. The protein level of glutamate transporters, N-methyl-D-aspartate receptor 

subunits, key enzymes of glycolysis, Krebs cycle, mitochondrial respiratory chain complexes, 

sulfide-quinone oxidoreductase and markers of microglia activation were investigated by 

Western-blot analysis in the cortex, striatum and hippocampus of ispilateral hemisphere. 

Coronal cryosections of brain were immunostained with antibodies against glutamate 

transporters and visualized by confocal microscopy.  

 

HT-22 neuronal cells were subjected to OGD procedure to mimic ischemic conditions. 

AP39 (10 nM - 250 nM) was added to the culture medium during OGD (21 hours) and 

reoxygenation (3 hours) periods. The control group was represented by HT-22 cells cultured 

under standard conditions (normoxia and media containing glucose). Cell viability in MTT 

reduction test as well as the level of extracellular lactate dehydrogenase (LDH) were 

determined. Fluorescent dye JC-1 was used to estimate the mitochondrial membrane potential. 

The process of oxidative phosphorylation was determined by the measurement of oxygen 

consumption rate using Seahorse-based assays. 

 

Primary cultures of microglia were prepared from the cortex of 1-2-day old Sprague 

Dawley rat pups and isolated from other glial cells by shaking method. Cells were incubated 

with AP39 (10 nM - 250 nM) for 24 hours and then subjected to LPS (50 ng/ml) stimulation 

for another 24 hours. Cell viability in MTT reduction test, nitrite level and concentration of 

pro- and anti-inflammatory cytokines in culture medium were estimated. 

 

The following effects of AP39 were shown: 

1) significantly decreased neurological deficit and infarct volume after MCAO in AP39-

treated rats; 

2) a significant and longitudinal decrease of extracellular glutamate concentration in 

MCAO+AP39 group, comparing to MCAO group; 

3) increased level of GLT-1 transporter responsible for glutamate reuptake from the 

synaptic cleft into astrocytes; 
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4) decreased level of VGLUT1 transporter, which regulates glutamate transport to 

synaptic vesicles; 

5) increased level of pyruvate dehydrogenase, the key enzyme linking the process of 

glycolysis and Krebs cycle, in the striatum of MCAO+AP39 group, comparing to 

MCAO group; 

6) enhanced ATP production in neuronal cells subjected to OGD/reoxygenation in the 

presence of AP39; 

7) decreased level of CD86, the marker of clasically activated microglia, associated with 

pro-inflammatory responses, in MCAO+AP39 group; 

8) decrease of the LPS-stimulated release of pro-inflammatory cytokines in primary 

cultures of microglia in the presence of AP39. 

 

To conclude, the obtained results indicate that AP39 may activate the mechanisms 

counteracting excitotoxicity, metabolic disturbances and microglia activation, processes 

following ischemia-reperfusion injury in the brain. 
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4. Wstňp 

 

4.1. Udar m·zgu  

 

 Wedğug definicji światowej Organizacji Zdrowia opublikowanej w 1980 roku, udar 

m·zgu jest to Ănagğe wystŃpienie ogniskowych lub uog·lnionych zaburzeŒ czynnoŜci m·zgu, 

trwajŃcych dğuŨej niŨ 24 godziny lub prowadzŃcych do Ŝmierci, spowodowanych wyğŃcznie 

przyczynami naczyniowymiò. W takim ujňciu gğ·wnym czynnikiem decydujŃcym 

o klasyfikacji diagnostycznej jest czas trwania objaw·w, co powoduje koniecznoŜĺ 

dodatkowego odr·Ũnienia przypadk·w przemijajŃcego napadu niedokrwienia m·zgu (TIA, 

ang. transient ischemic attack), w kt·rych ogniskowe objawy neurologiczne utrzymujŃ siň 

kr·cej niŨ 24 godziny [1]. Jednak wydaje siň, Ũe przytoczona, wciŃŨ szeroko 

rozpowszechniana definicja ulegğa dezaktualizacji, poniewaŨ arbitralnie przyjňta granica 24 

godzin obecnie nie znajduje odzwierciedlenia w praktyce klinicznej. WdroŨenie leczenia 

udaru m·zgu powinno nastŃpiĺ jak najszybciej po diagnozie. W praktyce klinicznej zdarzajŃ 

siň przypadki udar·w atypowych, kt·re czňsto majŃ charakter nawracajŃcy. Z kolei u okoğo 

30-50% pacjent·w z rozpoznaniem TIA w obrazowaniu dyfuzyjnym rezonansu 

magnetycznego obecne sŃ zmiany ŜwiadczŃce juŨ o martwicy niedokrwiennej m·zgu [2]. 

W Ŝwietle wsp·ğczesnych badaŒ udaru m·zgu moŨliwe jest rozr·Ũnienie strefy uszkodzonego 

jŃdra zawağu (inaczej martwicy, ang. core) od tzw. strefy p·ğcienia, zwanej inaczej penumbrŃ, 

w kt·rej niedokrwienie nie doprowadziğo jeszcze do nieodwracalnego uszkodzenia tkanki. 

Wskazuje siň r·wnieŨ na duŨŃ zmiennoŜĺ w czasie uszkodzenia tkanki m·zgowej 

w warunkach niedokrwienia miňdzy pacjentami. Dlatego zgodnie z zaleceniami 

AmerykaŒskiego Towarzystwa Kardiologicznego (AHA, ang. American Heart Association) 

i AmerykaŒskiego Towarzystwa Udarowego (ASA, ang. American Stroke Association) 

przyjmuje siň, Ũe czas trwania objaw·w nie powinien byĺ gğ·wnym kryterium decydujŃcym 

o klasyfikacji diagnostycznej. Obecnie w tym procesie podkreŜla siň znaczenie nowoczesnych 

metod obrazowania, stwierdzajŃcych uszkodzenie oŜrodkowego ukğadu nerwowego 

w okreŜlonym obszarze dystrybucji naczyniowej [3, 4]. PodsumowujŃc, o wystŃpieniu udaru 

m·zgu Ŝwiadczy nagğe wystŃpienie objaw·w o przyczynie naczyniowej oraz ich 

ogniskowoŜĺ, tj. obszar uszkodzenia odpowiada zakresowi unaczynienia tňtnic m·zgowych. 
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Aktualne dane epidemiologiczne wskazujŃ na okoğo 12 mln nowych przypadk·w 

udaru m·zgu na Ŝwiecie w 2019 roku. Por·wnujŃc dane z ostatnich 30 lat obserwuje siň 

znaczŃcy wzrost bezwzglňdnej liczby przypadk·w udaru m·zgu. W tym samym okresie czasu 

wsp·ğczynnik zapadalnoŜci wŜr·d ludzi poniŨej 70. roku Ũycia wzr·sğ o 15% [5]. Szacuje siň, 

Ũe przez okres 40 lat (miňdzy rokiem 2010, a 2050) liczba przypadk·w udaru m·zgu wzroŜnie 

ponad dwukrotnie [6]. Udar m·zgu jest drugŃ (po chorobie niedokrwiennej serca) pod 

wzglňdem czňstoŜci przyczynŃ Ŝmierci na Ŝwiecie, a takŨe pierwszŃ przyczynŃ trwağego 

inwalidztwa w populacji os·b dorosğych kraj·w uprzemysğowionych, stanowiŃc wyzwanie 

nie tylko w kontekŜcie klinicznym, ale r·wnieŨ spoğecznym i ekonomicznym [5, 7]. Udar jest 

najczňstszŃ przyczynŃ padaczki u os·b w podeszğym wieku, drugŃ co do czňstoŜci przyczynŃ 

otňpienia oraz istotnym czynnikiem ryzyka depresji [8, 9]. Na Rycinie 1 przedstawiono 

wskaŦnik ŜmiertelnoŜci w udarze m·zgu na przestrzeni blisko trzydziestu lat w przeliczeniu 

na 100 000 os·b w populacji wybranych kraj·w z cağego Ŝwiata (A) oraz dokğadne dane 

liczbowe z 2019 roku (B). 
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A 

 

 

 

B 

 

 

Rycina 1. WskaŦnik ŜmiertelnoŜci w udarze m·zgu na przestrzeni lat 1990-2019 

w przeliczeniu na 100 000 os·b w populacji wybranych kraj·w z cağego Ŝwiata (A) 

oraz dokğadne dane liczbowe z 2019 roku (B). Dane opublikowane przez Institute for Health 

Metrics and Evaluation, Global Burden of Disease zostağy poddane standaryzacji wzglňdem 

wieku; Ŧr·dğo: [I] . 
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IstotŃ udaru jest zmniejszona perfuzja m·zgu, kt·ra moŨe byĺ spowodowana 

krwotokiem lub niedokrwieniem. Podstawowy podziağ udar·w m·zgu ze wzglňdu na 

patomechanizm obejmuje: 

1) Udar niedokrwienny (~85% wszystkich przypadk·w udaru m·zgu); 

2) Udar krwotoczny, zwiŃzany z krwotokiem Ŝr·dm·zgowym lub podpajňczyn·wkowym 

(~15%); 

3) Udar Ũylny, zwiŃzany z zakrzepicŃ ŨylnŃ m·zgowia (<1%) [2, 10]. 

 

  

4.2. Udar niedokrwienny m·zgu 

 

Do najczňŜciej wystňpujŃcych naleŨy udar niedokrwienny, kt·ry zwykle wywoğany 

jest zamkniňciem tňtnicy i ograniczeniem dopğywu krwi do m·zgu [11]. Skrzeplina w obrňbie 

naczyŒ tňtniczych skğada siň w duŨej mierze z fibryny. InnŃ czňstŃ przyczynŃ udaru 

niedokrwiennego m·zgu jest zator powstağy w obrňbie serca, kt·ry charakteryzuje siň 

zawartoŜciŃ duŨej liczby erytrocyt·w [12]. W Polsce w latach 2013-2023 kaŨdego roku 

odnotowano okoğo 70-80 tysiňcy pacjent·w hospitalizowanych z powodu rozpoznania udaru 

niedokrwiennego m·zgu (kod rozpoznania I63 wedğug Miňdzynarodowej Statystycznej 

Klasyfikacji Chor·b i Problem·w Zdrowotnych ICD-10)  [13, 14]. Okoğo 10-14% pacjent·w 

umiera do 30 dni od zachorowania, a okoğo 30% - do roku po udarze. W latach 2020-2021 

odnotowano kilkuprocentowy wzrost ŜmiertelnoŜci, kt·ry tğumaczony jest ·wczesnŃ 

pandemiŃ i rozpowszechnieniem infekcji COVID-19. Pacjenci, kt·rzy przeŨywajŃ, zazwyczaj 

wymagajŃ cağodobowej opieki z powodu dğugotrwağej niesprawnoŜci, co niewŃtpliwie 

wskazuje na duŨŃ skalň problemu udaru m·zgu jako choroby spoğecznej [14, 15].  

 

 

4.2.1. Czynniki ryzyka  

 

Czynniki ryzyka udaru niedokrwiennego m·zgu moŨna podzieliĺ na czynniki 

modyfikowalne oraz niepodlegajŃce modyfikacji. Wyniki miňdzynarodowego badania 

INTERSTROKE, przeprowadzonego w oparciu o dane z 32 kraj·w z cağego Ŝwiata, wskazujŃ 

na to, Ũe w kaŨdym regionie, wŜr·d r·Ũnych grup etnicznych, niezaleŨnie od pğci i wieku, za 
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ryzyko udaru w 90% odpowiedzialnych jest dziesiňĺ potencjalnie modyfikowalnych 

czynnik·w ryzyka: 

ü nadciŜnienie tňtnicze, 

ü palenie papieros·w, 

ü otyğoŜĺ, 

ü niewğaŜciwa dieta, 

ü mağa aktywnoŜĺ fizyczna, 

ü hiperlipidemia, 

ü cukrzyca, 

ü spoŨywanie alkoholu, 

ü choroby serca, 

ü niewğaŜciwy stosunek poziomu apolipoprotein B do A1 [16]. 

 

WŜr·d czynnik·w ryzyka udaru m·zgu niepodlegajŃcych modyfikacji wymienia siň wiek, 

pğeĺ oraz uwarunkowania genetyczne i etniczne. PoniewaŨ wiňkszoŜĺ istotnych czynnik·w 

ryzyka poddaje siň leczeniu farmakologicznemu lub chirurgicznemu, bŃdŦ moŨliwa jest ich 

eliminacja poprzez zmianň stylu Ũycia, ich znajomoŜĺ i rozpowszechnianie wiedzy na ten 

temat odgrywajŃ kluczowŃ rolň w doskonaleniu strategii profilaktyki pierwotnej i wt·rnej 

udaru m·zgu. Warto podkreŜliĺ, Ũe dziağania profilaktyczne powinny mieĺ charakter 

interdyscyplinarny i obejmowaĺ teŨ edukacjň spoğecznŃ [17, 18, 19]. Retrospektywna ocena 

wystňpowania czynnik·w ryzyka moŨe byĺ r·wnieŨ wykorzystana do predykcji sprawnoŜci 

pacjenta po przebytym udarze [20]. Istotne znaczenie w takiej ocenie stanu funkcjonalnego 

chorego po incydencie udaru niedokrwiennego m·zgu bňdŃ miağy: zaawansowany wiek, 

wystňpowanie chor·b wsp·ğistniejŃcych oraz przebyty wczeŜniej epizod udaru, uznawane za 

czynniki wpğywajŃce na znaczne obniŨenie sprawnoŜci czynnoŜciowej pacjent·w [21]. 
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4.2.2. Objawy 

 

CechŃ wsp·lnŃ objaw·w wystňpujŃcych w r·Ũnych rodzajach udaru m·zgu jest ich 

nagğy charakter. WŜr·d klinicznych objaw·w udaru m·zgu moŨna wyr·Ũniĺ: 

¶ zaburzenia ruchowe w postaci np. niedowğadu lub poraŨenia poğowiczego, 

ataksji i zaburzeŒ koordynacji ruchowej/r·wnowagi, 

¶ zaburzenia czuciowe np. utrata czucia w obrňbie jednej lub wiňkszej liczby 

koŒczyn, 

¶ r·Ũne formy zaburzeŒ widzenia, w tym niedowidzenie lub Ŝlepota, 

¶ zaburzenia mowy, m.in. dyzartria (trudnoŜci w artykulacji), afazja czuciowa 

(trudnoŜci w rozumieniu prostych poleceŒ), afazja ruchowa (trudnoŜci 

w doborze sğ·w), 

¶ zaburzenia zachowania i poznawcze np. zaburzenia uwagi, upoŜledzenie 

pamiňci, dezorientacja czasowo-przestrzenna, niemoŨnoŜĺ wykonania 

codziennych czynnoŜci. 

 

W zaleŨnoŜci od lokalizacji udaru niedokrwiennego m·zgu obserwuje siň zespoğy 

objaw·w typowe dla uszkodzenia rejon·w m·zgu w zakresie obszar·w unaczynienia przez 

poszczeg·lne tňtnice. W obrazie klinicznym pacjent z udarem niedokrwiennym zazwyczaj 

jest przytomny i charakteryzuje siň postňpujŃcym deficytem neurologicznym - 

w przeciwieŒstwie do udaru krwotocznego, w kt·rym znaczny deficyt neurologiczny 

obserwowany jest juŨ w momencie zachorowania, u pacjent·w czňsto wystňpujŃ zaburzenia 

przytomnoŜci, a ich stan opisuje siň jako ciňŨki. W odr·Ũnieniu od udaru krwotocznego, 

w przypadku udaru niedokrwiennego rzadko wystňpujŃ teŨ objawy w postaci ostrego b·lu 

gğowy, czy wymiot·w [22]. 

 

Objawy udaru m·zgu nie sŃ jednoznacznie specyficzne, stŃd mogŃ byĺ obserwowane 

r·wnieŨ w innych jednostkach chorobowych. Prawie poğowa pacjent·w przyjňtych do szpitala 

z powodu podejrzenia udaru m·zgu ma schorzenia imitujŃce udar (ang. stroke mimics). 

NaleŨŃ do nich m.in. zburzenia ukğadu przedsionkowego, zaburzenia metaboliczne (w tym 

najczňŜciej hipoglikemia), migrena z aurŃ, padaczka, sepsa, czy niekt·re guzy m·zgu. 

R·Ũnicowanie udaru oraz schorzeŒ go imitujŃcych ma kluczowe znaczenie w kontekŜcie jak 

najszybszego przyjňcia odpowiednich strategii leczenia. W przypadku wŃtpliwoŜci, do 
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potwierdzenia diagnozy udaru niedokrwiennego m·zgu wykorzystywane sŃ przede 

wszystkim odpowiednie badania obrazowe. Bardzo pomocne w tym wzglňdzie jest szybkie 

badanie metodŃ perfuzyjnej tomografii komputerowej [23, 24]. NaleŨy pamiňtaĺ teŨ 

o moŨliwoŜci wystŃpienia objaw·w bňdŃcych skutkiem powikğaŒ udaru m·zgu, takich jak np. 

wt·rne ukrwotocznienie ogniska zawağowego, zmiany zakrzepowo-zatorowe, czy wzrost 

ciŜnienia Ŝr·dczaszkowego. Istnieje takŨe cağe spektrum powikğaŒ og·lnomedycznych: 

kardiologiczne, ze strony ukğadu oddechowego, pokarmowego, miňŜniowo-szkieletowego 

i moczowego. Do powikğaŒ udaru m·zgu zalicza siň teŨ mi.in. depresjň i przewlekğe 

zmňczenie [25].   

 

 

4.2.3. Klasyfikacja 

 

Objawy kliniczne udaru niedokrwiennego zaleŨŃ od rozlegğoŜci i lokalizacji ogniska 

martwicy m·zgu. PrawidğowoŜĺ ta zostağa wykorzystana do stworzenia klasyfikacji udar·w 

OCSP (Oxfordshire Community Stroke Project), wedğug kt·rej wyr·Ũnia siň: 

1) Udar obejmujŃcy czňŜĺ przedniego obszaru unaczynienia m·zgu (PACI ï Partial 

Anterior Circulation Infarct) ï 34% przypadk·w, rozpoznawany na podstawie 

nastňpujŃcych objaw·w: 

¶ uszkodzenie wyŨszych czynnoŜci nerwowych, 

¶ niedowğad/niedoczulica (w mniejszym zakresie w por·wnaniu do udaru 

zatokowego, np. w jednej koŒczynie), 

¶ wystňpowanie 2 z 3 cech wymienionych w podpunkcie 4.; 

2) Udar zatokowy/lakunarny (LACI ï Lacunar Infarct) ï 25% przypadk·w, objawy: 

¶ czysty udar ruchowy (wyğŃcznie niedowğad piramidowy przeciwstronny do 

miejsca uszkodzenia, obejmujŃcy minimum 2 z 3 lokalizacji: twarz, koŒczynň 

g·rnŃ i koŒczynň dolnŃ), 

¶ czysty udar czuciowy (wyğŃcznie niedoczulica poğowicza przeciwstronna do 

miejsca uszkodzenia, obejmujŃca minimum 2 z 3 lokalizacji: twarz, koŒczynň 

g·rnŃ i koŒczynň dolnŃ), 

¶ udar czuciowo-ruchowy, 

¶ zesp·ğ niedowğadu poğowiczego z toŨstronnŃ ataksjŃ; 
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3) Udar obejmujŃcy tylny obszar unaczynienia (POCI ï Posterior Circulation Infarct) ï 

24% przypadk·w, objawy: 

¶ zesp·ğ naprzemienny (uszkodzenie jednego lub wielu nerw·w czaszkowych po 

jednej stronie oraz niedowğad/niedoczulica poğowicze wystňpujŃce po drugiej 

stronie), 

¶ niedowğad/niedoczulica obustronne, 

¶ izolowane objawy m·ŨdŨkowe, 

¶ izolowane jednoimienne niedowidzenie poğowicze lub Ŝlepota korowa; 

4) Udar obejmujŃcy cağy przedni obszar unaczynienia (TACI ï Total Anterior 

Circulation Infarct) ï 17% przypadk·w, objawy (ğŃcznie): 

¶ niedowğad/niedoczulica poğowicza, 

¶ uszkodzenie wyŨszych czynnoŜci korowych (np. afazja, akalkulia), 

¶ niedowidzenie poğowicze [26, 27]. 

 

 

Jednak powszechnie stosowana jest inna klasyfikacja podtyp·w udaru 

niedokrwiennego m·zgu, w oparciu o skalň TOAST (Trial of Org 10172 in Acute Stroke 

Treatment), kt·ra wprowadza nastňpujŃcy podziağ etiologiczny: 

¶ makroangiopatia, 

¶ zator pochodzenia sercowego, 

¶ mikroangiopatia, 

¶ udar o innej etiologii, 

¶ udar o nieustalonej etiologii, okreŜlany jako kryptogenny, spowodowany np. zatorem 

o nieustalonej przyczynie (ESUS, ang. embolic strokes of undetermined source), 

kt·rego przyczynŃ mogŃ byĺ m.in. nieme, napadowe migotanie przedsionk·w, tňtniak 

przegrody miňdzyprzedsionkowej, przetrwağy otw·r owalny lub kalcyfikacja zastawki 

aortalnej [28, 29]. 

 

Prawidğowe okreŜlenie przyczyny udaru m·zgu jest niezwykle istotne w kontekŜcie 

wyboru sposobu leczenia i prowadzenia profilaktyki, a w szczeg·lnych przypadkach r·wnieŨ 

decyzji o przeprowadzeniu badaŒ genetycznych. Istnieje szeroki zakres rzadkich przyczyn 

udaru m·zgu. Przykğadem moŨe byĺ arteriopatia m·zgowa dziedziczona w spos·b 

autosomalny dominujŃcy z udarami podkorowymi i leukoencefalopatiŃ (w skr·cie CADASIL, 
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ang. cerebral autosomal dominant arteriopathy with subcortical infarcts and 

leukoencephalopathy). Jest to najczňstsza dziedziczna choroba mağych naczyŒ bňdŃca 

przyczynŃ udaru m·zgu, kt·rej rozpoznanie jest moŨliwe wyğŃcznie dziňki badaniu 

genetycznemu [30]. 

 

 

4.2.4. Patofizjologia  

 

Prawidğowe funkcjonowanie m·zgu dorosğego czğowieka wiŃŨe siň ze zuŨyciem nawet 

okoğo 25% energii pochodzŃcej z przemian glukozy [31]. Hipoperfuzja i deficyt energetyczny 

w strefie objňtej udarem rozpoczynajŃ kompleksowŃ kaskadň zmian molekularnych, kt·ra 

rozwija siň i zmienia w czasie i przestrzeni. OstatecznŃ konsekwencjŃ rozwoju r·Ũnych 

proces·w uszkadzajŃcych w wyniku niedokrwienia jest Ŝmierĺ kom·rek nerwowych.  

 

Przy zmniejszeniu przepğywu m·zgowego nastňpuje obniŨenie podaŨy tlenu 

w mitochondriach i syntezy ATP. Deficyt energetyczny powoduje zmniejszenie aktywnoŜci 

zaleŨnej od ATP pompy sodowo-potasowej, co wywoğuje zaburzenie homeostazy jonowej 

i depolaryzacjň bğony kom·rkowej. Nastňpuje wzrost wewnŃtrzkom·rkowego stňŨenia jon·w 

wapniowych, do czego przyczynia siň aktywacja zaleŨnych od napiňcia kanağ·w 

wapniowych, jak i uwalnianie jon·w wapnia z zasob·w retikulum endoplazmatycznego. 

M·wi siň wrňcz o tzw. przeğadowaniu wapniem (ang. calcium overload), kt·re poprzez 

kaskadň proces·w biochemicznych prowadzi do uwolnienia glutaminianu z zakoŒczeŒ 

presynaptycznych. Do wzrostu poziomu zewnŃtrzkom·rkowego glutaminianu przyczynia siň 

r·wnieŨ zmniejszenie wychwytu zwrotnego tego neuroprzekaŦnika przez astrocyty lub wrňcz 

jego uwalnianie do przestrzeni pozakom·rkowej przez te kom·rki.  

 

Zwiňkszony poziom zewnŃtrzkom·rkowego glutaminianu powoduje nadmiernŃ 

stymulacjň receptor·w N-metylo-D-asparaginowych (NMDAR), co wpğywa r·wnieŨ na 

zwiňkszenie napğywu jon·w wapnia do kom·rki, aktywacjň proteaz Ŝr·dkom·rkowych 

oraz zwiňkszenie poziomu reaktywnych form tlenu i azotu. Przedstawione zjawisko dziağania 

wysokiego poziomu zewnŃtrzkom·rkowego glutaminianu nazwano ekscytotoksycznoŜciŃ.  
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Zwiňkszony poziom reaktywnych form tlenu i azotu z jednej strony wpğywa na 

aktywacjň mikrogleju i produkcjň cytokin, z drugiej strony powoduje otwarcie megakanağ·w 

w bğonie mitochondrialnej, uszkodzenie mitochondri·w i nastňpujŃcŃ Ŝmierĺ kom·rek. 

Mechanizmy uszkodzenia kom·rek nerwowych w przebiegu niedokrwienia przedstawiono na 

Rycinie 2 [32, 33]. Warto podkreŜliĺ, Ũe opisane procesy wzajemnie na siebie oddziağujŃ, 

a zaprezentowany schemat pokazuje w spos·b bardzo uproszczony zmiany molekularne 

zachodzŃce w strefie objňtej udarem. 
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Rycina 2. Kom·rkowe mechanizmy neurodegeneracji w przebiegu niedokrwienia  

(NMDAR - receptor N-metylo-D-asparaginowy, ROS - reaktywne formy tlenu, RNS - 

reaktywne formy azotu). 
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4.2.4.1. EkscytotoksycznoŜĺ 

 

Mechanizm ekscytotoksycznego uszkodzenia kom·rek jest jednym z pierwszych 

czynnik·w neurodegeneracyjnych pojawiajŃcych siň w wyniku niedokrwienia tkanki 

m·zgowej. EkscytotoksycznoŜĺ ma istotny wpğyw na kliniczny wynik koŒcowy udaru. Jest 

teŨ czynnikiem spustowym, kt·ry inicjuje i nasila kolejne procesy, takie jak depolaryzacja 

okoğozawağowa, zapalenie czy apoptoza, kt·re przyczyniajŃ siň do dalszego uszkodzenia 

i programowanej Ŝmierci kom·rek nerwowych (Rycina 3) [32]. 

 

 

 

Rycina 3. Wpğyw poszczeg·lnych mechanizm·w uszkadzajŃcych w udarze m·zgu na kliniczny 

wynik koŒcowy oraz ich rozw·j w czasie niedokrwienia; Ŧr·dğo: [32]. 

 

 

Glutaminian jest gğ·wnym neuroprzekaŦnikiem pobudzajŃcym w oŜrodkowym 

ukğadzie nerwowym. Przechowywany jest w pňcherzykach synaptycznych zakoŒczeŒ 

nerwowych, z kt·rych uwalniany jest na drodze egzocytozy do przestrzeni pozakom·rkowej. 

Utrzymanie optymalnego poziomu neuroprzekaŦnika w tej przestrzeni stanowi warunek 

prawidğowego funkcjonowania neuron·w, a za jego regulacjň odpowiadajŃ systemy 

transporter·w aminokwas·w pobudzajŃcych (EAAT), pňcherzykowych transporter·w 

glutaminianu (VGLUT) i antyportera cystyna-glutaminian (xc
-) [34]. 

  

Najwiňksze znaczenie regulatorowe majŃ transportery EAAT, kt·re zlokalizowane sŃ 

na astrocytach i neuronach. Wyr·Ũnia siň gğ·wnie transportery EAAT1, EAAT2 i EAAT3, 

przy czym u gryzoni stosuje siň nastňpujŃce nazwy: GLAST, GLT-1 i EAAC1. Za ponad 90% 
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wychwytu zwrotnego glutaminianu ze szczeliny synaptycznej do astrocyt·w odpowiedzialny 

jest transporter GLT-1. Transport glutaminianu do kom·rki w tym przypadku odbywa siň 

ğŃcznie z transportem trzech jon·w sodu i jednego protonu. W przeciwnŃ stronň 

transportowany jest jeden kation potasu. W astrocytach glutaminian przeksztağcany jest do 

glutaminy, kt·ra odpowiednimi systemami transportowana jest do neuronu, gdzie 

przeksztağcana jest z powrotem w glutaminian. Za dostarczanie glutaminianu do pňcherzyk·w 

presynaptycznych odpowiadajŃ transportery VGLUT.  Z kolei system xc
- odpowiedzialny jest 

za transport dokom·rkowy czŃsteczki cystyny w zamian za czŃsteczkň glutaminianu 

(w stosunku 1:1). Antyporter ten skğada siň z dw·ch podjednostek, z czego jedna odpowiada 

za jego ekspresjň na powierzchni kom·rki, natomiast drugiej podjednostce (xCT) przypisuje 

siň aktywnoŜĺ transportowŃ tego heterodimeru [35]. 

 

Glutaminian w przestrzeni pozakom·rkowej wiŃŨe siň przede wszystkim 

z receptorami jonotropowymi NMDAR oraz kwasu Ŭ-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-

izoksazolopropionowego (AMPAR), a takŨe z receptorami metabotropowymi 

glutaminianergicznymi (mGluR). WiňkszoŜĺ receptor·w NMDAR i AMPAR 

zlokalizowanych jest na kolcach dendrytycznych, ale czňŜĺ znajduje siň teŨ w przestrzeniach 

pozasynaptycznych [36]. EkscytotoksycznoŜĺ mediowana jest gğ·wnie przez receptory 

NMDAR. Zbudowane sŃ one z kompleks·w biağkowych tworzŃcych wewnňtrzny kanağ 

jonowy i cechujŃ siň wysokŃ przepuszczalnoŜciŃ dla jon·w sodu, potasu i wapnia [37]. 

Receptory NMDAR sŃ heterotetramerami, kt·re skğadajŃ siň obligatoryjnie z dw·ch 

podjednostek NR1 oraz dw·ch z czterech moŨliwych podjednostek NR2: NR2A, NR2B, 

NR2C lub NR2D. W korze m·zgowej i hipokampie dorosğego czğowieka wystňpujŃ zwykle 

podjednostki NR2A i NR2B, przy czym stosunek NR2B do NR2A zmniejsza siň z wiekiem. 

Skğad podjednostkowy receptora determinuje jego wğaŜciwoŜci funkcjonalne [38, 39]. 

 

 W warunkach niedokrwienia dochodzi do masywnego uwalniania neuroprzekaŦnik·w, 

w tym glutaminianu do przestrzeni synaptycznej i pozasynaptycznej, powodujŃc nadmiernŃ 

aktywacjň receptor·w NMDAR i napğyw jon·w wapnia do kom·rki. Zaburzenie homeostazy 

jonowej przyczynia siň nie tylko do osmotycznego obrzňku kom·rki, ale r·wnieŨ do 

odwr·conego dziağania transportera GLT-1, kt·ry w warunkach ciŃgğej depolaryzacji przenosi 

glutaminian z astrocyt·w do przestrzeni zewnŃtrzkom·rkowej. KonsekwencjŃ jest stağa, 

nadmierna depolaryzacja kom·rek nerwowych, kt·ra prowadzi do aktywacji enzym·w 

cytoplazmatycznych, produkcji mediator·w reakcji zapalnej i pobudzenia dalszej 
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kompleksowej kaskady proces·w biochemicznych prowadzŃcych do Ŝmierci kom·rki 

nerwowej [40]. Do tej pory podjňto liczne pr·by klinicznego zastosowania antagonist·w 

receptor·w glutaminianergicznych jako potencjalnych lek·w neuroprotekcyjnych w udarze 

niedokrwiennym m·zgu, jednak nie przyniosğy one na razie spodziewanych rezultat·w [41, 

42, 43]. 

 

 

4.2.4.2. Zaburzenie metabolizmu kom·rkowego i dysfunkcja mitochondri·w 

 

Warunki beztlenowe powstağe przez niedokrwienie struktur m·zgowych 

uniemoŨliwiajŃ utlenienie dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADH), przez co 

hamowana jest synteza ATP w kom·rkach. Pirogronian nie jest kierowany do mitochondrium, 

ale jest przeksztağcany w mleczan przez dehydrogenazň mleczanowŃ, co przyczynia siň do 

obniŨenia pH w kom·rce. W wyniku tej reakcji powstaje teŨ forma utleniona dinukleotydu 

NAD+, dziňki czemu moŨliwe jest podtrzymanie procesu glikolizy i produkcji ATP, jednak 

w stopniu wysoce niewystarczajŃcym do pokrycia zapotrzebowania energetycznego kom·rek 

oŜrodkowego ukğadu nerwowego [44].  

 

Kom·rki neuronalne w odr·Ũnieniu od astrocyt·w charakteryzujŃ siň znikomŃ 

aktywnoŜciŃ procesu glikolizy. Spowodowane jest to niskŃ aktywnoŜciŃ fosfofruktokinazy 

(PFK), kluczowego enzymu w tym procesie. Jednak zwiňkszenie ekspresji PFK w celu 

aktywacji glikolizy w neuronach, wiŃŨe siň ze wzrostem wraŨliwoŜci tych kom·rek na stres 

oksydacyjny [45]. Glukoza w neuronach przeksztağcana jest w glukozo-6-fosforan kierowany 

gğ·wnie do szlaku pentozofosforanowego, kt·ry ma istotne znaczenie w utrzymaniu 

potencjağu antyoksydacyjnego w kom·rce. W warunkach ischemii obserwuje siň pobudzenie 

tego procesu [46]. 

 

Na skutek zahamowania przepğywu elektron·w przez mitochondrialny ğaŒcuch 

oddechowy w niedokrwieniu kom·rki, wzrasta produkcja reaktywnych form tlenu m.in. 

anionorodnika ponadtlenkowego [47]. Stres oksydacyjny oraz zwiňkszone stňŨenie jon·w 

wapnia powodujŃ otwarcie megakanağ·w bğony mitochondrialnej, co skutkuje depolaryzacjŃ 

bğony, rozprzňganiem fosforylacji oksydacyjnej i uwolnieniem m.in. cytochromu c do 

cytoplazmy oraz aktywacjŃ szlaku zaprogramowanej Ŝmierci kom·rki - apoptozy [48]. 
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Mitochondria sŃ organellami, kt·re ulegajŃ dynamicznym zmianom, podlegajŃc 

procesom fuzji (ğŃczenia) i fizji (fragmentacji). Procesy te peğniŃ kluczowŃ rolň w utrzymaniu 

puli funkcjonalnych mitochondri·w oraz ich prawidğowej dystrybucji w kom·rce [49]. Fizja 

obserwowana jest tuŨ przed apoptozŃ, r·wnieŨ w przebiegu procesu neurodegeneracji 

w udarze niedokrwiennym m·zgu, a zablokowanie fragmentacji mitochondri·w moŨe 

zapobiegaĺ uwalnianiu cytochromu c do cytoplazmy i op·Ŧniaĺ Ŝmierĺ kom·rki [50, 51]. 

 

Dysfunkcyjne mitochondria np. z obniŨonym potencjağem bğony mitochondrialnej, sŃ 

poddawane degradacji pod ŜcisğŃ kontrolŃ w procesie mitofagii (autofagii mitochondrialnej). 

Wykazano, Ũe pobudzenie mitofagii w udarze niedokrwiennym m·zgu moŨe przyczyniaĺ siň 

do zmniejszenia akumulacji reaktywnych form tlenu, co stanowi potencjalny punkt uchwytu 

dziağania neuroprotekcyjnego [48, 52]. Jednak wymaga to jeszcze dokğadnego zbadania, 

poniewaŨ wciŃŨ nie jest jasne, czy proces mitofagii jako odpowiedŦ na uszkodzenie 

niedokrwienne i reperfuzyjne jest korzystny dla kom·rki [53, 54]. Wiadomo, Ũe mitofagia jest 

aktywowana w neuronach w wiňkszym stopniu wğaŜnie w wyniku reperfuzji, a nie ischemii. 

UdroŨnienie tňtnicy powoduje nagğe zwiňkszenie poziomu glukozy i tlenu, co prowadzi do 

utlenienia nagromadzonego bursztynianu przez kompleks dehydrogenazy bursztynianowej 

(kompleks II mitochondrialnego ğaŒcucha oddechowego (CII)). Skutkiem jest teŨ nadmierna 

produkcja reaktywnych form tlenu w mitochondrium i stres oksydacyjny, kt·ry 

prawdopodobnie jest czynnikiem aktywujŃcym mitofagiň w odpowiedzi na uszkodzenie 

wynikajŃce z reperfuzji [55]. 

 

 

4.2.4.3. Proces zapalny i aktywacja mikrogleju  

 

Rola proces·w zapalnych w progresji uszkodzenia niedokrwiennego m·zgu jest 

obecnie bezsprzeczna. Ukğad immunologiczny jest odpowiedzialny za modulowanie 

wiňkszoŜci proces·w patofizjologicznych w udarze, poczŃwszy od wczesnych etap·w fazy 

ostrej do wielu dni od wystŃpienia deficytu neurologicznego. Wzajemne oddziağywanie 

proces·w powstawania zakrzepu i reakcji zapalnej znajduje odzwierciedlenie w okreŜleniu 

zapalenie zakrzepowe (ang. thromboinflammation) [56]. Szczeg·lnie istotne znaczenie w tym 

procesie majŃ aktywacja mikrogleju, produkcja chemokin i cytokin prozapalnych 

oraz infiltracja leukocyt·w [57].  
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W ciŃgu jednej do kilku godzin od udaru niedokrwiennego m·zgu ma miejsce 

migracja oraz adhezja neutrofili do bariery krew-m·zg, co przyczynia siň do jej 

rozszczelnienia. Wzrost przepuszczalnoŜci bariery krew-m·zg wpğywa na powstanie 

naczyniowego obrzňku m·zgu oraz p·ŦniejszŃ infiltracjň limfocyt·w i makrofag·w 

obwodowych. R·wnoczeŜnie aktywowane sŃ kom·rki rezydujŃce w oŜrodkowym ukğadzie 

nerwowym, astrocyty i mikroglej [58]. 

 

Kom·rki mikrogleju mogŃ stanowiĺ nawet do 20% wszystkich kom·rek w m·zgu. 

W warunkach fizjologicznych charakteryzujŃ siň one stosunkowo mağym ciağem 

kom·rkowym i silnie rozgağňzionymi wypustkami, kt·rych zadaniem jest monitorowanie 

otaczajŃcego Ŝrodowiska. Na skutek zadziağania czynnika uszkadzajŃcego pobudzone do 

proliferacji i aktywowane kom·rki mikrogleju przybierajŃ ksztağt ameboidalny. Mikroglej ma 

zdolnoŜĺ modulowania odpowiedzi immunologicznej m.in. poprzez wydzielanie cytokin 

o charakterze prozapalnym (np. TNF-Ŭ, IL-1ɓ, IL-6) przez kom·rki typu M1 

i przeciwzapalnym (np. IL-4, IL-10) przez mikroglej typu M2. W udarze niedokrwiennym 

m·zgu kom·rki mikrogleju sŃ jako pierwsze rekrutowane do obszaru niedokrwienia, 

zwğaszcza penumbry [59, 60].  

 

W uwalnianiu cytokin m.in. IL-1ɓ przez mikroglej szczeg·lnie istotnŃ rolň odgrywa 

inflamasom NLRP3 (ang. NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3). Jest to 

kompleks biağkowy, kt·rego czŃsteczkŃ efektorowŃ jest pro-kaspaza 1. Jej aktywacja 

indukuje produkcjň cytokin prozapalnych z ich form prekursorowych [61]. 

 

 

4.2.5. Koncepcja penumbry 

 

Ogniskowe niedokrwienie m·zgu powoduje obumarcie kom·rek, kt·re w obrazie 

histopatologicznym widoczne sŃ jako jŃdro udaru. Obszar zawağu charakteryzujŃcy siň 

nieodwracalnym uszkodzeniem neuron·w, otoczony jest tzw. strefŃ p·ğcienia (inaczej zwanŃ 

penumbrŃ), w kt·rej zmniejszenie m·zgowego przepğywu krwi nie doprowadziğo jeszcze do 

martwicy [62].  
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W strefie dokonanego zawağu regionalny m·zgowy przepğyw krwi poniŨej 15 ml/100 

g/min powoduje skrajny deficyt energetyczny skutkujŃc bardzo szybkŃ ŜmierciŃ nekrotycznŃ 

wszystkich kom·rek oŜrodkowego ukğadu nerwowego. Za obszar penumbry uznaje siň strefň 

dookoğa jŃdra udaru, w kt·rej wystňpuje przepğyw krwi mniejszy niŨ 35 ml/100 g/min. śmierĺ 

kom·rek w strefie p·ğcienia zachodzi na drodze apoptozy, kt·ra jest odroczona w czasie 

i spowodowana gğ·wnie zjawiskiem ekscytotoksycznoŜci. Wyr·Ũnia siň r·wnieŨ strefň 

ğagodnego niedokrwienia (tzw. oligemia), w kt·rej regionalny m·zgowy przepğyw krwi 

wystňpuje na poziomie poniŨej 55 ml/100 g/min i zazwyczaj nie prowadzi do Ŝmierci 

neuron·w. Wraz z upğywem czasu dynamicznie zachodzŃce procesy uszkadzajŃce kom·rki 

powodujŃ, Ũe obszar zawağu powiňksza siň o strefň penumbry (Rycina 4) [31]. 

 

 

 

 

Rycina 4. Podziağ obszaru niedokrwienia na trzy strefy: jŃdro/rdzeŒ udaru (strefň dokonanego 

zawağu, czyli martwicy), strefň p·ğcienia (inaczej zwanŃ penumbrŃ) i oligemiň (strefň 

ğagodnego niedokrwienia) oraz ich zmiana w czasie. 

 

 

PoniewaŨ poszczeg·lne strefy niedokrwienia w udarze m·zgu r·ŨniŃ siň miňdzy sobŃ 

parametrami perfuzji i metabolizmu kom·rkowego, moŨliwa jest ocena ich rozlegğoŜci przy 

pomocy r·Ũnych metod obrazowania. Zğotym standardem w ocenie tych stref jest 

obrazowanie technikŃ pozytonowej tomografii emisyjnej po podaniu znacznika tlenu 15O, 

jednak obecnie metoda ta ma bardziej znaczenie historyczne i nie znajduje zastosowania 

klinicznego w ostrej fazie udaru niedokrwiennego [63]. W praktyce klinicznej do odr·Ũnienia 
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strefy jŃdra udaru od penumbry wykorzystywane sŃ obrazowanie dyfuzyjne i perfuzyjne 

metodŃ magnetycznego rezonansu jŃdrowego oraz obrazowanie perfuzyjne metodŃ tomografii 

komputerowej. Przeprowadzenie stosunkowo szybkiej i dokğadnej oceny rozlegğoŜci 

poszczeg·lnych obszar·w niedokrwienia w m·zgu niesie za sobŃ konkretne implikacje 

kliniczne, wpğywajŃc na decyzjň o wyborze ŜcieŨki terapeutycznej u danego pacjenta [64, 65, 

66]. 

 

ObecnoŜĺ Ũywych kom·rek w penumbrze jest moŨliwa dziňki zaopatrywaniu tego 

obszaru w skğadniki energetyczne przez naczynia kolateralne. MoŨliwoŜĺ uratowania 

niedotlenionych tkanek m·zgu w obrňbie strefy p·ğcienia czyni penumbrň celem interwencji 

terapeutycznych. Czas Ŝmierci neuron·w jest bardzo szybki i zaleŨy od lokalizacji 

wystŃpienia udaru oraz rozlegğoŜci krŃŨenia obocznego w danej strefie, dlatego tak waŨne jest 

niezwğoczne powiadomienie sğuŨb medycznych i jak najszybsza pomoc w nagğych 

przypadkach wystŃpienia niedokrwienia m·zgu [67]. 

 

 

4.2.6. Postňpowanie przedszpitalne i szpitalne w fazie ostrej 

 

Za fazň ostrŃ udaru uwaŨa siň okres od momentu pojawienia siň objaw·w do koŒca 

si·dmej doby choroby. SkutecznoŜĺ leczenia w duŨej mierze zaleŨy od szybkoŜci jego 

wdroŨenia, dlatego niezwykle istotne jest wczesne dotarcie pacjenta do wğaŜciwego szpitala, 

najlepiej w ciŃgu 60 minut od wystŃpienia objaw·w (tzw. zğota godzina udarowa). 

ObowiŃzujŃce zalecenia podkreŜlajŃ koniecznoŜĺ szybkiego podjňcia dziağaŒ w ramach tzw. 

ğaŒcucha przeŨycia w udarze m·zgu (Rycina 5) [9]. 

 

 

 

Rycina 5. Dziağania skğadajŃce siň na ğaŒcuch przeŨycia w udarze m·zgu; Ŧr·dğo: [68]. 
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NawiŃzujŃc do hasğa Ăczas to m·zgò (ang. time is brain) i celu, jakim jest 

maksymalne skr·cenie czasu przed hospitalizacjŃ oraz poprawa rokowania, niezwykle waŨne 

jest rozpowszechnianie wiedzy na temat objaw·w udaru m·zgu nie tylko wŜr·d personelu 

medycznego, ale wŜr·d cağego spoğeczeŒstwa. W tym celu stworzono angielskie hasğo-test 

FAST, kt·rego poszczeg·lne litery pomagajŃ ğatwo zapamiňtaĺ i skojarzyĺ typowe objawy 

udaru m·zgu, takie jak asymetria twarzy (Face), osğabienie koŒczyny (Arm) i zaburzenia 

mowy (Speech), z koniecznoŜciŃ wezwania pomocy przez numer alarmowy w jak 

najkr·tszym czasie (Time) - Rycina 6 [9]. R·Ũne kampanie spoğeczne wykorzystujŃ to hasğo 

w celu uwraŨliwienia spoğeczeŒstwa na objawy udaru m·zgu i poprawy ich 

rozpoznawalnoŜci. Przykğadowo w Wielkiej Brytanii umieszczane jest w duŨej skali na 

karetkach pogotowia ratunkowego, co sprzyja jego rozpowszechnieniu r·wnieŨ wŜr·d os·b 

niezwiŃzanych zawodowo ze sğuŨbŃ medycznŃ (Rycina 7).  

 

 

Rycina 6. Hasğo FAST, prosty do zapamiňtania test uğatwiajŃcy rozpoznanie alarmowych 

objaw·w udaru m·zgu i podkreŜlajŃcy krytycznŃ rolň czasu w niesieniu pomocy choremu; 

Ŧr·dğo: [II] . 
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Rycina 7. Hasğo FAST promowane na karetce pogotowia ratunkowego; Ŧr·dğo: [III] . 

 

Wydziağ Polityki Edukacyjnej i Spoğecznej Uniwersytetu MacedoŒskiego na 

podstawie wspomnianego hasğa opracowağ program edukacyjny ĂFAST Heroes 112ò, 

skierowany do najmğodszego pokolenia w kaŨdej rodzinie. Dziňki wsparciu Inicjatywy 

Angels, organizacji The Lions Club International oraz światowej Organizacji Udaru M·zgu 

realizowana jest kampania pt. ĂBohaterowie Zağogi FASTò, opowiadajŃca w przystňpny 

spos·b historiň rozpoznawania objaw·w udaru przez wnuczka u swoich dziadk·w (Rycina 8). 

Atrakcyjne materiağy edukacyjne do nauki w przedszkolach i szkoğach podstawowych 

dostňpne sŃ r·wnieŨ w Polsce [IV]. 
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Rycina 8. Hasğo FAST w kampanii edukacyjnej dla dzieci; Ŧr·dğo: [IV]. 

 

 

W przypadku podejrzenia udaru m·zgu podejmowana jest priorytetowa dyspozycja 

dotyczŃca kwalifikowanego transportu medycznego (karetkŃ reanimacyjnŃ) do najbliŨszego 

oddziağu udarowego. Po rozpoznaniu objaw·w typowych dla udaru m·zgu i wezwaniu sğuŨb 

ratunkowych, pierwsza pomoc przedmedyczna obejmuje zabezpieczenie podstawowych 

funkcji Ũyciowych [69].  

 

W postňpowaniu przedszpitalnym ratownik lub lekarz po przeprowadzeniu wywiadu 

oraz zabezpieczeniu dokumentacji medycznej zajmuje siň monitorowaniem czynnoŜci 

Ũyciowych, tlenoterapiŃ, ocenŃ glikemii i zağoŨeniem obwodowego dostňpu doŨylnego 

u pacjenta [69]. Do oceny deficytu neurologicznego na tym etapie czňsto wykorzystywany 

jest test FAST, ze wzglňdu na prostotň i szybkoŜĺ wykonania. Wykazano, Ũe test FAST 

stosowany przez ratownik·w medycznych charakteryzuje siň wysokim poziomem 

wykrywalnoŜci i dokğadnoŜci diagnostycznej udaru m·zgu [70, 71]. Warto podkreŜliĺ teŨ rolň 

logistyki miňdzy sğuŨbami ratowniczymi, a oddziağami szpitalnymi w maksymalnym 

skr·ceniu czasu trwania ğaŒcucha przeŨycia.  
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W warunkach klinicznych do oceny stanu neurologicznego zazwyczaj stosowana jest 

Skala Udarowa Narodowego Instytutu Zdrowia (NIHSS, ang. National Institutes of Health 

Stroke Scale), kt·ra charakteryzuje siň bardzo wysokŃ czuğoŜciŃ w ocenie zmian stanu 

pacjenta w fazie ostrej udaru m·zgu [9]. Wykazano, Ũe u pacjent·w ze schorzeniami 

imitujŃcymi udar wynik w tej skali jest wyraŦnie niŨszy w por·wnaniu do wyniku pacjent·w 

z udarem m·zgu [24]. Ponadto wynik w skali NIHSS istotnie koreluje z objňtoŜciŃ jŃdra 

udaru w badaniu obrazowym technikŃ magnetycznego rezonansu jŃdrowego, a takŨe stanowi 

waŨny czynnik prognostyczny w zakresie wystŃpienia powikğaŒ oraz w zakresie ŜmiertelnoŜci 

wczesnej i odlegğej [72].  

 

Przy przyjňciu na oddziağ szpitalny wykonywane sŃ badania krwi m.in. oznaczenie 

stňŨenia glukozy zgodnie z zaleceniami Europejskiego Towarzystwa Udarowego, a takŨe 

badania obrazowe np. tomografia komputerowa, perfuzyjna tomografia komputerowa, 

angiotomografia lub magnetyczny rezonans jŃdrowy, kt·re przeprowadza siň w celu 

potwierdzenia charakteru udaru (niedokrwienny lub krwotoczny) [73]. 

 

 

4.2.7. Leczenie 

 

Leczenie udaru niedokrwiennego m·zgu odbywa siň obecnie w specjalistycznych, 

dedykowanych Oddziağach  Udarowych, w kt·rych Ŝwiadczona jest cağodobowa 

kompleksowa opieka medyczna nad pacjentami [14]. 

 

Do tej pory w terapii udaru niedokrwiennego m·zgu potwierdzono skutecznoŜĺ 

jednego rodzaju leczenia farmakologicznego ï  przy uŨyciu rekombinowanego tkankowego 

aktywatora plazminogenu (rt-PA, inaczej alteplaza). Ten lek trombolityczny stosuje siň 

w jednorazowym podaniu doŨylnym, jednak ze wzglňdu na doŜĺ wŃskie okno terapeutyczne 

(optymalny czas podania wynosi do 45-60 minut od wystŃpienia deficytu neurologicznego, 

przy czym lek podawany jest zazwyczaj nie p·Ŧniej niŨ 4,5 godziny od niedokrwienia) 

oraz liczne kryteria wykluczenia, nie wszyscy kwalifikujŃ siň do takiej terapii [74]. W Polsce 

jest ona stosowana tylko u okoğo 10% chorych na udar niedokrwienny m·zgu [73].  

Leczenie rt-PA zostağo wprowadzone w Polsce w 2003 roku i do dziŜ jest Ăzğotym 

standardemò leczenia ostrego udaru niedokrwiennego m·zgu (dawka 0,9 mg/kg m.c., 
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maksymalnie 90 mg). 10% dawki cağkowitej podawane jest w bolusie 3-minutowym, 

natomiast pozostağe 90% w ciŃgğym wlewie doŨylnym przez 60 minut [73]. W przypadku, 

gdy chory znajduje siň poza oknem terapeutycznym (minňğo >4,5 godziny od pojawienia siň 

objaw·w udaru), podawany jest kwas acetylosalicylowy w dawce 150-300 mg do 48 godzin 

(jak najwczeŜniej) od wystŃpienia deficytu neurologicznego. Leczenie rt-PA lub kwasem 

acetylosalicylowym musi byĺ poprzedzone wykluczeniem krwawienia wewnŃtrzczaszkowego 

w badaniu obrazowym [75]. 

 

Inny rodzaj leczenia przyczynowego stanowi leczenie wewnŃtrztňtnicze, polegajŃce na 

mechanicznym usuniňciu zakrzepu z tňtnicy m·zgowej lub podaniu rt-PA w miejscu 

powstania zakrzepu. Dopuszczalne okno czasowe takich zabieg·w wynosi zazwyczaj 

6 godzin od pojawienia siň objaw·w udaru niedokrwiennego. Tromboliza dotňtnicza nie jest 

obecnie rekomendowana jako metoda z wyboru, jest raczej stosowana jako terapia 

alternatywna w przypadku braku skutecznoŜci leczenia rt-PA podanym doŨylnie 

lub w przypadku pacjent·w niespeğniajŃcych kryteri·w kwalifikacji do trombolizy doŨylnej 

[73, 76]. Jednak metodŃ pierwszego rzutu u takich chorych jest trombektomia mechaniczna.  

PilotaŨowy program leczenia udaru niedokrwiennego m·zgu metodŃ przezcewnikowej 

trombektomii mechanicznej funkcjonuje w Polsce od 2019 roku. W pierwszym roku pilotaŨu 

trombektomiň mechanicznŃ wykonano u 2,1% chorych na udar niedokrwienny m·zgu, 

a w 2022 juŨ w 4,5% przypadk·w [14]. W metodzie tej wykorzystuje siň stenty m·zgowe do 

mechanicznego usuwania skrzepu ze Ŝwiatğa naczynia lub narzňdzia wewnŃtrznaczyniowe 

sğuŨŃce do aspiracji skrzepliny. Taki zabieg moŨliwy jest tylko w przebiegu niedroŨnoŜci 

duŨych tňtnic wewnŃtrzczaszkowych. W przypadku zastosowania tego typu leczenia w ciŃgu 

3 godzin od udaru szansa na odzyskanie sprawnoŜci wynosi okoğo 60%, natomiast 

w przedziale czasowym 3-6 godzin od wystŃpienia objaw·w - okoğo 40%. U chorych 

kwalifikujŃcych siň zar·wno do doŨylnego leczenia rt-PA, jak i trombektomii mechanicznej, 

w pierwszej kolejnoŜci rozpoczyna siň leczenie trombolityczne [75]. 

 

Po przyjňciu odpowiedniej strategii leczenia og·lnego i swoistego, kolejne etapy 

postňpowania w przypadku udaru m·zgu obejmujŃ profilaktykň i leczenie powikğaŒ 

neurologicznych i og·lnoustrojowych, rehabilitacjň oraz profilaktykň wt·rnŃ [9]. 
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Warto podkreŜliĺ, Ũe leczenie przyczynowe, reperfuzyjne (podanie rt-PA 

lub trombektomia mechaniczna) to jedyny rodzaj terapii umoŨliwiajŃcy powr·t do peğnej 

sprawnoŜci, ale obecnie tylko 13-15% chorych jest leczonych w ten spos·b [75]. Niestety 

wiňkszoŜĺ pacjent·w nie kwalifikuje siň do tego typu terapii, dlatego istnieje koniecznoŜĺ 

poszukiwania nowych strategii farmakologicznych w udarze niedokrwiennym m·zgu. 

 

 

4.3. Rola siarkowodoru w chorobach o podğoŨu hipoksji 

 

W ostatnich latach zwr·cono uwagň na rolň gazowego neurotransmitera ï 

siarkowodoru (H2S) w chorobach o podğoŨu hipoksji. H2S po raz pierwszy zaklasyfikowano 

jako gazowŃ czŃsteczkň sygnalizacyjnŃ oraz endogenny neuromodulator w 1996 roku [77]. 

Gaz ten charakteryzuje siň dobrŃ rozpuszczalnoŜciŃ w tğuszczach, co  wpğywa na jego wysokŃ 

przepuszczalnoŜĺ przez bğony kom·rkowe. Oszacowano, Ũe H2S produkowany przez 

pojedynczŃ kom·rkň moŨe w ciŃgu jednej sekundy oddziağywaĺ na ponad 200 sŃsiadujŃcych 

kom·rek. Z drugiej strony op·r bğon lipidowych moŨe powodowaĺ lokalnŃ akumulacjň H2S 

w pobliŨu jego pierwotnego Ŧr·dğa [78]. Coraz wiňcej doniesieŒ naukowych wskazuje, Ũe 

dokğadne fizjologiczne stňŨenia H2S w tkankach sŃ wciŃŨ nieznane, gğ·wnie ze wzglňdu na 

ograniczenia obecnie stosowanych technik analitycznych, moŨliwoŜĺ wystňpowania licznych 

interakcji chemicznych podczas oznaczenia iloŜciowego oraz ze wzglňdu na lotnoŜĺ H2S [79, 

80, 81]. 

 

 

4.3.1. Synteza endogennego H2S 

 

IstniejŃ dwie ŜcieŨki syntezy endogennego H2S: enzymatyczna i nieenzymatyczna. 

IstotnŃ rolň w produkcji tego gazotransmitera peğniŃ nastňpujŃce enzymy: 

¶ ɔ-liaza cystationiny (CSE), 

¶ ɓ-syntaza cystationiny (CBS), 

¶ sulfotransferaza 3-merkaptopirogronianu (3-MST) [82]. 

Dwa pierwsze z nich to enzymy cytozolowe, kt·re sŃ zaleŨne od kofaktora, fosforanu 

pirydoksalu. BiorŃ one udziağ w syntezie H2S gğ·wnie z L-cysteiny. CSE wystňpuje 
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w neuronach w stosunkowo mağej iloŜci, dlatego wiňksze znaczenie dla syntezy H2S w m·zgu 

przypisuje siň CBS i 3-MST [83]. 

CBS wystňpuje gğ·wnie w astrocytach i ma zdolnoŜĺ kondensacji L-homocysteiny i L-

cysteiny (lub dw·ch czŃsteczek cysteiny). Wykazano zwiňkszonŃ ekspresjň tego enzymu 

w reaktywnych astrocytach, co moŨe wskazywaĺ na neuroprotekcyjne dziağanie biosyntezy 

H2S [84]. 

W produkcji H2S przez 3-MST bierze udziağ r·wnieŨ aminotransferaza cysteiny 

(CAT). ChociaŨ obecnoŜĺ obu tych enzym·w zostağa stwierdzona zar·wno 

w mitochondriach, jak i cytoplaŦmie, 3-MST prawdopodobnie zlokalizowana jest gğ·wnie 

w macierzy mitochondrialnej m.in. neuron·w piramidowych kory m·zgowej i hipokampa, 

a takŨe kom·rek Purkinjego m·ŨdŨku [85, 86, 87]. Przy udziale 3-MST H2S powstaje 

w wyniku przemiany 3-merkaptopirogronianu, powstağego w reakcji cysteiny i Ŭ-

ketoglutaranu katalizowanej przez CAT [87]. 

Na drodze nieenzymatycznej endogenny H2S moŨe powstawaĺ w neuronach 

i astrocytach z siarczk·w w obecnoŜci czynnik·w redukujŃcych [88]. Jednak ten szlak 

biosyntezy H2S wydaje siň mieĺ znikome znaczenie w jego biologicznej aktywnoŜci. 

Mikroflora jelitowa jest kolejnym Ŧr·dğem endogennego H2S. ŭ-Proteobacteria 

Desulfovibrio oraz Desulfobulbus, kt·re ğŃcznie stanowiŃ 82% wszystkich bakterii majŃcych 

zdolnoŜĺ redukcji siarczan·w w ludzkiej okrňŨnicy, wykorzystujŃ siarczan jako koŒcowy 

akceptor elektron·w w celu produkcji ATP podczas utleniania zwiŃzk·w organicznych [89]. 

Co istotne, mikroflora jelitowa moŨe wpğywaĺ na homeostazň H2S nie tylko miejscowo, ale 

takŨe og·lnoustrojowo, o czym ŜwiadczŃ badania z wykorzystaniem myszy 

transgenicznych [90]. 

 

 

4.3.2. Metabolizm H2S 

 

Inaktywacja H2S moŨe zachodziĺ w mechanizmie utleniania lub metylacji. Siarczan, 

siarczek lub tiosiarczan mogŃ byĺ wydalane z moczem lub drogŃ gazowŃ w przewodzie 

pokarmowym [91]. W oŜrodkowym ukğadzie nerwowym H2S uwalniany jest ze zwiŃzk·w 

w wyniku pobudzenia neuron·w, a nastňpnie ulega utlenieniu w procesie zwiŃzanym 

z mitochondrialnym ğaŒcuchem oddechowym do tiosiarczanu, kt·ry moŨe zostaĺ 

przeksztağcony do siarczynu i siarczanu. Procesy te katalizowane sŃ odpowiednio przez 
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transferazň siarkowŃ tiosiarczanu oraz oksydazň siarczynowŃ. W kolejnych etapach siarczan 

moŨe ulegaĺ metylacji do metanotiolu i siarczku dimetylu lub moŨe wiŃzaĺ siň 

z methemoglobinŃ [92, 93].  Warto zauwaŨyĺ, Ũe tylko niskie stňŨenia H2S ulegajŃ utlenieniu 

w mitochondriach i wpğywajŃ na zwiňkszenie zuŨycia tlenu. PodwyŨszony poziom H2S 

hamuje oksydazň cytochromu c, przyczyniajŃc siň do zahamowania produkcji ATP [94]. 

 

 

4.3.3. Mechanizmy dziağania H2S w oŜrodkowym ukğadzie nerwowym 

 

Do tej pory opisano r·Ũne mechanizmy dziağania H2S w oŜrodkowym ukğadzie 

nerwowym, np. dotyczŃce regulacji uwalniania i dziağania neuroprzekaŦnik·w, wpğywu na 

procesy zapalne, czy oddziağywania na kanağy jonowe i wewnŃtrzkom·rkowe czŃsteczki 

sygnalizacyjne [95]. Przykğadowo H2S moŨe przyczyniaĺ siň do stymulacji receptor·w 

NMDAR, utrzymujŃc dğugotrwağe pobudzenie synaptyczne w hipokampie, co moŨe mieĺ 

korzystny wpğyw na pamiňĺ [77]. Mechanizm aktywacji NMDAR moŨe byĺ zwiŃzany 

z sulfhydracjŃ, a takŨe ze stymulacjŃ cyklicznego adenozynomonofosforanu i/lub inhibicjŃ 

fosfodiesterazy [96, 97, 98]. Ponadto wykazano, Ũe H2S ma zdolnoŜĺ hamowania uwalniania 

cytokin prozapalnych (TNF-Ŭ, IL-1ɓ i IL-6) oraz inhibicji cyklooksygenazy-2 i NF-əB 

w hipokampie [99]. Podobne obserwacje, jak zmniejszenie poziomu czynnik·w prozapalnych 

(m.in. TNF-Ŭ i tlenku azotu) w ŜcieŨce zaleŨnej od NF-əB, dotyczŃ prŃŨkowia. W istocie 

czarnej Ŝr·dm·zgowia odnotowano istotne obniŨenie aktywacji mikrogleju po podaniu donora 

H2S [100].  

H2S jest teŨ istotnym modulatorem homeostazy wapnia w neuronach, poniewaŨ moŨe 

oddziağywaĺ na kanağy wapniowe typu T i L (odpowiednio kanağy wapniowe aktywowane 

niskim i wysokim napiňciem) [101, 102]. Kanağy wapniowe typu T mogŃ byĺ zaangaŨowane 

nie tylko w regulacjň aktywnoŜci neuron·w, ale takŨe w neurytogenezň oraz r·Ũnicowanie 

neuronalne w linii kom·rkowej NG108-15 [103].  

 

Zaburzenia w endogennej produkcji H2S zaobserwowano w wielu chorobach 

neurologicznych, takich jak udar [104], depresja [105] (czňsto towarzyszŃca pacjentom po 

udarze niedokrwiennym m·zgu), chorobach Alzheimera [106] i Parkinsona [100]. Wskazuje 

to na niezwykle istotnŃ funkcjň czŃsteczki H2S w fizjologii ukğadu nerwowego. 
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W badaniach wpğywu H2S na uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne w modelu 

ischemii globalnej u szczur·w wykazano jego dziağanie przeciwzapalne, antyoksydacyjne 

i antyapoptotyczne. Zaobserwowano m.in. obniŨony poziom czynnik·w prozapalnych TNF-Ŭ 

i biağka chemotaktycznego monocyt·w (MCP-1), zwiňkszony poziom cytokiny 

przeciwzapalnej IL-10, podwyŨszonŃ aktywnoŜĺ dysmutazy ponadtlenkowej i obniŨony 

poziom biağka proapoptotycznego Bax w m·zgu [107]. Dziağanie przeciwzapalne H2S moŨe 

wynikaĺ z hamowania transkrypcji gen·w cytokin prozapalnych poprzez zmniejszenie 

acetylacji histon·w [108]. Wykazano r·wnieŨ, Ũe H2S moŨe mieĺ wpğyw na skğad 

podjednostek receptora NMDAR NR2A/NR2B, na zasadzie promowania przeŨycia neuron·w 

[109, 110]. 

W modelu zamkniňcia tňtnicy Ŝrodkowej m·zgu u myszy stwierdzono protekcyjny 

wpğyw H2S na zachowanie integralnoŜci bariery krew-m·zg [111]. Innym pozytywnym 

aspektem dziağania H2S jest ğagodzenie krwotoku m·zgowego jako efektu ubocznego podania 

rt-PA, jedynego jak dotŃd zatwierdzonego leku w terapii udaru niedokrwiennego [112]. 

Wykazano r·wnieŨ zdolnoŜĺ H2S do pobudzenia procesu angiogenezy po urazie 

niedokrwienno-reperfuzyjnym w szczurzym modelu zamkniňcia tňtnicy Ŝrodkowej m·zgu 

[113]. 

Niedawno odkryto, Ũe oksydoreduktaza siarczkowo-chinonowa (SQOR), kt·ra bierze 

udziağ w katabolizmie H2S, odgrywa kluczowŃ rolň w utrzymaniu oddychania 

mitochondrialnego w uszkodzeniu m·zgu wywoğanym hipoksjŃ [114]. MoŨe to sugerowaĺ, Ũe 

obniŨenie poziomu H2S jest korzystne w udarze m·zgu. Z drugiej strony neuroprotekcyjne 

dziağanie H2S po krwotoku Ŝr·dm·zgowym zostaje zniesione w przypadku delecji SQOR 

[115]. 

W przypadku podawania H2S w niedokrwieniu m·zgu kluczowa jest nie tylko droga 

podania czy dawka, ale takŨe czas podania. Okazuje siň, Ũe najkorzystniejszy efekt 

neuroprotekcyjny moŨe mieĺ H2S podany bezpoŜrednio przed reperfuzjŃ [116]. 

Inhalacja H2S w postaci gazu wydaje siň byĺ najprostszym sposobem dostarczenia go 

do kom·rek i tkanek, jednakŨe, gğ·wnie ze wzglňd·w bezpieczeŒstwa, obecnie najczňŜciej 

przeprowadza siň badania z zastosowaniem donor·w H2S [117, 118]. WŜr·d nich moŨna 

wyr·Ũniĺ zwiŃzki szybko i wolno uwalniajŃce H2S. Pierwsza grupa obejmuje m.in. sole 

siarczkowe: NaSH (najczňŜciej stosowany), siarczek sodu (Na2S; w roztworze o nazwie IK-

1001) i siarczek wapnia (CaS) [119]. Liczne trudnoŜci w osiŃgniňciu zamierzonych 

koŒcowych stňŨeŒ H2S i potrzeba bardziej precyzyjnego sposobu dostarczania zaowocowağy 
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powstaniem w ciŃgu ostatnich lat szerokiej gamy zwiŃzk·w o powolnym uwalnianiu H2S, np. 

GYY4137. R·Ũnorodne badania doprowadziğy do syntezy nowych zwiŃzk·w, kt·rych 

dziağanie moŨna kontrolowaĺ lub aktywowaĺ za pomocŃ r·Ũnych czynnik·w, takich jak pH, 

stan redoks, obecnoŜĺ enzymu esterazy czy kwantu Ŝwiatğa. Powstağy r·wnieŨ zwiŃzki, 

kt·rych zastosowanie pozwala badaczom kontrolowaĺ nawet subkom·rkowŃ lokalizacjň 

uwalniania H2S, jak na przykğad ukierunkowany na mitochondria zwiŃzek AP39 [120]. 

 

 

4.4. Donor siarkowodoru - zwiŃzek AP39 

 

Problemem przy stosowaniu terapeutycznym H2S jest niedostateczna kontrola 

dawkowania przy inhalacji, co wiŃŨe siň z ryzykiem przedawkowania, natomiast testowane 

dotychczas donory, Na2S i NaSH, sŃ niestabilne i istniejŃ sprzeczne doniesienia na temat ich 

dziağania. 

 

DuŨo bardziej obiecujŃcym pod tym wzglňdem wydaje siň byĺ zwiŃzek AP39         

((10-oxo-10-(4-(3-thioxo-3H-1,2-dithiol-5-yl)phenoxy)decyl)triphenylphosphonium bromide; 

Rycina 9), kt·ry jest stabilny w roztworach, a ze wzglňdu na budowň - dziňki obecnoŜci 

kationu trifenylofosfoniowego - posiada wysokie powinowactwo do mitochondri·w, 

organelli kt·rych dysfunkcja odgrywa szczeg·lnie istotnŃ rolň w patomechanizmie udaru 

niedokrwiennego [121, 122, 123]. 

 

 

 

 

Rycina 9. Wz·r strukturalny zwiŃzku AP39; Ŧr·dğo: [V]. 
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IstniejŃ pojedyncze doniesienia na temat dziağania AP39 w oŜrodkowym ukğadzie 

nerwowym. Przykğadowo w modelu hipoksji m·zgu w wyniku zatrzymania akcji serca 

z nastňpowŃ resuscytacjŃ krŃŨeniowo-oddechowŃ u myszy zaobserwowano zmniejszenie 

degeneracji neuron·w, deficytu neurologicznego i poziomu reaktywnych form tlenu [124]. 

W zwierzňcym modelu choroby Alzheimera wykazano zmniejszenie odkğadania pğytek ɓ-

amyloidu i atrofii tkanki m·zgowej pod wpğywem dziağania tego zwiŃzku [125]. 

Dotychczasowe badania prowadzone w Zakğadzie Biochemii Toksykologicznej 

Uniwersytetu JagielloŒskiego Collegium Medicum wskazujŃ, Ũe zwiŃzek AP39 podawany 

przez 7 dni doŨylnie w dawce 50 nmol/kg masy ciağa/dzieŒ przed indukcjŃ ischemii wywoğuje 

tolerancjň na niedokrwienie m·zgu w modelu przejŜciowego zamkniňcia tňtnicy Ŝrodkowej 

m·zgu u szczur·w, poprzez aktywacjň szlak·w neurotroficznych oraz zmniejszenie stanu 

zapalnego w tkance m·zgowej [126]. Do tej pory nie badano wpğywu AP39 na kom·rkowe 

mechanizmy neurodegeneracji w udarze niedokrwiennym m·zgu przy zastosowaniu 

pojedynczej dawki zwiŃzku podanej po reperfuzji. 
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5. Cel pracy 

 

 

Celem pracy byğa ocena wpğywu donora H2S, zwiŃzku AP39 na gğ·wne mechanizmy 

uszkodzenia kom·rek nerwowych w ostrej fazie ischemii, tj. ekscytotoksycznoŜĺ, zaburzenia 

metaboliczne, a takŨe aktywacjň mikrogleju w modelu in vivo udaru niedokrwiennego m·zgu, 

polegajŃcym na  90-minutowym zamkniňciu tňtnicy Ŝrodkowej m·zgu szczura.  

W ramach badania zaplanowano ocenň wpğywu zwiŃzku AP39 na deficyt 

neurologiczny, objňtoŜĺ udaru i stňŨenie zewnŃtrzkom·rkowego glutaminianu 

w mikrodializatach pğynu m·zgowo-rdzeniowego. Celem okreŜlenia mechanizmu dziağania 

zwiŃzku AP39 oznaczono takŨe poziom nastňpujŃcych biağek:  

- transporter·w glutamianiu i podjednostek receptora NMDAR, 

- wybranych enzym·w glikolizy, cyklu Krebsa, kompleks·w ğaŒcucha oddechowego, 

oksydoreduktazy siarczkowo-chinonowej, 

- marker·w aktywacji mikrogleju 

w strukturach wyizolowanych z p·ğkuli m·zgu dotkniňtej udarem - korze m·zgowej, 

prŃŨkowiu i hipokampie. 

 

 

 

Celem badaŒ in vitro byğa ocena wpğywu zwiŃzku AP39 na: 

- ŨywotnoŜĺ oraz aktywnoŜĺ metabolicznŃ kom·rek neuronalnych linii HT-22 

w modelu deprywacji tlenu i glukozy, 

- indukowane lipopolisacharydem zmiany w profilu wydzielanych cytokin przez 

kom·rki w hodowli pierwotnej mikrogleju. 
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6. Materiağy i metody 

 

W ramach niniejszej pracy wykorzystano metody badaŒ eksperymentalnych in vivo 

oraz in vitro. Wszystkie procedury zostağy przeprowadzone zgodnie z zasadami Dobrej 

Praktyki Laboratoryjnej, po uzyskaniu odpowiedniej zgody wğaŜciwej Komisji Etycznej 

i z uwzglňdnieniem zasady Ă3Rò (ang. Replacement ï zastŃpienie; Reduction ï ograniczenie; 

Refinement ï doskonalenie), kt·rej celem jest poprawa dobrostanu zwierzŃt w trakcie badaŒ 

oraz zminimalizowanie ich udziağu w eksperymencie, poprzez zastosowanie metod 

alternatywnych [127]. W celu oceny wpğywu zwiŃzku AP39 na wybrane procesy kom·rkowe 

wykorzystano trzy modele eksperymentalne, kt·re opisano w niniejszym rozdziale 

w nastňpujŃcej kolejnoŜci: 

 

ü model zamkniňcia tňtnicy Ŝrodkowej m·zgu (MCAO, ang. middle cerebral 

artery occlusion), pozwalajŃcy na indukcjň przejŜciowego, ogniskowego 

niedokrwienia m·zgu u szczur·w, 

 

ü model deprywacji tlenu i glukozy (OGD, ang. oxygen-glucose deprivation) 

z uŨyciem linii neuron·w hipokampalnych HT-22, 

 

ü model aktywacji mikrogleju lipopolisacharydem w hodowli pierwotnej. 
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6.1. Badania in vivo 

 
Rycina 10. Schemat przedstawiajŃcy zastosowany w pracy model eksperymentalny 

oraz metody badawcze w czňŜci in vivo (MCAO ï zamkniňcie tňtnicy Ŝrodkowej m·zgu; 

LC-MS - chromatografia cieczowa ze spektrometriŃ masowŃ). 
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6.1.1. Odczynniki i akcesoria laboratoryjne 

 

¶ AP39 - zwiŃzek otrzymany ze Szkoğy Medycznej Uniwersytetu w Exeter, UK 

¶ Buforowany roztw·r soli fizjologicznej (PBS) ï tabletki do przygotowania roztworu - 

Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA 

¶ Dimetylosulfotlenek (DMSO) - BioShop, Kanada 

¶ Akrylowy cement dentystyczny - Dentalon plus, Kulzer, Niemcy 

¶ Izofluran - Virbac, Francja 

¶ Koc grzewczy z czujnikiem temperatury - Homeothermic blanket system, Harvard 

Apparatus, USA 

¶ Betadyna, roztw·r 10% na sk·rň - Lavipharm S.A., Grecja 

¶ Narzňdzia chirurgiczne, m.in. noŨyczki, pňsety, imadğa, kleszcze i klipsy naczyniowe 

- Fine Science Tools, USA 

¶ Wkrňty czaszkowe - AgnThoôs, Szwecja 

¶ Kaniule prowadzŃce oraz mikrodializacyjne - AgnThoôs, Szwecja 

¶ Zestaw do kauteryzacji - Fine Science Tools, USA 

¶ Filamenty 4-0 - Doccol, USA 

¶ Nici chirurgiczne - Fine Science Tools, USA 

¶ Matryca ze stali nierdzewnej do ciňcia m·zg·w w pğaszczyŦnie koronalnej - Harvard 

Apparatus, USA 

¶ Chlorek 2,3,5-trifenylotetrazoliowy (TTC) - Sigma Aldrich, USA 

¶ Roztw·r formaliny buforowanej fosforanem - Sigma Aldrich, USA 

¶ Odczynniki NaCl, KCl, MgCl2, CaCl2 - BioShop, Kanada 

¶ Certyfikowane wzorce badanych analit·w: kwas glutaminowy i jego pochodna 

izotopowa GluC13 - ChemCruzTM, Santa Cruz Biotechnology, USA 

¶ Kolumna chromatograficzna ZIC-HILICÈ - Merck, Niemcy 

¶ Kwas mr·wkowy - Supelco, Sigma Aldrich, USA 

¶ Acetonitryl - Sigma Aldrich, USA  

¶ Siarczan dodecylu sodu (SDS) - BioShop, Kanada 

¶ Fluorek fenylometylosulfonylu - Sigma Aldrich, USA 

¶ Ortowanadan sodu - Sigma Aldrich, USA 

¶ Inhibitory proteaz i fosfataz - Sigma Aldrich, USA 
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¶ Zestaw do oznaczania stňŨenia biağka w pr·bkach BCA Protein Assay Kit - Thermo 

Scientific, USA 

¶ Bufor Laemmli - Bio-Rad, USA 

¶ 2-merkaptoetanol - Sigma Aldrich, USA 

¶ HEPES - Sigma Aldrich, USA 

¶ NaOH - Sigma Aldrich, USA 

¶ Sacharoza - BioShop, Kanada 

¶ Na+/EDTA - Sigma Aldrich, USA 

¶ Triton X-100 - Sigma Aldrich, USA 

¶ Przeciwciağa pierwszorzňdowe:  

o anty-HDAC1 ab109411, anty-wimentyna ab92547, anty-Na+K+ATPaza  

ab76020, mieszanina przeciwciağ skierowanych przeciwko kompleksom 

ğaŒcucha oddechowego ab110413, anty-xCT ab37185, anty-GLT-1 ab41621, 

anty-VGLUT2 ab79157, anty-PFK ab154804, anty-SQOR ab272574, anty-

CD206 ab64693, anty-GFAP ab4674 - Abcam, UK;  

o anty-NMDAR1 sc-1467, anty-NMDAR2A sc-1468, anty-NMDAR2B sc-1469,  

anty-HXK sc-6517, anty-PDH sc-292543, anty-syntaza cytrynianowa sc-

390693, anty-IDH sc-398021, anty-CD86 sc-28347 - Santa Cruz 

Biotechnology, USA; 

o anty-NLRP3 MA5-32255, anty-MAP-2 PA1-10005 ï Invitrogen, 

ThermoFischer Scientific, USA; 

o anty-VGLUT1 bAMAB91041 - Sigma-Aldrich, USA 

¶ Przeciwciağa drugorzňdowe skoniugowane z peroksydazŃ chrzanowŃ: kozie anty-

kr·licze ab6721, kozie anty-mysie ab6789, oŜle anty-kozie ab97120 ï Abcam, UK 

¶ Przeciwciağa drugorzňdowe znakowane fluorochromem: kozie anty-kr·licze AF488 

A11034, kozie anty-mysie AF488 A32723, kozie anty-kurze AF594 A32759 - 

Invitrogen ThermoFischer Scientific, USA 

¶ Lizat tkanki serca szczura - ekstrakt mitochondrialny ab110341 - Abcam, UK 

¶ Gradientowe (4-15%) Ũele poliakrylamidowe typu Ăstain freeò - Bio-Rad, USA 

¶ Membrana z polifluorku winylidenu (PVDF) - Thermo Scientific, USA 

¶ Odczynniki do przygotowania roztworu TBS (mieszanina soli fizjologicznej 

buforowanej tris, ang. tris-buffered saline; glicyna, chlorek sodu, tris 

(chydroksymetylo) aminometan) ï Bioshop, Kanada 
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¶ Albumina surowicy bydlňcej (BSA) - Sigma Aldrich, USA 

¶ Tween 20 - BioShop, Kanada 

¶ Roztw·r chemiluminescencyjnego substratu dla peroksydazy chrzanowej - 

WesternBrightTM Quantum; Advansta, USA 

¶ Kwas N-cykloheksylo-3-aminopropano-sulfonowy (CAPS) - BioShop, Kanada 

¶ Metanol - Merck, Niemcy 

¶ Roztwory ketaminy i ksylazyny (w postaci chlorowodork·w) - Biowet Puğawy, 

Polska 

¶ Prob·wki typu eppendorf ï Eppendorf, Niemcy 

¶ Paraformaldehyd (PFA) - Sigma Aldrich, USA 

¶ Azydek sodu - Sigma-Aldrich, USA 

¶ Hydrofobowy marker ImmEdge H-4000 - Vector Laboratories, USA 

¶ Surowica kozia (NGS) - Abcam, UK 

¶ Medium zatapiajŃce Vectashield z 4ô-6ôdiamidyno-2-fenyloindolem (DAPI) - Vector 

Laboratories, USA 

¶ Szkieğka mikroskopowe Superfrost Plus - Thermo, USA 

¶ Pipety automatyczne ï Eppendorf Xplorer, USA 

 

 

6.1.2. Aparatura laboratoryjna oraz oprogramowanie 

 

¶ Laserowy przepğywomierz dopplerowski PeriFlux System 6000 - Perimed, Szwecja 

¶ Mikroskop chirurgiczny wyposaŨony w kamerň Leica S9D z Flexacam C3 - Leica, 

Niemcy 

¶ Autoklaw medyczny klasy B ï SUN Medical, Polska 

¶ System oczyszczania wody Millipore - Merck, Niemcy 

¶ System do anestezji wziewnej - Minerve, Francja 

¶ Pompa strzykawkowa Univentor 864 - AgnThoôs, Szwecja 

¶ System ACQUITY UPLCÈ Klasa-H ze spektrometrem masowym Xevo TQ-SÈ - 

Waters Corporation, USA 

¶ Generator azotu z kompresorem - Peak Scientific NM20ZA, Wielka Brytania 

¶ Homogenizator Ultra-TurraxÈ - IKA, Polska 
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¶ Sonifikator UP50H - Hielscher Ultrasonics, Niemcy 

¶ Termomikser TS-100C Biosan - Biogenet, Polska 

¶ Wir·wka MPW-350R ï Equimed, Polska 

¶ Worteks ï Biogenet, Polska 

¶ Aparat do szybkiego transferu p·ğsuchego Trans-Blot Turbo Transfer System - Bio-

Rad, USA 

¶ Aparat do transferu mokrego BIOTRANS 110-100 - Kucharczyk Techniki 

Elektroforetyczne, Polska 

¶ WytrzŃsarka koğyskowa Rocker-Shaker MR-12 - Biosan, Ğotwa 

¶ Mieszadğo magnetyczne ï Wigo, Polska 

¶ Aparat G:BOX Imaging System - Syngene, USA 

¶ Automatyczny kriomikrotom - Leica CM1860, Niemcy 

¶ Mikroskop konfokalny Leica Stellaris 8 WLL DLS - Leica, Niemcy 

¶ Czytnik mikropğytek (spktrofotometr) ï Infinite M200 Pro, Tecan, Szwajcaria 

¶ Oprogramowanie Gene Tools - Syngene, USA 

¶ Oprogramowanie ImageJ, wersja 8.0 - National Institutes of Health, UK 

¶ Oprogramowanie MassLynx V4.2 - Waters Corporation, USA 

¶ Oprogramowanie LAS X - Leica, Niemcy 

¶ Program GraphPad Prism, wersja 8.0.1 - GraphPad Software Inc., USA 

 

Schematy przedstawione w niniejszej pracy powstağy z uŨyciem oprogramowania BioRender 

- BioRender.com, Kanada 

 

 

6.1.3. Zwierzňta doŜwiadczalne 

 

Wszystkie procedury eksperymentalne zastosowane w badaniach przedstawionych 

w niniejszej pracy zostağy przeprowadzone za zgodŃ II Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw 

DoŜwiadczeŒ na Zwierzňtach w Krakowie przy Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja 

Polskiej Akademii Nauk (numer zgody 11/2017); wraz z p·Ŧniejszymi zmianami zawartymi 

w uchwağach I Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw DoŜwiadczeŒ na Zwierzňtach 

w Krakowie, dotyczŃcymi dodatkowej liczby zwierzŃt (uchwağa nr 455A/2020), dodatkowych 

procedur (pozyskiwania frakcji pğynu m·zgowo-rdzeniowego; uchwağa 455B/2020) 
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oraz przedğuŨenia zgody na wykonywanie doŜwiadczeŒ (uchwağa nr 497/2021); a takŨe 

wedğug wytycznych dotyczŃcych opieki i uŨycia zwierzŃt laboratoryjnych oraz raportowania 

eksperyment·w in vivo [128, 129]. Badania przeprowadzono na samcach szczura szczepu 

Sprague Dawley (Charles River, USA) o masie 280-320 g. Zwierzňta hodowane byğy 

w plastikowych klatkach ze Ŝci·ğkŃ, w naturalnym cyklu dnia i nocy, w warunkach stağej 

temperatury 22 Ñ 2 C̄, z ciŃgğym dostňpem do standardowej paszy i wody (ad libitum). 

12 godzin przed eksperymentem szczury zostağy pozbawione dostňpu do paszy. 

 

 

6.1.4. Podziağ na grupy eksperymentalne 

 

Zwierzňta doŜwiadczalne podzielono w spos·b losowy na 4 grupy, po 6-8 szczur·w 

w kaŨdej grupie w zaleŨnoŜci od badania. Poszczeg·lne grupy oznaczono w nastňpujŃcy 

spos·b: 

1) SHAM ï grupa zwierzŃt poddanych operacji pozorowanej, tzn. bez wywoğania 

niedokrwienia m·zgu 

2) SHAM+AP39 ï grupa zwierzŃt poddanych operacji pozorowanej, tzn. bez wywoğania 

niedokrwienia m·zgu, z nastňpowym podaniem zwiŃzku AP39 

3) MCAO ï grupa zwierzŃt poddanych operacji zamkniňcia tňtnicy Ŝrodkowej m·zgu, 

z udokumentowanym wywoğaniem niedokrwienia m·zgu 

4) MCAO+AP39 ï grupa zwierzŃt poddanych operacji zamkniňcia tňtnicy Ŝrodkowej 

m·zgu, z udokumentowanym wywoğaniem niedokrwienia m·zgu i z nastňpowym 

podaniem zwiŃzku AP39. 

 

ZwiŃzek AP39 [121], dostarczony przez Prof. Matthew Whitemanôa ze Szkoğy 

Medycznej Uniwersytetu w Exeter, zostağ rozpuszczony w 1% roztworze dimetylosulfotlenku 

(DMSO; BioShop, Kanada) w buforowanym roztworze soli fizjologicznej (PBS; Gibco, 

Thermo Fisher Scientific, USA) i podany w pojedynczej dawce 100 nmol/kg masy ciağa, 

doŨylnie, 10 min po przywr·ceniu przepğywu krwi w tňtnicy lub przeprowadzeniu operacji 

pozorowanej. W grupach kontrolnych (SHAM i MCAO) w taki sam spos·b zaaplikowano 

rozpuszczalnik. StňŨenie zwiŃzku AP39 zastosowane w eksperymencie zostağo ustalone 

w oparciu o badanie wstňpne, polegajŃce na ocenie wpğywu trzech r·Ũnych dawek: 50, 100 

i 200 nmol/kg m.c. na deficyt neurologiczny indukowany przejŜciowym niedokrwieniem 
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m·zgu w opisanym modelu MCAO. Wybrano dawkň 100 nmol/kg m.c. jako najniŨszŃ 

skutecznŃ dawkň, wykazujŃcŃ istotne neuroprotekcyjne dziağanie, ze wzglňdu na wyraŦne 

obniŨenie deficytu neurologicznego.  

 

 

6.1.5. Model MCAO udaru niedokrwiennego m·zgu 

 

W celu indukcji przejŜciowego, ogniskowego niedokrwienia m·zgu zastosowano 

model MCAO, polegajŃcy na zamkniňciu Ŝwiatğa tňtnicy Ŝrodkowej m·zgu przy pomocy 

filamentu.  Metoda ta po raz pierwszy zostağa opisana w 1986 roku przez Koizumi i wsp. 

[130]. W niniejszej pracy wykorzystano model MCAO zmodyfikowany przez Longa i wsp. 

[131], jak opisano w dotychczas opublikowanych pracach zespoğu Zakğadu Biochemii 

Toksykologicznej [126, 132, 133]. NiewŃtpliwŃ zaletŃ wybranego modelu jest moŨliwoŜĺ 

czasowego zablokowania przepğywu krwi w okreŜlonych naczyniach, a wiňc indukcja 

ogniskowej okluzji, z nastňpowym usuniňciem filamentu i przywr·ceniem krŃŨenia w danym 

obszarze unaczynienia (reperfuzja). Filament wprowadzany jest przez tňtnicň szyjnŃ 

zewnňtrznŃ (ECA, ang. external carotid artery), co wiŃŨe siň z koniecznoŜciŃ jej uszkodzenia. 

Efektami ubocznymi takiej procedury mogŃ byĺ poraŨenie miňŜni Ũucia i poğykania, obrzňk 

tchawicy i krwotok podpajňczyn·wkowy. Jednak niezwykle istotnŃ zaletŃ tej metody jest brak 

potrzeby wykonania kraniotomii, kt·ra miağaby wpğyw na ciŜnienie wewnŃtrzczaszkowe 

i przepuszczalnoŜĺ bariery krew-m·zg zwierzŃt wykorzystanych w eksperymencie [134]. 

SkutecznoŜĺ zamkniňcia tňtnicy Ŝrodkowej m·zgu weryfikowano poprzez 

monitorowanie regionalnego m·zgowego przepğywu krwi za pomocŃ laserowego 

przepğywomierza dopplerowskiego (PeriFlux System 6000, Perimed, Szwecja). Sondň 

mocowano do czaszki za pomocŃ akrylowego cementu dentystycznego (Dentalon plus, 

Kulzer, Niemcy) u wszystkich zwierzŃt w kaŨdym eksperymencie w nastňpujŃcym miejscu 

wedğug atlasu stereotaktycznego [135]: przednio-tylnie (AP, ang. anteroposterior): -1.0 mm; 

Ŝrodkowo-bocznie (ML, ang. mediolateral): +5.0 mm. Schematyczne wykorzystanie 

laserowego przepğywomierza w eksperymencie przedstawiono na Rycinie 11. Odnotowanie 

spadku regionalnego m·zgowego przepğywu krwi o ponad 70% potwierdzağo skutecznoŜĺ 

przeprowadzonej operacji MCAO. 
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Rycina 11. Schematyczne przedstawienie wykorzystania laserowego przepğywomierza 

dopplerowskiego do oceny skutecznoŜci zamkniňcia tňtnicy Ŝrodkowej m·zgu. 
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Przed przystŃpieniem do procedury zamkniňcia lewej tňtnicy Ŝrodkowej m·zgu 

szczury zostağy poddane anestezji wziewnej. W celu indukcji i podtrzymania znieczulenia 

og·lnego zastosowano izofluran (Virbac, Francja) odpowiednio w stňŨeniach 5% i 2,5% 

(system do anestezji Minerve, Francja). Zwierzň ogolono w miejscu planowanego naciňcia, 

umieszczono w pozycji leŨŃcej, temperaturň ciağa utrzymywano na poziomie fizjologicznym 

za pomocŃ koca grzewczego (Homeothermic blanket system, Harvard Apparatus, USA), 

wyposaŨonego w czujnik temperatury. 

Wszystkie procedury chirurgiczne zostağy przeprowadzone z pomocŃ mikroskopu 

stereoskopowego (Leica S9D, Leica, Niemcy), w warunkach aseptycznych. W pierwszej 

kolejnoŜci przygotowano pole operacyjne przy uŨyciu roztwor·w 10% betadyny (Lavipharm 

S.A., Grecja) i 70% etanolu zaaplikowanych na sk·rň przy pomocy sterylnej gazy. Nastňpnie 

wykonano niewielkie naciňcie na szyi i odsğoniňto lewŃ tňtnicň szyjnŃ wsp·lnŃ (CCA, ang. 

common carotid artery) oraz kolejne jej odgağňzienia ï tňtnicň szyjnŃ zewnňtrznŃ - ECA 

i tňtnicň szyjnŃ wewnňtrznŃ (ICA, ang. internal carotid artery). W celu uproszczenia 

przekazu w dalszej czňŜci pracy posğuŨono siň skr·tami od nazw anglojňzycznych 

poszczeg·lnych tňtnic.  

 

Kolejne etapy procedury obejmowağy poniŨej opisane czynnoŜci: 

1. ZağoŨenie klipsa naczyniowego (Fine Science Tools, USA) na CCA. 

2. Koagulacja wszystkich odgağňzieŒ ECA przy pomocy zestawu do kauteryzacji (Fine 

Science Tools, USA). 

3. PodwiŃzanie ECA w celu przygotowania miejsca wprowadzenia filamentu ï 

umieszczenie 2 jedwabnych podwiŃzek (Fine Science Tools, USA) jak najdalej od 

miejsca rozgağňzienia CCA, jedna pod drugŃ, z pozostawieniem miejsca na naciňcie 

i koagulacjň tňtnicy. 

4. ZağoŨenie luŦnej podwiŃzki na ECA, blisko miejsca rozgağňzienia CCA. 

5. ZağoŨenie klipsa naczyniowego na ICA. 

6. Wykonanie niewielkiego naciňcia miňdzy dwoma uprzednio zağoŨonymi podwiŃzkami 

na ECA, koagulacja w celu powstrzymania krwawienia. 

7. Wprowadzenie filamentu do Ŝwiatğa naczynia przez utworzone naciňcie w kikucie 

ECA. Zastosowano dostňpne komercyjnie filamenty w rozmiarze 4-0, skğadajŃce siň 

z jednostronnie silikonowanego wğ·kna o cağkowitej dğugoŜci 30 mm i dğugoŜci 

powğoki silikonowej wynoszŃcej 9-10 mm (Doccol, USA), przystosowane do modelu 



60 

 

MCAO u zwierzŃt o masie ciağa odpowiadajŃcej masie szczur·w wykorzystanych 

w eksperymencie. 

8. Delikatne przesuniňcie filamentu do miejsca, w kt·rym zağoŨono klips naczyniowy na 

ICA (pkt. 5). 

9. ZaciŜniňcie luŦnej podwiŃzki na kikucie ECA, poniŨej miejsca wprowadzenia 

filamentu, w celu powstrzymania krwawienia. 

10. Usuniňcie klipsa naczyniowego z ICA. 

11. Delikatne przesuniňcie filamentu do miejsca wystŃpienia oporu, kt·ry Ŝwiadczy 

o zablokowaniu tňtnicy Ŝrodkowej m·zgu poprzez osiŃgniňcie przez filament poczŃtku 

tňtnicy przedniej m·zgu. 

12. Weryfikacja spadku regionalnego przepğywu krwi w m·zgu przy pomocy laserowego 

przepğywomierza dopplerowskiego. 

13. Mocne zaciŜniňcie podwiŃzki na kikucie ECA, w celu asekuracji filamentu 

umieszczonego w Ŝwietle tňtnicy. 

14. Usuniňcie klipsa naczyniowego z CCA. 

15. Zamkniňcie rany operacyjnej przy pomocy jedwabnych nici. 

 

Uproszczony schemat modelu MCAO wraz z ukğadem wyŨej wymienionych tňtnic m·zgu 

przedstawiono na Rycinie 12. 
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Rycina 12. Schematyczne przedstawienie procedury zamkniňcia tňtnicy Ŝrodkowej m·zgu 

w celu wywoğania przejŜciowego niedokrwienia m·zgu. 

 

 

W celu wywoğania przejŜciowego, ogniskowego niedokrwienia m·zgu okluzjň 

utrzymano przez 90 min, a  nastňpnie usuniňto filament przywracajŃc przepğyw krwi. Ranň 

ponownie otwarto i zağoŨono klips naczyniowy na CCA. Delikatnie wysuniňto fragment 

filamentu, zağoŨono klips naczyniowy na ICA, obluzowano podwiŃzkň na kikucie ECA, 

a nastňpnie kontynuowano wyciŃganie filamentu ze Ŝwiatğa naczynia. Po cağkowitym 

usuniňciu filamentu zaciŜniňto luŦnŃ podwiŃzkň na ECA, usuniňto klipsy naczyniowe, a ranň 

ponownie zaszyto jedwabnymi niĺmi. Operacja pozorowana (w grupach oznaczonych jako 

SHAM) zostağa przeprowadzona jak opisano wyŨej, jednak bez wywoğania zamkniňcia tňtnicy 

(z pominiňciem wprowadzenia filamentu). Operacja MCAO trwağa kaŨdorazowo okoğo 20 

minut. Szczurom pozwalano wypoczŃĺ podczas okluzji (90 minut), a nastňpnie ponownie je 

znieczulano w celu usuniňcia filamentu z tňtnicy (okoğo 10 minut). Cağkowity czas 

przebywania szczur·w w znieczuleniu og·lnym nie przekraczağ 40 minut. 
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6.1.6. Ocena deficytu neurologicznego 

 

Oceny deficytu neurologicznego dokonano 24 godziny od zabiegu MCAO, 

wykorzystujŃc system 10-punktowej skali Phillipsôa, w kt·rym najwiňksza liczba punkt·w 

(ocenianych jako suma, na zasadzie kumulatywnoŜci) wskazuje na maksymalny deficyt 

neurologiczny. Test sprawnoŜci ruchowej szczur·w wykonano poprzez ocenň wystňpowania 

nastňpujŃcych objaw·w (n=8 na grupň): 

¶ zmniejszony op·r na kontralateralne popychanie na chropowatej powierzchni: +4 pkt. 

¶ ewidentne kontralateralne krňcenie siň: +3 pkt. 

¶ przywodzenie kontralateralnego barku: +2 pkt. 

¶ zgiňcie kontralateralnej koŒczyny przedniej przy pionowym podnoszeniu za ogon: +1 

pkt. [136]. 

Wszystkie operacje MCAO oraz SHAM wykonano po lewej stronie unaczynienia m·zgu, 

dlatego czňŜĺ kontralateralna oznacza stronň prawŃ. Badanie wielkoŜci deficytu 

neurologicznego odbyğo siň w cichym pomieszczeniu, a oceny dokonağa osoba nieznajŃca 

przynaleŨnoŜci poszczeg·lnych zwierzŃt do grup eksperymentalnych. 

 

 

6.1.7. Ocena objňtoŜci udaru 

 

W celu oceny objňtoŜci ogniska zawağu wykonano barwienie chlorkiem 2,3,5-

trifenylotetrazoliowym (TTC) skrawk·w m·zgu. TTC jest wskaŦnikiem redoks, kt·ry 

r·Ũnicuje tkanki metabolicznie aktywne i nieaktywne. WskaŦnik ten w mitochondriach 

Ũywych kom·rek ulega redukcji do czerwonego formazanu, podczas gdy obszar zawağu 

pozostaje niezabarwiony (biağy) [137]. Aby przeprowadziĺ barwienie TTC szczury 

dekapitowano 24 godziny po operacji MCAO lub SHAM. M·zgi zostağy natychmiast wyjňte 

i pociňte w pğaszczyŦnie koronalnej przy pomocy matrycy ze stali nierdzewnej (Harvard 

Apparatus, USA) w celu uzyskania seryjnych przekroj·w m·zgu o gruboŜci 2 mm. Nastňpnie 

kaŨdy skrawek m·zgu barwiono 1% roztworem barwnika TTC (Sigma Aldrich, USA) 

w 0,01 M PBS (Sigma Aldrich, USA) w 37̄C w ciemnoŜci przez 10 minut. W kolejnym 

etapie skrawki m·zgu utrwalono poprzez inkubacjň w 10% roztworze formaliny buforowanej 

fosforanem (Sigma Aldrich, USA) w temperaturze 4C̄ przez 30 minut, a nastňpnie 

sfotografowano przy uŨyciu mikroskopu chirurgicznego wyposaŨonego w kamerň (Leica S9D 
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z Flexacam C3, Leica, Niemcy). P·ğkule ipsilateralna i kontralateralna wraz z obszarem 

zawağu zostağy manulanie zaznaczone na kaŨdym skrawku m·zgu w oprogramowaniu ImageJ 

(National Institutes of Health, wersja 8.0) przez badacza nieznajŃcego przynaleŨnoŜci 

poszczeg·lnych zwierzŃt do grup eksperymentalnych. Nastňpnie obliczono objňtoŜĺ zawağu 

jako sumň kaŨdego zaznaczonego biağego obszaru pomnoŨonŃ przez gruboŜĺ skrawka m·zgu. 

Wynik przedstawiono jako procent objňtoŜci p·ğkuli ipsilateralnej w odniesieniu do objňtoŜci 

p·ğkuli kontralateralnej w celu korekty na obrzňk m·zgu (n=8 na grupň, w sumie 32 szczury).  

 

 

6.1.8. Mikrodializa struktur m·zgowych 

 

DwadzieŜcia cztery godziny przed rozpoczňciem mikrodializy oraz operacji 

SHAM/MCAO przeprowadzono stereotaktycznŃ implantacjň kaniul prowadzŃcych 

(AgnThoôs, Szwecja) pod znieczuleniem og·lnym (izofluran (Virbac, Francja) w stňŨeniu 5% 

w celu indukcji znieczulenia oraz 2,5% do jego utrzymania w trakcie zabiegu). U kaŨdego 

szczura (n=6 na grupň, ğŃcznie 24 osobnik·w) implantowano dwie kaniule prowadzŃce do 

kory motorycznej oraz regionu CA1 hipokampa. Kaniule zostağy ustabilizowane za pomocŃ 

wkrňt·w czaszkowych (AgnThoôs, Szwecja) i akrylowego cementu dentystycznego (Dentalon 

plus, Kulzer, Niemcy), w nastňpujŃcych miejscach zgodnie z atlasem stereotaktycznym [135]:  

- kora motoryczna:  

AP: -0,48 mm;  

ML: +2,0 mm;  

grzbietowo-brzusznie (DV, ang. dorsoventral): -1,2 mm; 

- region CA1 (Cornus Ammonis-1) hipokampa:  

AP: -4,36 mm;  

ML: +1,8 mm;  

DV: -2,5 mm. 

Schematyczne przedstawienie miejsca implantacji kaniul mikrodializacyjnych 

zaprezentowano na Rycinie 13. Nastňpnie kaniule prowadzŃce zabezpieczono, umieszczajŃc 

w nich elementy zamykajŃce (pozorne kaniule mikrodializacyjne). W dniu rozpoczňcia 

pobierania mikrodializat·w, kaniule mikrodializacyjne przepğukano jağowym sztucznym 

pğynem m·zgowo-rdzeniowym (aCSF, ang. artificial cerebrospinal fluid; w mM: NaCl 147; 

KCl 4,0; MgCl2 1,0; CaCl2 2,2 (BioShop, Kanada), pH 7,4), przy stağym przepğywie 2 Õl/min 
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przez 2 godziny przy uŨyciu pompy strzykawkowej Univentor 864 (AgnThoôs, Szwecja). 

W kolejnym etapie z kaniul prowadzŃcych usuniňto elementy zamykajŃce i w ich miejsce 

wprowadzono kaniule mikrodializacyjne (membrany o wartoŜci odciňcia dla czŃsteczek 

o masie 6 kDa, AgnThoôs, Szwecja). Nastňpnie wspomniane struktury m·zgowe zostağy 

przepğukane przy uŨyciu aCSF przy prňdkoŜci przepğywu 2 Õl/min przez 2 godziny. Po tym 

czasie rozpoczňto zbieranie pr·bek mikrodializatu do prob·wek w lodzie, po 3 pr·bki dla 

kaŨdego 90-minutowego czasokresu, tj. po 1 pr·bce co 30 minut. Pierwsze 90 minut zbi·rki 

przeprowadzono w celu okreŜlenia stňŨenia glutaminianu przed niedokrwieniem, nastňpne 90 

minut zbi·rki miağo miejsce podczas niedokrwienia, a kolejne 90 minut po reperfuzji. W tym 

czasie mikrodializaty pobierano Ŝr·doperacyjnie, tj. w trakcie trwania anestezji. Kolejne 

pobrania mikrodializat·w po 24 godzinach i 3 dniach po reperfuzji przeprowadzono 

u swobodnie poruszajŃcych siň szczur·w. 

PodsumowujŃc, w pierwszym dniu przeprowadzania mikrodializy pr·bki pobierano 

w nastňpujŃcej kolejnoŜci: 

- pierwsze 90 minut zbi·rki (3 pobrania po 30 minut) w celu okreŜlenia wyjŜciowego stňŨenia 

glutaminianu, przed wywoğaniem epizodu niedokrwienia; zapoczŃtkowanie operacji 

SHAM/MCAO po rozpoczňciu trzeciego pobrania, 

- wprowadzenie filamentu do Ŝwiatğa naczynia w grupie MCAO, 

- kolejne 90 minut zbi·rki (3 pobrania po 30 minut) podczas okluzji tňtnicy (MCAO) 

lub w trakcie operacji pozorowanej (SHAM), 

- usuniňcie filamentu ze Ŝwiatğa naczynia w grupie MCAO, 

- kolejne 90 minut zbi·rki (3 pobrania po 30 minut) po reperfuzji i podaniu AP39 10 minut 

po przywr·ceniu przepğywu krwi w naczyniu lub po zabiegu SHAM. 

 

DwadzieŜcia dwie godziny po reperfuzji kaniule przepğukano przez 2 godziny 

i zebrano 3 pr·bki mikrodializat·w, po 30 minut kaŨda, ğŃcznie przez 90 minut. Trzy dni po 

reperfuzji mikrodializaty pğynu m·zgowo-rdzeniowego zebrano w ten sam spos·b, po 

ponownym przemyciu kaniul. Wszystkie pr·bki mroŨono natychmiast po zbi·rce 

i przechowywano w temperaturze -80̄ C do czasu analizy metodŃ chromatografii cieczowej 

sprzňŨonej ze spektrometriŃ mas (LC-MS, ang. liquid chomatography - mass spectrometry); 

(n=6 na grupň, ğŃcznie 24 szczury). 
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Rycina 13. Schematyczne przedstawienie miejsc implantacji kaniul mikrodializacyjnych 

(zaznaczone czerwonym znakiem x): (A) w korze motorycznej oraz (B) regionie CA1 

hipokampa. 

 

 

6.1.9. Oznaczenie stňŨenia glutaminianu w mikrodializatach pğynu 

m·zgowo-rdzeniowego metodŃ LC-MS 

 

Badane pr·bki poddano analizie z wykorzystaniem metody chromatografii cieczowej 

ze spektrometriŃ masowŃ. Do analizy zastosowano system ACQUITY UPLCÈ Klasa-H 

(Waters Corporation, USA), wyposaŨony w automatyczny podajnik pr·bek, detektor 

z matrycŃ fotodiodowŃ (PDA) oraz spektrometr masowy Xevo TQ-SÈ (Waters Corporation, 

USA), ze Ŧr·dğem jon·w typu rozpylania w polu elektrycznym (elektrospray, ESI), jak 

opisano we wczeŜniejszych badaniach [133]. Proces jonizacji zoptymalizowano w oparciu 

o certyfikowane wzorce badanych analit·w: glutaminian (Glu) i pochodnŃ izotopowŃ 

(GluC13) (ChemCruzTM, Santa Cruz Biotechnology, USA) z wykorzystaniem systemu 

IntelliStart Fluidics. Rozdziağ chromatograficzny substancji znajdujŃcych siň 

w mikrodializatach prowadzono na kolumnie chromatograficznej ZIC-HILICÈ (5 Õm, 200 ¡, 

150 x 2,1 mm; Merck, Niemcy) termostatowanej w temperaturze 40C̄.  

SzybkoŜĺ przepğywu fazy ruchomej, kt·rŃ stanowiğy 0,02 M kwas mr·wkowy 

(Supelco, Sigma Aldrich, USA) w wodzie oraz 0,02 M kwas mr·wkowy w acetonitrylu 

(Sigma Aldrich, USA), wynosiğa 0,3 ml/min. Zastosowano nastňpujŃcy ukğad gradientowy 

(A): gradient 50% przez 0,06 min; zmniejszenie do 3% przez 0,6 min; utrzymanie na 

poziomie 3% przez 1,2 min; zwiňkszenie do 50% przez 2,8 min. Parametry detektora 

masowego uwzglňdniağy: napiňcie rozpylania jon·w (IS): 5400 V; gaz nebulizacyjny (gaz 1): 
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30 psi; gaz turbo (gaz 2): 20 psi; temperatura podgrzewanego nebulizatora (TEM): 550C̄; 

gaz kurtynowy (CUR): 30 psi. Jako gaz kurtynowy (osğonowy) i kolizyjny zastosowano 

wysokiej czystoŜci azot (99,9 %; uzyskany z generatora azotu z kompresorem Peak Scientific 

NM20ZA, Wielka Brytania). 

Analizň iloŜciowŃ przeprowadzono w trybie jonizacji dodatniej monitorowania 

wybranych reakcji (MRM). Monitorowano pary jon·w o nastňpujŃcych wartoŜciach m/z: 

148,1/84,1 dla Glu i 153,1/89,1 dla GluC13. Do analizy wynik·w wykorzystano 

oprogramowanie MassLynx V4.2 (Waters Corporation, USA). StňŨenia glutaminianu 

obliczono przy uŨyciu krzywych kalibracyjnych, skonstruowanych poprzez analizň regresji 

liniowej powierzchni pik·w wzglňdem standardu wewnňtrznego glutaminianu. Przedstawione 

wyniki wyraŨono jako ŜredniŃ z 6 pr·bek pobieranych co 30 min w wyznaczonym czasie 

mikrodializy dla kaŨdego zwierzňcia, w przeliczeniu na % stňŨenia przedniedokrwiennego.  

 

 

6.1.10. Badanie poziomu biağek metodŃ Western blot  

 

Do zbadania poziomu wybranych biağek w wyizolowanych strukturach m·zgowych 

wykorzystano analizň Western blot, inaczej immunoblotting [138]. Badanie skğada siň z kilku 

etap·w, przy czym w zaleŨnoŜci od oznaczanego biağka i zastosowanej metody stosuje siň 

r·Ũne modyfikacje poszczeg·lnych czňŜci analizy. Po przygotowaniu pr·bek do badania, 

przeprowadza siň rozdziağ mieszaniny biağek wzglňdem masy molekularnej w Ũelu 

poliakrylamidowym w procesie elektroforezy. W kolejnym etapie ma miejsce przeniesienie 

(transfer) biağek z Ũelu elektroforetycznego na powierzchniň trwalszej matrycy - membrany, 

kt·rŃ nastňpnie poddaje siň blokowaniu miejsc niespecyficznego wiŃzania biağek i inkubuje 

z roztworami wyznakowanych przeciwciağ specyficznych dla biağka docelowego (antygenu). 

Zazwyczaj do immunodetekcji stosuje siň dwa rodzaje przeciwciağ: pierwszorzňdowe, 

skierowane przeciwko wykrywanemu biağku oraz drugorzňdowe, kt·re wiŃŨe siň swoiŜcie 

z przeciwciağem pierwszorzňdowym i jest kowalencyjnie zwiŃzane ze znacznikiem, np. 

enzymem peroksydazŃ chrzanowŃ (HRP). Po serii pğukaŒ majŃcej na celu usuniňcie nadmiaru 

niezwiŃzanych przeciwciağ, membrana inkubowana jest np. z substratem 

chemiluminescencyjnym, co prowadzi do produkcji Ŝwiatğa w miejscach zawierajŃcych biağko 

rozpoznane przez przeciwciağa (Rycina 14). Zarejestrowany sygnağ poddawany jest analizie 

densytometrycznej przy uŨyciu odpowiedniego oprogramowania [139]. 
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Rycina 14. Schematyczne przedstawienie zastosowanej metody detekcji w analizie poziomu 

biağek metodŃ Western blot. 

 

 

 

6.1.10.1.  Przygotowanie pr·bek 

 

DwadzieŜcia cztery godziny po przeprowadzeniu operacji SHAM lub MCAO, szczury 

poddano dekapitacji i po wyjňciu m·zg·w wyizolowano struktury m·zgowe z lewej 

(ipsilateralnej) p·ğkuli: korň czoğowŃ, prŃŨkowie i hipokamp. Na potrzeby analizy 

przygotowano dwa rodzaje pr·bek do badania poziomu biağek metodŃ Western blot: pr·bki 

niefrakcjonowane (stanowiŃce mieszaninň wszystkich biağek obecnych w kom·rkach) 

oraz pr·bki stanowiŃce mieszaninň biağek mitochondrialnych (tzw. frakcja wzbogacona 

mitochondriami). 

 

 

¶ Pr·bki niefrakcjonowane ï homogenat cağkowity 

 

Tkanki m·zgowe zhomogenizowano na suchym lodzie przy uŨyciu homogenizatora 

Ultra-TurraxÈ (IKA, Polska) oraz homogenizatora ultradŦwiňkowego (UP50H, Hielscher 

Ultrasonics, Niemcy) w 2% roztworze siarczanu dodecylu sodu (SDS; BioShop, Kanada) 

zawierajŃcym 1 mM fluorku fenylometylosulfonylu, 1 mM ortowanadanu sodu, a takŨe 
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mieszaninň inhibitor·w proteaz i fosfataz (Sigma Aldrich, USA). Nastňpnie pr·bki poddano 

denaturacji w temperaturze 95ÁC przez 10 minut i wirowano w temperaturze 4ÁC przez 

10 minut (10 000 g). StňŨenie biağka w kaŨdej pr·bce oznaczono wykorzystujŃc zestaw BCA 

Protein Assay Kit (Thermo Scientific, USA), a nastňpnie wyr·wnano do 30 Õg/10 Õl. 

W kolejnym etapie do pr·bek dodano bufor obciŃŨajŃcy (bufor Laemmli (Bio-Rad, USA) 

zawierajŃcy 10% 2-merkaptoetanolu (Sigma Aldrich, USA)) w stosunku 3:1. Nastňpnie 

pr·bki ogrzewano w temperaturze 95ÁC przez 10 minut i przechowywano w temperaturze 

 ╖ 80ÁC. 

 

 

¶ Pr·bki frakcjonowane ï wyizolowane mitochondria 

 

Izolacjň frakcji mitochondrialnej z tkanki m·zgowej przeprowadzono wedğug metody 

opisanej przez Wernicke i wsp. [140]. Struktury m·zgowe zhomogenizowano na suchym 

lodzie we wczeŜniej przygotowanym buforze (5 mM HEPES/NaOH, pH 7,4; 320 mM 

sacharoza; 1mM Na+/EDTA; 0,5% mieszanina inhibitor·w proteaz). Pr·bki, po przeniesieniu 

do prob·wek typu eppendorf, zwirowano przy 1300 x g przez 4 minuty w temperaturze 4ÁC 

i zebrano nadsŃcz. Pozostağy w prob·wkach osad dwukrotnie przemyto buforem do 

homogenizacji, stosujŃc parametry wirowania 1500 x g przez 4 minuty w temperaturze 4ÁC, 

a odciŃgniňty nadsŃcz zwirowano przy 17 000 x g przez 4 minuty w 4ÁC. Otrzymany osad 

zawierajŃcy mitochondria zawieszono w buforze do homogenizacji i niezwğocznie 

umieszczono w temperaturze  ╖ 80ÁC. 

Pr·bki z wyizolowanymi mitochondriami lizowano w roztworze PBS zawierajŃcym 1% 

Triton X-100 (Sigma Aldrich, USA), 0,1% SDS oraz inhibitory proteaz i fosfataz, a nastňpnie 

wytrzŃsano przez 10 minut i wirowano (12 000 x g przez 10 minut). Po oznaczeniu poziomu 

biağka, stňŨenia w kaŨdej pr·bce wyr·wnano do 9 Õg/15 Õl. Nastňpnie do pr·bek dodano 

bufor obciŃŨajŃcy (bufor Laemmli zawierajŃcy 10% 2-merkaptoetanolu) w stosunku 3:1. 

W kolejnym etapie pr·bki ogrzewano w temperaturze 37ÁC przez 5 minut i przechowywano 

w temperaturze  ╖ 80ÁC [141]. 

 

W celu weryfikacji skutecznoŜci przeprowadzonego procesu izolacji mitochondri·w 

z tkanki m·zgowej wykonano kontrolne badanie metodŃ Western blot poziomu biağek 

z r·Ũnych frakcji kom·rkowych: deacetylazy histonowej 1 (HDAC1; frakcja jŃdrowa), 

wimentyny (frakcja cytoplazmatyczna) oraz pompy sodowo-potasowej (Na+K+ATPaza; 
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frakcja membranowa). Zastosowano kolejno nastňpujŃce przeciwciağa pierwszorzňdowe: 

ab109411 (1:5000), ab92547 (1:2500), ab76020 (1: 30000) oraz odpowiednie przeciwciağa 

drugorzňdowe kozie anty-kr·licze znakowane HRP ab6721 (1:5000); (Abcam, UK). 

W wyniku tego badania nie wykryto prŃŨk·w specyficznych dla wymienionych biağek 

w przygotowanych pr·bkach frakcji mitochondrialnej.  

 

Przy oznaczeniu kompleks·w ğaŒcucha oddechowego CI-CV (OXPHOS) przy uŨyciu 

mieszaniny przeciwciağ ab110413 (1:2000) i odpowiedniego przeciwciağa drugorzňdowego 

(kozie anty-mysie-HRP, 1:4000, ab6789; Abcam, UK) jako por·wnawczŃ kontrolň 

pozytywnŃ wykorzystano lizat tkanki serca szczura (ekstrakt mitochondrialny; ab110341, 

Abcam, UK), otrzymujŃc prŃŨki specyficzne dla poszczeg·lnych kompleks·w OXPHOS 

zar·wno w ŜcieŨce z weryfikowanŃ frakcjŃ mitochondrialnŃ z tkanki m·zgowej, jak 

i w ŜcieŨce z kontrolŃ pozytywnŃ (Rycina 15). 

 

Przygotowane pr·bki frakcji mitochondrialnej struktur m·zgowych posğuŨyğy do 

oznaczenia poziomu nastňpujŃcych biağek technikŃ Western blot:  

ü enzym·w cyklu kwasu cytrynowego, syntazy cytrynianowej i dehydrogenazy 

izocytrynianowej (IDH) 

ü 5 kompleks·w OXPHOS 

ü enzymu SQOR. 
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Rycina 15. Zdjňcie immunoblotu mitochondrialnych kompleks·w fosforylacji oksydacyjnej 

(OXPHOS): ŜcieŨka 1: frakcja mitochondrialna wyizolowana z tkanki m·zgowej; 

ŜcieŨka 2: kontrola pozytywna - lizat tkanki serca szczura.  

Widoczny sygnağ w postaci prŃŨk·w odpowiada nastňpujŃcym kompleksom: 

CI - kompleks dehydrogenazy NADH ɓ8 (NDUFB8) 

CII - kompleks dehydrogenazy bursztynianowej podjednostka B (SDHB) 

CIII - kompleks cytochromu bc1 podjednostka 2 (UQCRC2) 

CIV - kompleks oksydazy cytochromowej podjednostka 1 (MTCO1) 

CV - kompleks syntazy ATP podjednostka Ŭ. 

 

 

6.1.10.2.  Western blot 

 

W pierwszym etapie badania metodŃ Western blot przeprowadzono elektroforezň 

biağek w gradientowym Ũelu poliakrylamidowym (4-15%; Bio-Rad, USA) w obecnoŜci SDS 

przy 170 V przez 55 minut. Po zakoŒczeniu rozdziağu elektroforetycznego biağka 

przeniesiono z Ũelu na membranň z polifluorku winylidenu (PVDF; Thermo Scientific, USA) 

przy uŨyciu aparatu do szybkiego transferu p·ğsuchego Trans-Blot Turbo Transfer System 

(Bio-Rad, USA).  

W celu moŨliwoŜci normalizacji wynik·w w odniesieniu do poziomu biağka 

cağkowitego w kaŨdej ŜcieŨce, zastosowano technologiň obrazowania bez uŨycia barwnik·w 

(ang. stain-free imaging technology). Wykorzystuje ona zjawisko fotoaktywacji fluoroforu 
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obecnego w Ũelu poprzez 2-minutowŃ ekspozycjň na Ŝwiatğo UV, co pozwala na szybkŃ 

detekcjň biağek w Ũelu oraz na membranie po transferze, z pominiňciem etap·w barwienia 

i p·Ŧniejszego usuwania barwnika z matrycy.  

Po zakoŒczeniu procesu transferu i wizualizacji poziomu biağka cağkowitego, 

membrany zostağy przepğukane w roztworze TBS (mieszanina soli fizjologicznej buforowanej 

tris, ang. tris-buffered saline) na wytrzŃsarce koğyskowej Rocker-Shaker MR-12 (Biosan, 

Ğotwa). Nastňpnie membrany inkubowano w 5% roztworze albuminy surowicy bydlňcej 

(BSA, ang. bovine serum albumin; Sigma Aldrich, USA), przez 1 godzinň w temperaturze 

pokojowej w celu zablokowania miejsc niespecyficznego wiŃzania przeciwciağ. W kolejnym 

etapie zastosowano cağonocnŃ inkubacjň membran w temperaturze 4ÁC w roztworach 

odpowiednich przeciwciağ pierwszorzňdowych (w 1% BSA), skierowanych przeciwko 

badanym biağkom:  podjednostce xCT antyportera cystyna-glutaminian xc-, transporterom 

glutaminianu GLT-1, VGLUT1, VGLUT2, podjednostkom receptora NMDAR 1, 2A i 2B, 

heksokinazie (HXK), PFK, dehydrogenazie pirogronianowej (PDH), syntazie cytrynianowej, 

IDH, OXPHOS, SQOR, markerom aktywacji mikrogleju CD206, CD86 i inflamasomowi 

NLRP3. Nastňpnego dnia membrany przemywano w roztworze TBST (mieszanina soli 

fizjologicznej buforowanej tris z dodatkiem 0.1% Tween 20 (BioShop, Kanada); ang. tris-

buffered saline + Tween). Zastosowano 4 pğukania po 10 minut na wytrzŃsarce koğyskowej, 

po kt·rych membrany inkubowano (przez 1 godzinň w temperaturze pokojowej) 

w roztworach odpowiednich przeciwciağ drugorzňdowych (w 1% BSA), skoniugowanych 

z peroksydazŃ chrzanowŃ i skierowanych przeciwko antygenom zwierzňcia, u kt·rego 

wyprodukowano zastosowane uprzednio przeciwciağa pierwszorzňdowe. Listň przeciwciağ 

uŨytych w badaniu poziomu biağek metodŃ Western blot przedstawiono w Tabeli 1. Po 

kolejnej serii pğukaŒ w roztworze TBST membrany inkubowano w roztworze 

chemiluminescencyjnego substratu dla peroksydazy chrzanowej (WesternBrightTM Quantum; 

Advansta, USA), a otrzymany sygnağ zarejestrowano za pomocŃ systemu G:BOX Imaging 

System (Syngene, USA).  

 

W przypadku oznaczenia poziomu biağek OXPHOS we frakcji wzbogaconej 

mitochondriami zastosowano typ mokry transferu w buforze kwasu N-cykloheksylo-3-

aminopropano-sulfonowego (CAPS; BioShop, Kanada) z dodatkiem metanolu (pH=11) 

z wykorzystaniem aparatu BIOTRANS 110-100 (Kucharczyk Techniki Elektroforetyczne, 

Polska). Transfer mokry prowadzono na lodzie, przy stağym natňŨeniu prŃdu (1,5 A) przez 

2 godziny. Jako roztwory pğuczŃce wykorzystano kolejno PBS oraz PBS+Tween 20 (zamiast 
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TBS i TBST), natomiast do zablokowania miejsc niespecyficznego wiŃzania przeciwciağ 

zastosowano 5% mleko w PBST. 

 

Do analizy poziomu badanych biağek oraz normalizacji wynik·w wzglňdem 

poziom·w biağka cağkowitego wykorzystano oprogramowanie Gene Tools (Syngene, USA); 

(n=6 na grupň, ğŃcznie 48 szczur·w (po 24 pr·bki niefrakcjonowane i frakcjonowane)). 

Wyniki przedstawiono jako procent kontroli (poziom marker·w u zwierzŃt kontrolnych 

przyjňto jako 100%). 
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Tabela 1. Lista przeciwciağ uŨytych w badaniu poziomu biağek metodŃ Western blot. 
 

  Przeciwciağa        Nr katalogowy             Producent              RozcieŒczenie 

Pierwszorzňdowe 

 Kr·licze anty-xCT ab37185 Abcam 1:1000 

 Kr·licze anty-GLT-1 ab41621 Abcam 1:3000 

 Mysie anty-VGLUT1 AMAB91041 Sigma-Aldrich 1:500 

 Mysie anty-VGLUT2 ab79157 Abcam 1:1000 

 Kozie anty-NMDAR1 sc-1467 Santa Cruz Biotech. 1:500 

 Kozie anty-NMDAR2A sc-1468 Santa Cruz Biotech. 1:1000 

 Kozie anty-NMDAR2B sc-1469 Santa Cruz Biotech. 1:1000 

  

 Kozie anty-HXK sc-6517  Santa Cruz Biotech. 1:500 

 Kr·licze anty-PFK ab154804 Abcam 1:1000 

 Kr·licze anty-PDH sc-292543 Santa Cruz Biotech. 1:500 

 

 Mysie anty-syntaza   

                 cytrynianowa  sc-390693 Santa Cruz Biotech. 1:2000 

 Mysie anty-IDH sc-398021 Santa Cruz Biotech. 1:500 

 Mysie anty-OXPHOS ab110413 Abcam 1:2000 

 Kr·licze anty-SQOR ab272574  Abcam 1:2000 

 

 Kr·licze anty-CD206 ab64693 Abcam 1:1000 

 Mysie anty-CD86 sc-28347 Santa Cruz Biotech. 1:200 

 Kr·licze anty-NLRP3 MA5-32255 Invitrogen 1:500 

  

Drugorzňdowe 

 Kozie anty-kr·licze-HRP ab6721 Abcam 1:5000 

 OŜle anty-kozie-HRP ab97120 Abcam 1:10000 

 Kozie anty-mysie-HRP ab6789 Abcam 1:4000 
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6.1.11. Badanie poziomu biağek metodŃ barwienia immunofluorescencyj-

nego skrawk·w m·zgu 

 

W celu oceny lokalizacji badanych biağek oraz weryfikacji wynik·w uzyskanych za 

pomocŃ badania metodŃ Western blot czňsto stosuje siň test immunofluorescencyjny. 

W analizie poziomu i lokalizacji biağek metodŃ barwienia immunofluorescencyjnego 

skrawk·w narzŃd·w wykorzystuje siň przeciwciağa znakowane fluorochromem, czyli 

czŃsteczkŃ zdolnŃ do emisji kwant·w Ŝwiatğa po wzbudzeniu Ŝwiatğem o okreŜlonej dğugoŜci 

fali (Rycina 16). Sygnağ ten moŨe byĺ rejestrowany przy uŨyciu mikroskopu 

fluorescencyjnego lub konfokalnego [142]. 

 

 

Rycina 16. Schematyczne przedstawienie zasady badania poziomu biağek metodŃ barwienia 

immunofluorescencyjnego skrawk·w m·zgu. 

 

6.1.11.1.  Przygotowanie skrawk·w m·zgu 

 

Aby zweryfikowaĺ wyniki otrzymane w badaniu Western blot wykonano analizň 

poziomu biağek w skrawkach m·zgu metodŃ barwienia immunofluorescencyjnego. W tym 

celu dwadzieŜcia cztery godziny po przeprowadzeniu operacji SHAM lub MCAO gğňboko 

znieczulone (przy pomocy mieszaniny ketaminy (80 mg/kg; Biowet Puğawy, Polska) 

i ksylazyny (20 mg/kg; Biowet Puğawy, Polska) podanej dootrzewnowo) szczury poddano 
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przezsercowej perfuzji przy uŨyciu 250 ml chlorku sodu (0,9%; 32ÁC) w celu usuniňcia krwi, 

a nastňpnie przy uŨyciu 500 ml 4% paraformaldehydu (PFA; Sigma Aldrich, USA) w 0,1 M 

PBS. Po zakoŒczeniu perfuzji szczury poddano dekapitacji i wyizolowano m·zgi, kt·re po 

cağonocnej inkubacji w 4% PFA zanurzono kolejno w sacharozie (gradient stňŨeŒ 10%, 20% 

i 30%; BioShop, Kanada) zawierajŃcej 0,1% azydku sodu (Sigma-Aldrich, USA) w 0,1 M 

PBS aŨ do zatoniňcia m·zgu w hipertonicznym roztworze, a nastňpnie przechowywano 

w temperaturze -80ÁC. M·zgi pociňto w pğaszczyŦnie czoğowej na skrawki o gruboŜci 20 Õm 

za pomocŃ automatycznego kriomikrotomu (Leica CM1860, Niemcy), umieszczono na 

szkieğkach mikroskopowych Superfrost Plus (Thermo, USA) i przechowywano 

w temperaturze -20ÁC do czasu podjňcia barwieŒ immunofluorescencyjnych. 

 

 

6.1.11.2.  Barwienie immunofluorescencyjne skrawk·w m·zgu  

 

RozpoczynajŃc procedurň barwienia immunofluorescencyjnego skrawki m·zgu 

zanurzono najpierw na kilka sekund w 70% etanolu, a nastňpnie pozostawiono do 

wyschniňcia na 2 minuty. Kolejno skrawki przemyto dwukrotnie w 0,01 M PBS i raz w 0,3% 

Triton X-100 w 0,01 M PBS w celu permeablizacji przez 10 minut przy umiarkowanym 

wytrzŃsaniu na koğysce laboratoryjnej. Nastňpnie szkieğka lekko wysuszono, obrysowano 

skrawki przy uŨyciu hydrofobowego markera ImmEdge (H-4000; Vector Laboratories, USA) 

i szkieğka umieszczono w komorach wilgotnoŜciowych. Nastňpnie skrawki inkubowano 

w 10% surowicy koziej (NGS, ang. normal goat serum; Abcam, UK) i 0,3% Triton X-100 

w 0,01 M PBS przez 60 minut w temperaturze pokojowej przy ğagodnym wytrzŃsaniu na 

koğysce laboratoryjnej, w celu zablokowania miejsc niespecyficznego wiŃzania przeciwciağ. 

W kolejnym etapie szkieğka inkubowano w roztworach przeciwciağ pierwszorzňdowych w 2% 

NGS i 0,3% Triton X-100 w 0,01 M PBS w temperaturze 4ÁC przez noc. Transporter 

glutaminianu GLT-1 barwiono wsp·lnie z astrocytarnym markerem, kwaŜnym biağkiem 

wğ·kienkowym (GFAP, ang. glial fibrillary acidic protein), a VGLUT1 barwiono wsp·lnie 

z markerem neuronalnym, biağkiem zwiŃzanym z mikrotubulami (MAP-2, ang. microtubule-

associated protein 2). Nastňpnego dnia szkieğka przemyto dwukrotnie w 0,3% Triton X-100 

w 0,01 M PBS, a nastňpnie dwukrotnie w 2% NGS i 0,3% Triton X-100 w 0,01 M PBS przez 

10 minut kaŨdorazowo, przy umiarkowanym wytrzŃsaniu na koğysce laboratoryjnej. Skrawki 

inkubowano w roztworach przeciwciağ drugorzňdowych (listň przeciwciağ 

pierwszorzňdowych i drugorzňdowych przedstawiono w Tabeli 2) w 2% NGS i 0,3% Triton 



76 

 

X-100 w 0,01 M PBS przez 60 minut w ciemnoŜci, przy ğagodnym wytrzŃsaniu na koğysce 

laboratoryjnej. Nastňpnie szkieğka przemyto 4 razy po 10 minut w 0,01 M PBS, delikatnie 

osuszono, pokryto medium zatapiajŃcym Vectashield z 4ô-6ôdiamidyno-2-fenyloindolem 

(DAPI - barwnik fluorescencyjny stosowany w celu uwidocznienia jŃder kom·rkowych; 

Vector Laboratories, USA) oraz szkieğkiem nakrywkowym i przechowywano w temperaturze 

4ÁC do czasu wizualizacji. 

 

 

Tabela 2. Lista przeciwciağ uŨytych w badaniu poziomu biağek metodŃ barwienia 

immunofluorescencyjnego skrawk·w m·zgu. 

 

    Przeciwciağa       Nr katalogowy     Producent      RozcieŒczenie 

Pierwszorzňdowe 

 Kr·licze anty-GLT-1 ab41621 Abcam 1:1000 

 Mysie anty-VGLUT1 AMAB91041 Sigma-Aldrich 1:1000 

 Kurze anty-GFAP ab4674 Abcam 1:1000 

 Kurze anty-MAP-2 PA1-10005 Invitrogen 1:1000 

Drugorzňdowe 

 Kozie anty-kr·licze AF488 A11034 Invitrogen 1:400 

 Kozie anty-mysie AF488 A32723 Invitrogen 1:400 

 Kozie anty-kurze AF594 A32759 Invitrogen 1:400 

(AF488, AF594 ï fluorochromy Alexa Fluor) 

 

 

6.1.11.3.  Obrazowanie skrawk·w m·zgu przy uŨyciu mikroskopu konfokalnego 

 

Obrazy uzyskano przy uŨyciu mikroskopu konfokalnego Leica Stellaris 8 WLL DLS 

i oprogramowania LAS X (Leica, Niemcy), jak opisano we wczeŜniejszych badaniach [133], 

z niewielkimi modyfikacjami. KaŨdy skan wykonano przy tych samych ustawieniach 

mikroskopu, w tym przesğony konfokalnej (0,9 AU), mocy lasera i detektora, czňstotliwoŜci 

lasera (300 Hz), osi Ăzò (25-30 pğaszczyzn obrazowania) i rozdzielczoŜci (1024x1024 pikseli). 

Na kaŨdym skrawku zeskanowano okreŜlonŃ czňŜĺ struktury m·zgu znajdujŃcŃ siň na granicy 

jŃdra udaru niedokrwiennego i strefy okoğozawağowej/penumbry (lokalizacje analizowanych 



77 

 

obszar·w zaznaczono pomaraŒczowym kwadratem na Rycinach 21-22 oraz 24-25). 

Wszystkie pr·bki zostağy zakodowane w celu zaŜlepienia badania. PoğŃczone zdjňcia 

z poszczeg·lnych pğaszczyzn obrazowania w osi Ăzò analizowano za pomocŃ 

oprogramowania LAS X celem oceny intensywnoŜci fluorescencji. Wyniki wyraŨono jako 

ŜredniŃ intensywnoŜĺ fluorescencji w jednostkach umownych (n=6 na grupň, w sumie 24). 

 

 

6.1.12. Analiza statystyczna 

 

Wyniki badaŒ przedstawione w niniejszej pracy wyraŨono jako Ŝrednia Ñ bğŃd 

standardowy Ŝredniej (SEM, ang. standard error of the mean). Analizň statystycznŃ 

przeprowadzono przy uŨyciu programu GraphPad Prism (wersja 8.0.1; GraphPad Software 

Inc., USA). Wyniki badania deficytu neurologicznego zanalizowano za pomocŃ testu 

U Manna-Whitneya, natomiast objňtoŜĺ ogniska zawağu oraz poziom badanych biağek 

por·wnano przy uŨyciu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA, ang. analysis of 

variance) z testem post hoc Sidakôa. WczeŜniej dane zbadano pod wzglňdem zgodnoŜci 

z rozkğadem normalnym z uŨyciem testu Shapiro-Wilka. Wyniki z badania stňŨenia 

zewnŃtrzkom·rkowego glutaminianu w mikrodializatach zanalizowano przy pomocy 

dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z powtarzanymi pomiarami z testem post hoc 

Sidakôa. R·Ũnice miňdzy badanymi grupami uznano za istotne statystycznie przy zağoŨeniu 

poziomu istotnoŜci p poniŨej 0,05. 
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6.2. Badania in vitro 

 

6.2.1. Odczynniki i akcesoria laboratoryjne 

 

Na poniŨszej liŜcie nie ujňto odczynnik·w ani utensyli·w wymienionych w wykazie 

dotyczŃcym badaŒ in vivo (punkt 6.1.1). 

 

¶ PoŨywka hodowlana DMEM+GlutaMaxTM - Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA 

¶ PoŨywka hodowlana DMEM bez glukozy - Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA 

¶ Pğodowa surowica bydlňca (FBS, ang. fetal bovine serum) - Gibco, Thermo Fisher 

Scientific, USA 

¶ 0,25% trypsyna-EDTA - Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA 

¶ Roztw·r penicylina-streptomycyna - Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA 

¶ Roztw·r glukozy - Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA 

¶ Roztw·r poli-D-lizyny - Merck Millipore, USA 

¶ Zr·wnowaŨony roztw·r soli Hanksa (HBSS, ang. Hanksô Balanced Salt Solution) bez 

chlork·w wapnia i magnezu - Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA 

¶ Buforowany roztw·r soli fizjologicznej Dulbecco (D-PBS, ang. Dulbeccoôs Phosphate 

Buffered Saline) - Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA 

¶ Chusteczki bezpyğowe KimwipesTM - KimtechTM Science Brand, USA 

¶ Prob·wki wir·wkowe 15 ml - Googlab Scietific, Polska 

¶ Prob·wki typu falkon 50 ml - Googlab Scietific, Polska 

¶ Butelki hodowlane T75 - Sarstedt, Niemcy 

¶ Mikropğytki 96-doğkowe do hodowli kom·rkowych - Wuxi NEST Biotechnology, 

Chiny 

¶ Prob·wki do gğňbokiego mroŨenia - Sarstedt, Niemcy 

¶ Pipety serologiczne ï Lab Empire, Polska 

¶ Komora B¿rkera-T¿rka ï Brand, Niemcy 

¶ Sitka ï Biologix Group Ltd., Chiny 

¶ Rynienki plastikowe - Biologix Group Ltd., Chiny 

¶ Bğňkit trypanu ï roztw·r ï Sigma-Aldrich, USA 
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¶ Bromek 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylotetrazoliowy (MTT) ï Sigma 

Aldrich, USA 

¶ Zestaw analityczny do oznaczania aktywnoŜci dehydrogenazy mleczanowej 

CyQUANTTM LDH Cytotoxicity Assay ï Invitrogen, ThermoFischer Scientific, USA 

¶ Barwnik JC-1 ï Cayman chemical, USA 

¶ Odczynniki i utensylia do przeprowadzenia pomiaru aktywnoŜci metabolicznej 

kom·rek przy uŨyciu analizatora Seahorse:  

o Zestaw Seahorse XFp Cell Mito Stress Test:  

oligomycyna, cyjanek karbonylu 4-(trifluorometoksy)fenylohydrazon (FCCP), 

mieszanina rotenonu i antymycyny A  

o PoŨywka XF DMEM (pH 7.4), roztwory glukozy, pirogronianu i glutaminy 

o XFp minipğytki 8-doğkowe, kartridŨe i kalibrant  

ï Agilent Technologies, Inc., USA 

¶ Pojemnik do przechowywania pr·bek w ciekğym azocie LS750 ï Taylor-Wharton, 

USA 

¶ Mieszanina gaz·w (95% N2, 5% CO2) oraz CO2 ï Gaz-Centrum, Polska 

¶ Przeciwciağa wykorzystane w barwieniu immunofluorescencyjnym w celu weryfikacji 

czystoŜci hodowli pierwotnej mikrogleju:  

przeciwko Iba-1 ab5076, przeciwko MAP-2 ab5392, przeciwko GFAP ab4674, 

przeciwciağa oŜle anty-kozie AF488 ab150133 - Abcam, UK 

 oraz kozie anty-kurze AF594 A32759 - Invitrogen ThermoFischer Scientific, USA 

¶ Lipopolisacharyd (LPS; z Samonella entrica, serotyp abortus equi) - Sigma Aldrich, 

USA 

¶ Odczynnik Griessa - Sigma Aldrich, USA 

¶ Zestaw MilliplexÈ MAP Kit - Millipore, USA 

 

6.2.2. Aparatura laboratoryjna  oraz oprogramowanie  

 

Na poniŨszej liŜcie nie ujňto aparatury wymienionej w wykazie dotyczŃcym badaŒ in vivo 

(punkt 6.1.2.). 

 

¶ Czytnik mikropğytek (fluorymetr) ï Fluoroskan Ascent Fl, ThermoLabsystem, 

Finlandia 
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¶ Komora laminarna z przepğywem jağowego powietrza ï Heal Force, Chiny 

¶ Moduğowa komora inkubacyjna ï Billups-Rothenberg, Inc., USA 

¶ Inkubator CO2 ï Astec, Japonia 

¶ Inkubator bez podğŃczonej butli z CO2 ï Sanyo, Japonia 

¶ ĞaŦnia wodna Grant SUB Aqua Pro ï Biogenet, Polska 

¶ Termo-wytrzŃsarka mikropğytek Biosan - Biogenet, Polska 

¶ WytrzŃsarka horyzontalna - Thermo Fisher Scientific, USA 

¶ Wir·wka MPW-340 ï Mechanika Precyzyjna, Polska 

¶ Analizator Seahorse XFp do pomiaru aktywnoŜci metabolicznej z oprogramowaniem 

Wave ï Agilent Technologies, Inc., USA 

¶ Analizator Luminex 200Ê z oprogramowaniem xPONENT - Luminex Corporation, 

USA 

¶ Mikroskop do izolacji ï Optika Microscopes, Wğochy 

¶ Mikroskop odwr·cony jasnego pola ï Leica, Niemcy 

 

 

6.2.3. Hodowla kom·rek neuronalnych linii HT-22 

 

HT-22 jest liniŃ kom·rkowŃ neuron·w hipokampalnych myszy, szeroko 

wykorzystywanŃ w eksperymentalnych badaniach patogenezy chor·b neurodegeneracyjnych 

ze wzglňdu na wysokŃ wraŨliwoŜĺ na dziağanie glutaminianu. Linia HT-22 jest pochodnŃ linii 

HT-4, powstağej w wyniku unieŜmiertelnienia pierwotnych hodowli neuron·w hipokampa 

myszy poprzez inkubacjň z antygenem T wirusa SV40 wraŨliwym na temperaturň [143].  

Liniň kom·rek HT-22 uzyskano do badaŒ dziňki uprzejmoŜci Prof. Carlosa B. Duarte 

z Uniwersytetu w Coimbrze (Portugalia). Kom·rki HT-22 hodowano w warunkach 

standardowych w inkubatorze (37̄C, 5% CO2, wilgotnoŜĺ bliska 100%; Astec, Japonia). 

Hodowlň w celu namnoŨenia kom·rek prowadzono w sterylnych jednorazowych 

plastikowych butelkach T75 (75 cm3; Sarstedt, Niemcy) w 15 ml poŨywki hodowlanej 

DMEM (ang. Dulbeccoôs Modified Eagle Medium; Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA) 

z dodatkiem 10% inaktywowanej termicznie pğodowej surowicy bydlňcej (FBS, ang. fetal 

bovine serum; Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA) oraz 1% roztworem 

penicylina-streptomycyna (Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA), do momentu osiŃgniňcia 

80% konfluencji. Morfologiň kom·rek w trakcie hodowli oraz podczas eksperymentu 
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obserwowano z uŨyciem mikroskopu odwr·conego (Leica, Niemcy). Kom·rki pasaŨowano 

Ŝrednio co 4 dni. W celu odklejenia kom·rek od dna butelek hodowlanych przemywano je 

dwukrotnie buforem PBS po usuniňciu poŨywki hodowlanej, a nastňpnie inkubowano przez 

2 minuty z 3 ml roztworu 0,25% trypsyna-EDTA (Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA) 

w 37̄ C. Do uzyskanej zawiesiny dodawano 10 ml standardowej poŨywki hodowlanej i po 

przeniesieniu do prob·wki wirowano (1000 obrot·w/minutň, 10 minut). Powstağy osad 

zawieszano w ŜwieŨej poŨywce hodowlanej, po czym kom·rki wysiewano:  

¶ do butelek T75 (200 000 kom·rek/15 ml poŨywki) w celu dalszego 

namnoŨenia,  

¶ na mikropğytki 96-doğkowe przeznaczone do badania uszkodzeŒ kom·rek 

(5000 kom·rek/100 Õl poŨywki w doğku),  

¶ na pğytki dedykowane do pomiaru aktywnoŜci metabolicznej przy pomocy 

analizatora Seahorse (1800 kom·rek/100 Õl poŨywki w doğku), 

¶ do prob·wek do gğňbokiego mroŨenia (1,5-2 mln kom·rek/ml poŨywki 

uzupeğnionej 10% FBS oraz 5% DMSO), kt·re nastňpnie umieszczano 

w temperaturze -80̄ C, a po upğywie 24 godzin przenoszono do ciekğego azotu. 

 

 

6.2.3.1. Model deprywacji tlenu i glukozy (OGD) 

  

W celu symulacji niedokrwienia tkanki m·zgowej w warunkach in vitro zastosowano 

model deprywacji tlenu i glukozy (OGD), polegajŃcy na czasowym pozbawieniu kom·rek 

hodowlanych dostňpu do tlenu oraz wymianie poŨywki na medium niezawierajŃce glukozy 

ani FBS. ZwiŃzek AP39 (w badanym zakresie stňŨeŒ od 10 nM do 250 nM) dodawano do 

poŨywki hodowlanej na czas OGD (21 godzin w warunkach hipoksji, w zuboŨonej poŨywce 

hodowlanej ï bez glukozy i FBS) oraz okres reoksygenacji (nastňpowe 3 godziny 

w warunkach normoksji, w standardowej poŨywce hodowlanej). DğugoŜĺ wspomnianych 

okres·w ustalono eksperymentalnie na potrzeby niniejszej pracy. ZwiŃzek AP39 

rozpuszczano w DMSO, jednak stňŨenie rozpuszczalnika w poŨywce hodowlanej byğo 

mniejsze niŨ 0,1%. Wyboru zakresu badanych stňŨeŒ zwiŃzku AP39 w czňŜci 

eksperymentalnej in vitro dokonano w oparciu o dostňpne dane literaturowe [122]. 

Po wymianie poŨywki hodowlanej na pozbawionŃ glukozy i FBS, pğytki umieszczano 

w Ŝrodowiskowej komorze inkubacyjnej (Billups-Rothenberg, Inc., USA), kt·rŃ po szczelnym 

zamkniňciu przepğukiwano mieszaninŃ gaz·w (95% azot, 5% CO2; szybkoŜĺ przepğywu 
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15 l/min) przez 10 min. Nastňpnie zabezpieczano przewody odprowadzajŃce gaz w celu 

utrzymania warunk·w hipoksji i umieszczano komorň ŜrodowiskowŃ w inkubatorze. 

Kontrolň stanowiğy kom·rki utrzymywane cağy czas w warunkach normoksji, 

w standardowej poŨywce hodowlanej, jednak poddawane zmianom tej poŨywki 

w identycznych przedziağach czasowych, jak grupy badane poddane OGD. 

Po okresie reoksygenacji przeprowadzono ocenň ŨywotnoŜci kom·rek (test redukcji 

MTT) oraz pomiar aktywnoŜci zewnŃtrzkom·rkowej dehydrogenazy mleczanowej (test 

LDH). Dokonano r·wnieŨ mikroskopowej oceny potencjağu bğony mitochondrialnej, a takŨe 

wykonano pomiar aktywnoŜci metabolicznej kom·rek neuronalnych poprzez monitorowanie 

wskaŦnika zuŨycia tlenu przy pomocy analizatora Seahorse (Agilent Technologies, Inc., 

USA). 

 

 

6.2.3.2. Test redukcji MTT  

 

W celu zbadania wpğywu OGD/reoksygenacji oraz zwiŃzku AP39 na ŨywotnoŜĺ 

kom·rek neuronalnych wykonano test redukcji bromku 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-

difenylotetrazoliowego (MTT), wykorzystujŃcy zdolnoŜĺ aktywnych metabolicznie kom·rek 

do przeksztağcania rozpuszczalnych w wodzie soli tertazoliowych do nierozpuszczalnego 

w wodzie formazanu o fioletowym zabarwieniu [144]. Kom·rki inkubowano z 0,15 mg/ml 

MTT (Sigma Aldrich, USA) w poŨywce hodowlanej przez 2 godziny w 37C̄, chroniŃc przed 

Ŝwiatğem. Utworzone krysztağy formazanu rozpuszczono w DMSO i wykonano pomiar 

absorbancji (przy dğugoŜci fali r·wnej 570 nm) z uŨyciem czytnika mikropğytek Infinite M200 

Pro (Tecan, Szwajcaria). Wyniki przedstawiono jako procent kontroli (poziom redukcji MTT 

w grupie kontrolnej przyjňto jako 100%; n=6). 

 

 

6.2.3.3. Pomiar aktywnoŜci zewnŃtrzkom·rkowej dehydrogenazy mleczanowej 

(test LDH) 

 

AktywnoŜĺ dehydrogenazy mleczanowej (LDH) uwolnionej z uszkodzonych kom·rek 

do poŨywki hodowlanej zmierzono bezpoŜrednio po OGD/reoksygenacji przy uŨyciu zestawu 

CyQUANTTM LDH Cytotoxicity Assay (Invitrogen, ThermoFischer Scientific, USA), 

postňpujŃc zgodnie z protokoğem producenta testu. 50 ɛl poŨywki hodowlanej inkubowano 
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z mieszaninŃ reakcyjnŃ przez 30 minut w temperaturze pokojowej, bez dostňpu Ŝwiatğa. 

W tym czasie enzym LDH obecny w pr·bkach zredukowağ NAD+ do NADH/H+, 

przeksztağcajŃc mleczan do pirogronianu. W nastňpnym etapie wykorzystano dziağanie 

enzymu diaforazy, majŃcego zdolnoŜĺ przeniesienia H+ z NADH/H+ na tetrazolinň, redukujŃc 

jŃ do rozpuszczalnego w wodzie formazanu o czerwonym zabarwieniu [145]. IloŜĺ 

utworzonego formazanu, proporcjonalna do aktywnoŜci LDH uwolnionej z uszkodzonych 

kom·rek do poŨywki hodowlanej, zostağa zmierzona przy uŨyciu czytnika mikropğytek 

Infinite M200 Pro (Tecan, Szwajcaria) przy dğugoŜci fali 490 nm i 690 nm (tğo). Wyniki 

skorygowano o wynik absorbancji otrzymany dla doğk·w z poŨywkŃ, w kt·rej nie hodowano 

kom·rek i przedstawiono jako procent kontroli, gdzie za 100% przyjňto poziom LDH 

uzyskany w grupie kontrolnej (n=8). 

 

 

6.2.3.4. Ocena potencjağu bğony mitochondrialnej z uŨyciem fluorescencyjnego 

barwnika (JC-1) i mikroskopii konfokalnej  

 

Wpğyw OGD/reoksygenacji oraz zwiŃzku AP39 (w stňŨeniach 10 nM i 25 nM) na 

zmiany w potencjale bğony mitochondrialnej kom·rek HT-22 zbadano z uŨyciem lipofilnego 

barwnika kationowego JC-1, kt·ry ma zdolnoŜĺ przenikania do mitochondri·w 

kom·rkowych. Kom·rki inkubowano z roztworem JC-1 (Cayman chemical, USA) 

rozcieŒczonym 100-krotnie w poŨywce hodowlanej, przez 30 minut w 37C̄, bez dostňpu 

Ŝwiatğa. Nastňpnie wykonano zdjňcia za pomocŃ mikroskopu konfokalnego Stellaris 8 WLL 

DLS (Leica, Niemcy), przy czym kaŨdy skan wykonano przy tych samych ustawieniach 

mikroskopu. Zarejestrowano czerwonŃ fluorescencjň przy dğugoŜci fali wzbudzenia 535 nm 

i emisji 595 nm oraz zielonŃ fluorescencjň przy dğugoŜci fali wzbudzenia 485 nm i emisji 

535 nm w celu detekcji odpowiednio kompleks·w barwnika (tzw. J-agregat·w) tworzonych 

przez kom·rki z wysokim potencjağem bğony mitochondrialnej (czerwona fluorescencja) 

oraz barwnika pozostağego w formie monomerycznej (zielona fluorescencja) w przypadku 

niskiego transbğonowego potencjağu mitochondrialnego [146]. Uzyskane zdjňcia posğuŨyğy do 

wizualizacji stosunku fluorescencji czerwonej do zielonej w poszczeg·lnych grupach 

badawczych w celu okreŜlenia wpğywu warunk·w eksperymentalnych na wartoŜĺ potencjağu 

bğony mitochondrialnej kom·rek neuronalnych. 
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6.2.3.5. Pomiar aktywnoŜci metabolicznej przy pomocy analizatora Seahorse 

 

Podstawowe parametry funkcji mitochondri·w w kom·rkach linii HT-22 po 

OGD/reoksygenacji oraz podaniu zwiŃzku AP39 (w stňŨeniu 25 nM) zmierzono za pomocŃ 

zestawu Cell Mito Stress Test oraz analizatora Seahorse XFp (Agilent Technologies, Inc., 

USA). Aparat ten pozwala na oznaczenie oddychania mitochondrialnego przyŨyciowo 

w czasie rzeczywistym poprzez pomiar parametr·w metabolicznych w buforze tuŨ nad 

powierzchniŃ kom·rek. Pozyskane dane wyraŨone sŃ jako wskaŦnik zuŨycia tlenu (OCR, ang. 

oxygen consumption rate).  

 

W celu wykonania analizy kom·rki HT-22 wysiano na minipğytki 8-doğkowe (Agilent 

Technologies, Inc., USA) w gňstoŜci 1800 kom·rek na 100 Õl standardowej poŨywki 

w doğku. Po 14 godzinach przeprowadzono OGD w spos·b identyczny, jak opisano 

w podrozdziale 6.2.3.1. Po upğywie czasu reoksygenacji zmieniono poŨywkň hodowlanŃ na 

medium XFp DMEM, uzupeğnione roztworami 10 mM glukozy, 2mM glutaminy oraz 1 mM 

pirogronianu (Agilent Technologies, Inc., USA) i przeniesiono pğytki do inkubatora bez 

podğŃczonej butli z CO2 na 1 godzinň. W tym czasie dodano roztwory zwiŃzk·w 

modulujŃcych oddychanie mitochondrialne do wyznaczonych port·w w kartridŨu, w celu 

umoŨliwienia ich p·Ŧniejszego dozowania do doğk·w z kom·rkami w spos·b automatyczny 

podczas analizy w aparacie Seahorse. Po zakoŒczeniu kalibracji analizatora, przygotowany 

kartridŨ nağoŨono na pğytkň z kom·rkami i umieszczono w odpowiednio zaprogramowanym 

urzŃdzeniu. Przed wykonaniem kaŨdego pomiaru aparat delikatnie mieszağ poŨywkň 

w kaŨdym doğku, aby ciŜnienie parcjalne tlenu osiŃgnňğo stan r·wnowagi.  

 

Podczas badania wykonano po trzy pomiary w kaŨdej z czterech nastňpujŃcych 

sekwencji: 

1) na poziomie podstawowym; 

2) po dodaniu oligomycyny (1,5 ÕM), inhibitora syntazy ATP (CV mitochondrialnego 

ğaŒcucha oddechowego); 

3) po dodaniu cyjanku karbonylu 4-(trifluorometoksy)fenylohydrazonu (FCCP; 1 ÕM), 

czynnika rozprzňgajŃcego fosforylacjň oksydacyjnŃ, kt·ry zaburza gradient proton·w 

i potencjağ bğony mitochondrialnej; 
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4) po dodaniu mieszaniny rotenonu i antymycyny A (0,5 ÕM), czyli odpowiednio inhibitora 

CI oraz CIII mitochondrialnego ğaŒcucha oddechowego (w celu cağkowitego zahamowania 

transportu elektron·w i oznaczenia nie-mitochondrialnego zuŨycia tlenu). 

 

Automatyczne dodawanie zwiŃzk·w w przedstawionej sekwencji pozwoliğo na 

p·Ŧniejsze wyliczenie kluczowych parametr·w oddychania kom·rkowego, takich jak:  

o oddychanie podstawowe - wyliczone na podstawie poziomu OCR w warunkach 

podstawowych po odjňciu oddychania nie-mitochondrialnego; 

o oddychanie maksymalne - wyliczone na podstawie poziomu OCR po dodaniu FCCP 

i pomniejszone o oddychanie nie-mitochondrialne; 

o wyciek proton·w - wyliczony na podstawie poziomu OCR po dodaniu oligomycyny 

i pomniejszony o oddychanie nie-mitochondrialne; 

o produkcja ATP - wyliczona na podstawie r·Ũnicy miňdzy poziomem OCR przed i po 

dodaniu oligomycyny. 

 

W celu normalizacji wynik·w oznaczono stňŨenie biağka w kaŨdym doğku przy uŨyciu 

zestawu BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, USA). Wyniki przedstawiono jako 

wskaŦnik OCR (pmol/min/mg biağka). 

 

 

6.2.4. Izolacja i zakğadanie hodowli pierwotnej kom·rek mikrogleju szczura 

 

Hodowle pierwotne mikrogleju przygotowano z kory m·zgowej wyizolowanej z 1-2- 

-dniowych osesk·w szczura szczepu Sprague-Dawley (Charles River, USA), zgodnie 

z metodŃ opisanŃ przez ślusarczyk i wsp. [147], z drobnymi modyfikacjami. Po 

rozdrobnieniu tkanki w poŨywce DMEM przeprowadzono proces trypsynizacji (w 0,025% 

roztworze trypsyny w buforze HBSS (Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA) z dodatkiem 

HEPES i glukozy (Sigma Aldrich, USA)) na wytrzŃsarce horyzontalnej (Thermo Fisher 

Scientific, USA) przy delikatnych obrotach przez 20 min, a nastňpnie zatrzymano ten proces 

poprzez dodanie poŨywki hodowlanej DMEM suplementowanej 10% FBS i 1% roztworem 

penicylina-streprtomycyna (wszystkie odczynniki pozyskano z Gibco, Thermo Fisher 

Scientific, USA). StrypsynizowanŃ tkankň odwirowano przy 1000 obrotach/minutň przez 

5 minut, a osad zawieszony w ŜwieŨej porcji poŨywki delikatnie rozdrobniono przez 
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pipetowanie i otrzymanŃ zawiesinň przeniesiono przez sitko (Biologix Group Ltd., Chiny) do 

prob·wki typu falkon. Kom·rki wysiano do butelek T75 pokrytych wczeŜniej roztworem 

poli-D-lizyny (ok. 8 mln kom·rek/15 ml poŨywki) i hodowano w warunkach standardowych 

w inkubatorze (37̄C, 5% CO2, wilgotnoŜĺ bliska 100%; Astec, Japonia). Co trzy dni 

wymieniano poŨywkň hodowlanŃ na ŜwieŨŃ. čsmego oraz dwunastego lub trzynastego dnia 

hodowli butelki wytrzŃsano przez 60 min na wytrzŃsarce horyzontalnej (180 obrot·w/minutň, 

w warunkach 37ÁC, 5% CO2), zebrano poŨywkň hodowlanŃ z kom·rkami mikrogleju 

i odwirowano przy 1000 obrotach/minutň przez 5 minut. Mikroglej wysiano w iloŜci 60 000 

kom·rek na doğek w pğytce 96-doğkowej. CzystoŜĺ hodowli pierwotnej kom·rek mikrogleju 

potwierdzono na poziomie >95% metodŃ barwienia immunofluorescencyjnego, 

z zastosowaniem przeciwciağ przeciwko Iba-1 (ab5076, marker mikrogleju), przeciwko  

MAP-2 (ab5392, marker neuron·w) i przeciwko GFAP (ab4674, marker astrocyt·w; Abcam, 

UK). Jako przeciwciağa drugorzňdowe wykorzystano przeciwciağa kozie anty-kurze AF594 

(A32759, Invitrogen ThermoFischer Scientific, USA) oraz oŜle anty-kozie AF488 (ab150133, 

Abcam, UK). 

 

 

6.2.4.1. Model aktywacji mikrogleju lipopolisacharydem  

 

AP39 (w badanym zakresie stňŨeŒ od 10 nM do 250 nM) dodano do poŨywki 

hodowlanej 48 godzin po wysianiu kom·rek mikrogleju na pğytki. ZwiŃzek rozpuszczono 

w DMSO, jednak stňŨenie rozpuszczalnika w poŨywce hodowlanej byğo mniejsze niŨ 0,1%. 

Zastosowano 24-godzinnŃ preinkubacjň kom·rek ze zwiŃzkiem AP39, po kt·rej dodano do 

poŨywki lipopolisacharyd (LPS; 50 ng/ml; Sigma Aldrich, USA) - czynnik aktywujŃcy 

mikroglej - na kolejne 24 godziny. Po upğywie tego czasu wykonano zaplanowane testy: test 

redukcji MTT i badanie poziomu azotyn·w oraz cytokin w poŨywce hodowlanej. Kontrolň 

stanowiğy kom·rki, kt·rych nie poddano ekspozycji na AP39 ani LPS. 

 

 

6.2.4.2. Test redukcji MTT  

 

W celu zbadania wpğywu zwiŃzku AP39 oraz LPS na ŨywotnoŜĺ mikrogleju 

wykonano test redukcji MTT. Kom·rki inkubowano z 0,15 mg/ml MTT (Sigma Aldrich, 
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USA) w poŨywce hodowlanej przez 2 godziny w 37̄C, chroniŃc przed Ŝwiatğem. Utworzone 

krysztağy formazanu rozpuszczono w DMSO i wykonano pomiar absorbancji (przy dğugoŜci 

fali r·wnej 570 nm) z uŨyciem czytnika mikropğytek Infinite M200 Pro (Tecan, Szwajcaria). 

Wyniki przedstawiono jako procent kontroli (poziom redukcji MTT w grupie kontrolnej 

przyjňto jako 100%; n=6). 

 

 

6.2.4.3. Badanie poziomu azotyn·w  

 

Kom·rki mikrogleju wykazujŃ ekspresjň indukowalnej syntazy tlenku azotu, kt·ra 

wzrasta po pobudzeniu kom·rek przez czynniki patogenne, skutkujŃc zwiňkszonŃ produkcjŃ 

tlenku azotu [148]. Wpğyw zwiŃzku AP39 oraz LPS na tň zaleŨnoŜĺ zbadano metodŃ opartŃ 

o reakcjň Griessa, kt·ra polega na oznaczeniu stabilnego produktu utleniania tlenku azotu - 

azotyn·w. PoŨywkň hodowlanŃ inkubowano z odczynnikiem Griessa (0,04 g/ml; Sigma 

Aldrich, USA) w stosunku objňtoŜciowym 1:1 przez 15 minut w temperaturze pokojowej, 

a nastňpnie wykonano pomiar absorbancji (przy dğugoŜci fali r·wnej 540 nm) z uŨyciem 

czytnika mikropğytek Infinite M200 Pro (Tecan, Szwajcaria). Wyniki przedstawiono jako 

procent kontroli, gdzie za 100% kontroli przyjňto poziom azotyn·w uzyskany w grupie 

kontrolnej (n=6). 

 

 

6.2.4.4. Badanie poziomu cytokin  

 

Poziom cytokin pro- i przeciwzapalnych (IL-1Ŭ, IL-1ɓ, IL-6, IL-10, IL-18, TNF-Ŭ 

oraz IP-10) oznaczono w poŨywce hodowlanej przy uŨyciu aparatu Luminex 200Ê 

z oprogramowaniem xPONENT (Luminex Corporation, USA), wykorzystujŃcego technologiň 

multipleksowania. Pr·bki poŨywki odwirowano (4000 obrot·w/minutň przez 10 minut), 

a otrzymane nadsŃcze przechowywano w temperaturze -80ÁC do czasu analizy. Badanie 

poziomu cytokin wykonano z uŨyciem dostňpnego komercyjnie zestawu MilliplexÈ MAP Kit 

(Millipore, USA), zgodnie z protokoğem producenta testu. Poziomy cytokin obliczono na 

podstawie krzywych standardowych, a wyniki wyraŨono w pg/ml poŨywki hodowlanej (n=6).  
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6.2.5. Analiza statystyczna 

 

Wyniki badaŒ przedstawiono jako Ŝrednie Ñ bğŃd standardowy Ŝredniej (SEM). 

Analizň statystycznŃ wykonano przy uŨyciu programu GraphPad Prism (wersja 8.0.1; 

GraphPad Software Inc., USA). Dane przetestowano pod wzglňdem zgodnoŜci z rozkğadem 

normalnym z uŨyciem testu Shapiro-Wilka. Wyniki test·w MTT i LDH przeprowadzonych 

na linii HT-22 zanalizowano za pomocŃ jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) 

z testem post hoc Dunnettôa. Por·wnanie wynik·w oddychania podstawowego 

i maksymalnego oraz produkcji ATP wykonano z uŨyciem testu t-Studenta. Wyniki 

otrzymane dla hodowli pierwotnej mikrogleju zanalizowano za pomocŃ jednoczynnikowej 

analizy wariancji (ANOVA) z testem post hoc Sidakôa. R·Ũnice miňdzy badanymi grupami 

uznano za istotne statystycznie przy zağoŨeniu poziomu istotnoŜci p poniŨej 0,05. 
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7. Wyniki  

 

7.1. Badania in vivo   

 

7.1.1. Wpğyw zwiŃzku AP39 na deficyt neurologiczny i objňtoŜĺ zawağu 

 

ZwiŃzek AP39 w pojedynczej dawce 100 nmol/kg masy ciağa, podany doŨylnie 

10 minut po reperfuzji istotnie zmniejszyğ deficyt neurologiczny oceniony u zwierzŃt wedğug 

skali Phillipsôa (p=0,0006) 24 godziny po reperfuzji. W grupie MCAO Ŝredni wynik 

punktowy Ñ SEM wyni·sğ 7,250 Ñ 0,881, natomiast w grupie MCAO+AP39 byğ r·wny 1,500 

Ñ 0,681 (n=8; Rycina 17A). R·wnieŨ objňtoŜĺ zawağu byğa istotnie niŨsza (p=0,0044) 

u szczur·w z grupy MCAO+AP39 (17,373 Ñ 2,002) w por·wnaniu do grupy kontrolnej 

MCAO 24 godziny po reperfuzji (30,963 Ñ 4,123; n=8; Rycina 17B oraz Rycina 18). 
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Rycina 17. Wpğyw zwiŃzku AP39 na (A) deficyt neurologiczny zwierzŃt poddanych operacji 

MCAO, oceniony przy uŨyciu skali Phillipsôa (n=8, MannïWhitney U test, ***p< 0,001 vs. 

MCAO), oraz (B) objňtoŜĺ zawağu, oszacowanŃ przy pomocy barwienia TTC i wyraŨonŃ jako 

procent objňtoŜci p·ğkuli ipsilateralnej w odniesieniu do objňtoŜci p·ğkuli kontralateralnej 

w celu korekty na obrzňk m·zgu (n=8, jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) z testem  

post hoc Sidakôa, **p<0,01 vs. MCAO). Wszystkie wyniki przedstawiono jako ŜredniŃ Ñ SEM. 
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Rycina 18. Reprezentatywne zdjňcia skrawk·w m·zgu wybarwionych TTC. Granicň zawağu 

zaznaczono szarŃ liniŃ przerywanŃ. 

 

7.1.2. Wpğyw zwiŃzku AP39 na ekscytotoksycznoŜĺ 

 

7.1.2.1. Poziom glutaminianu w mikrodializatach struktur m·zgowych 

 

 W ciŃgu pierwszych 24 godzin po reperfuzji (w mikrodializatach zebranych po 

podaniu AP39 Ŝr·doperacyjnie oraz 24 godziny po MCAO) w obu badanych strukturach 

m·zgu tj. w korze motorycznej oraz regionie CA1 hipokampa, poziom 

zewnŃtrzkom·rkowego glutaminianu byğ istotnie niŨszy u szczur·w z grupy MCAO+AP39 

w por·wnaniu do grupy MCAO (Rycina 19). 
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 W korze motorycznej 30, 60 i 90 minut od inicjacji niedokrwienia odnotowano wzrost 

poziomu zewnŃtrzkom·rkowego glutaminianu (odpowiednio p=0,0022; p=0,0004 i p=0,0029) 

w por·wnaniu z grupŃ kontrolnŃ SHAM. PodobnŃ wyraŦnŃ tendencjň wzrostowŃ 

zaobserwowano w hipokampie po wywoğaniu niedokrwienia. 60 minut po zamkniňciu tňtnicy 

Ŝrodkowej m·zgu nastŃpiğ istotny wzrost poziomu zewnŃtrzkom·rkowego glutaminianu 

w regionie CA1 hipokampa szczur·w z grupy MCAO (p=0,0073). Po reperfuzji, w kolejnych 

trzech punktach czasowych zbi·rki mikrodializat·w, podwyŨszony poziom glutamianiu 

utrzymywağ siň w korze motorycznej (kolejno: p<0,0001; p=0,0002; p=0,0059). U szczur·w 

naraŨonych na MCAO, kt·rym podano zwiŃzek AP39, zaobserwowano istotny spadek 

poziomu zewnŃtrzkom·rkowego glutaminianu we wszystkich tych punktach czasowych 

(odpowiednio p=0,0446; p=0,0396 i p=0,0337) w por·wnaniu z grupŃ MCAO. W badanym 

regionie hipokampa zaobserwowano istotny wzrost poziomu glutaminianu w punktach 

czasowych 120 i 150 minut po wywoğaniu niedokrwienia u szczur·w z grupy MCAO 

w por·wnaniu do grupy kontrolnej SHAM (p<0,0001; p=0,0002). Z kolei u szczur·w z grupy 

MCAO+AP39 poziom zewnŃtrzkom·rkowego glutaminianu byğ istotnie niŨszy w stosunku 

do grupy MCAO tuŨ po reperfuzji (w 120 i 150 min odpowiednio: p=0,0059; p=0,0125).  

 

 24 godziny po reperfuzji w kolejnych trzech punktach czasowych zbierania 

mikrodializat·w, poziom zewnŃtrzkom·rkowego glutaminianu byğ nadal istotnie 

podwyŨszony w pr·bkach z grupy MCAO w por·wnaniu do poziomu w pr·bkach z grupy 

kontrolnej SHAM pobranych z obu badanych struktur m·zgowych (w porzŃdku 

chronologicznym w korze motorycznej: p=0,0064; p=0,0087; p=0,0005; oraz w regionie CA1 

hipokampa: p=0,0031; p=0,0002; p=0,0112). W grupie szczur·w, kt·re otrzymağy zwiŃzek 

AP39, zaobserwowano istotny spadek poziomu zewnŃtrzkom·rkowego glutaminianu - 

w korze motorycznej w jednym punkcie czasowym 24 godziny po reperfuzji (p=0,0279) 

oraz w hipokampie we wszystkich trzech punktach czasowych (p=0,0009; p=0,0010; 

p=0,0053).  

 

 3 dni po przeprowadzeniu operacji MCAO nie wykazano istotnych r·Ũnic w stňŨeniu 

zewnŃtrzkom·rkowego glutaminianu miňdzy grupami eksperymentalnymi. Podanie zwiŃzku 

AP39 szczurom po operacji pozorowanej nie zmieniğo istotnie poziomu 

zewnŃtrzkom·rkowego glutaminianu w Ũadnej z pobranych pr·bek mikrodializatu 

w por·wnaniu do grupy kontrolnej SHAM (Rycina 19). 
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Rycina 19. Wpğyw MCAO oraz podania zwiŃzku AP39 na stňŨenia zewnŃtrzkom·rkowego 

glutaminianu w mikrodializatach zebranych w (A) korze motorycznej i (B) regionie CA1 

hipokampa. Wyniki przedstawiono jako ŜredniŃ Ñ SEM i analizowano z zastosowaniem 

dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) i testu post hoc Sidakôa (n=6, *p<0,05, 

**p<0 ,01, ***p<0 ,001, ****p<0 ,0001 vs. SHAM; #p<0,05, ##p<0,01, ###pÒ0,001 vs. 

MCAO). 

 

 

7.1.2.2. Poziom transporter·w glutaminianu xCT i GLT-1 

 

W celu zbadania poziomu wybranych biağek w korze m·zgowej, prŃŨkowiu 

oraz hipokampie zastosowano technikň Western blot. Wyniki przeprowadzonego badania nie 

wykazağy istotnego wpğywu podania zwiŃzku AP39 ani procedury MCAO na poziom 

podjednostki xCT antyportera cystyna-glutaminian xc-, kt·rej przypisuje siň aktywnoŜĺ 

transportowŃ tego heterodimeru (Rycina 20A). W prŃŨkowiu, kt·re w zastosowanym modelu 

badawczym stanowi czňŜĺ jŃdra zawağu, w grupie MCAO+AP39 w stosunku do MCAO 

zaobserwowano istotny wzrost poziomu GLT-1 (p=0,0167), czyli biağka transporterowego, 

kt·rego zadaniem jest wychwyt zwrotny glutaminianu ze szczeliny synaptycznej do 

astrocyt·w (Rycina 20B). ZwiŃzek AP39 podany zwierzňtom z grupy SHAM obniŨyğ poziom 

GLT-1 w hipokampie (p=0,0116).  
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Rycina 20. Wpğyw MCAO oraz podania zwiŃzku AP39 na poziom transporter·w glutaminianu 

(A) ğaŒcucha lekkiego xCT antyportera cystynowo-glutaminianowego xc
-  

oraz (B) transportera GLT-1. Obok wykres·w zamieszczono zdjňcia reprezentatywnych 

immunoblot·w wraz ze zdjňciami korespondujŃcej zawartoŜci biağka cağkowitego w pr·bkach 

(poniŨej). KolejnoŜĺ pr·bek na zdjňciu odpowiada kolejnoŜci grup badanych przedstawionych 

na wykresie. Wyniki przedstawiono jako ŜredniŃ Ñ SEM i analizowano z zastosowaniem 

jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) i testu post hoc Sidakôa (n=6, *p<0,05 vs. 

SHAM, #p<0,05 vs. MCAO). 

 

 

Aby zweryfikowaĺ wyniki otrzymane w badaniu Western blot, wykonano analizň 

poziomu wyselekcjonowanych, istotnych w regulacji zewnŃtrzkom·rkowego stňŨenia 

glutaminianu, biağek w skrawkach m·zgu metodŃ barwienia immunofluorescencyjnego. 

Analiza poziomu marker·w oznaczonych przy uŨyciu mikroskopii konfokalnej, 

przeprowadzona na granicy miňdzy jŃdrem udaru, a strefŃ okoğoudarowŃ, wykazağa istotny 

wzrost poziomu GLT-1 zar·wno w korze m·zgowej (p=0,0257), jak i w prŃŨkowiu 

(p=0,0208) w grupie zwierzŃt poddanych operacji MCAO, kt·re otrzymağy zwiŃzek AP39, 

w por·wnaniu do zwierzŃt MCAO, kt·re nie otrzymağy badanego zwiŃzku (Ryciny 21-22). 

W prŃŨkowiu sama procedura MCAO znamiennie obniŨyğa  poziom GLT-1 w stosunku do 

zwierzŃt kontrolnych SHAM (p=0,0250). 
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Rycina 21. Wpğyw MCAO oraz podania zwiŃzku AP39 na poziom transportera GLT-1 w korze 

m·zgowej oznaczony metodŃ podw·jnego barwienia immunofluorescencyjnego skrawk·w 

m·zgu. Wyniki przedstawiono jako ŜredniŃ intensywnoŜĺ fluorescencji Ñ SEM i analizowano 

z zastosowaniem jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) i testu post hoc Sidakôa (n=6, 

#p<0,05 vs. MCAO; j.u. ï jednostka umowna). Na rycinie zamieszczono takŨe 

reprezentatywne zdjňcia skrawk·w m·zgu w obszarze kory: GFAP (czerwony), GLT-1 

(zielony), jŃdra kom·rkowe wybarwione DAPI (niebieski), skala = 50 Õm; oraz ilustracjň 

wskazujŃcŃ lokalizacjň analizowanego obszaru m·zgu (pomaraŒczowy kwadrat). 
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Rycina 22. Wpğyw MCAO oraz podania zwiŃzku AP39 na poziom transportera GLT-1 

w prŃŨkowiu oznaczony metodŃ podw·jnego barwienia immunofluorescencyjnego skrawk·w 

m·zgu. Wyniki przedstawiono jako ŜredniŃ intensywnoŜĺ fluorescencji Ñ SEM i analizowano 

z zastosowaniem jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) i testu post hoc Sidakôa (n=6, 

*p<0,05 vs. SHAM, #p<0,05 vs. MCAO; j.u. ï jednostka umowna). Na rycinie zamieszczono 

takŨe reprezentatywne zdjňcia skrawk·w m·zgu w obszarze prŃŨkowia: GFAP (czerwony), 

GLT-1 (zielony), jŃdra kom·rkowe wybarwione DAPI (niebieski), skala = 50 Õm;  

oraz ilustracjň wskazujŃcŃ lokalizacjň analizowanego obszaru m·zgu  

(pomaraŒczowy kwadrat). 

 

 

7.1.2.3. Poziom transporter·w glutaminianu VGLUT1 i VGLUT2 

 

Opr·cz transporter·w GLT-1 i xCT w regulacji zewnŃtrzkom·rkowego stňŨenia 

glutaminianu zaangaŨowane sŃ takŨe pňcherzykowe transportery glutaminianu. W badaniu 

poziomu tych biağek metodŃ Western blot w grupie zwierzŃt MCAO+AP39 wykazano istotny 

spadek poziomu transportera VGLUT1 w prŃŨkowiu w stosunku do zwierzŃt poddanych tylko 

MCAO (p=0,0184; Rycina 23A), natomiast u zwierzŃt kontrolnych badany zwiŃzek zwiňkszyğ 

poziom tego transportera (p=0,0485). VGLUT1 odpowiada za regulacjň iloŜci glutaminianu 

uwalnianego do przestrzeni zewnŃtrzkom·rkowej poprzez transport tego neuroprzekaŦnika do 

pňcherzyk·w synaptycznych. Nie wykazano natomiast istotnego statystycznie wpğywu 

podanego zwiŃzku AP39 na poziom transportera VGLUT2 ani u zwierzŃt kontrolnych 

(SHAM) ani poddanych MCAO (Rycina 23B). 
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Rycina 23. Wpğyw MCAO oraz podania zwiŃzku AP39 na poziom pňcherzykowych 

transporter·w glutaminianu (A) VGLUT1 oraz (B) VGLUT2. 

Obok wykres·w zamieszczono zdjňcia reprezentatywnych immunoblot·w wraz ze zdjňciami 

korespondujŃcej zawartoŜci biağka cağkowitego w pr·bkach (poniŨej). KolejnoŜĺ pr·bek na 

zdjňciu odpowiada kolejnoŜci grup badanych przedstawionych na wykresie. Wyniki 

przedstawiono jako ŜredniŃ Ñ SEM i analizowano z zastosowaniem jednoczynnikowej analizy 

wariancji (ANOVA) i testu post hoc Sidakôa, (n=6, *p<0,05 vs. SHAM, #p<0,05 vs. MCAO). 

 

 

 

Analiza mikroskopowa skrawk·w m·zgu barwionych immunofluorescencyjnie 

wykazağa istotny spadek poziomu VGLUT1 u zwierzŃt otrzymujŃcych AP39 po udarze 

w stosunku do grupy MCAO w obu badanych strukturach (kora: p=0,0362; prŃŨkowie: 

p=0,0171; Ryciny 24-25). Sama procedura MCAO znamiennie zwiňkszyğa poziom VGLUT1 

zar·wno w korze m·zgowej (p=0,0287) jak i prŃŨkowiu (p=0,0216) w stosunku do grupy 

SHAM. 
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Rycina 24. Wpğyw MCAO oraz podania zwiŃzku AP39 na poziom transportera VGLUT1 

w korze m·zgowej oznaczony metodŃ podw·jnego barwienia immunofluorescencyjnego 

skrawk·w m·zgu. Wyniki przedstawiono jako ŜredniŃ intensywnoŜĺ fluorescencji Ñ SEM 

i analizowano z zastosowaniem jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) i testu post hoc 

Sidakôa (n=6, *<0,05 vs. SHAM, #p<0,05 vs. MCAO; j.u. ï jednostka umowna). Na rycinie 

zamieszczono takŨe reprezentatywne zdjňcia skrawk·w m·zgu w obszarze kory: MAP-2 

(czerwony), VGLUT1 (zielony), jŃdra kom·rkowe wybarwione DAPI (niebieski),  

skala = 50 Õm; oraz ilustracjň wskazujŃcŃ lokalizacjň analizowanego obszaru m·zgu 

(pomaraŒczowy kwadrat). 
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Rycina 25. Wpğyw MCAO oraz podania zwiŃzku AP39 na poziom transportera VGLUT1 

w prŃŨkowiu oznaczony metodŃ podw·jnego barwienia immunofluorescencyjnego skrawk·w 

m·zgu. Wyniki przedstawiono jako ŜredniŃ intensywnoŜĺ fluorescencji Ñ SEM i analizowano 

z zastosowaniem jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) i testu post hoc Sidakôa (n=6, 

*<0 ,05 vs. SHAM, #p<0,05 vs. MCAO; j.u. ï jednostka umowna). Na rycinie zamieszczono 

takŨe reprezentatywne zdjňcia skrawk·w m·zgu w obszarze prŃŨkowia: MAP-2 (czerwony), 

VGLUT1 (zielony), jŃdra kom·rkowe wybarwione DAPI (niebieski), skala = 50 Õm;  

oraz ilustracjň wskazujŃcŃ lokalizacjň analizowanego obszaru m·zgu  

(pomaraŒczowy kwadrat).  
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7.1.2.4. Poziom podjednostek receptora NMDA 1, 2A i 2B  

 

PoniewaŨ ekscytotoksyczne efekty glutaminianu wynikajŃ gğ·wnie z jego dziağania 

przez receptory NMDA, a z kolei efekty stymulacji tego receptora zaleŨŃ od jego skğadu 

podjednostkowego, dlatego oznaczano wpğyw zwiŃzku AP39 na podjednostki receptora 

NMDA. W badaniu metodŃ Western blot nie wykazano istotnego wpğywu podania zwiŃzku 

AP39 na poziom analizowanych podjednostek receptora NMDAR ani u zwierzŃt SHAM 

ani MCAO (Rycina 26A-C). Sama procedura MCAO obniŨyğa poziom podjednostki 

NMDAR2A w korze m·zgowej (p=0,0129) i prŃŨkowiu (p=0,0015) oraz NMDAR2B 

w korze m·zgowej (p=0,0012). 
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Rycina 26. Wpğyw MCAO oraz podania zwiŃzku AP39 na poziom podjednostek receptora 

NMDAR (A) NR1, (B) NR2A i (C) NR2B. Obok wykres·w zamieszczono zdjňcia 

reprezentatywnych immunoblot·w wraz ze zdjňciami korespondujŃcej zawartoŜci biağka 

cağkowitego w pr·bkach (poniŨej). KolejnoŜĺ pr·bek na zdjňciu odpowiada kolejnoŜci grup 

badanych przedstawionych na wykresie. Wyniki przedstawiono jako ŜredniŃ Ñ SEM 

i analizowano z zastosowaniem jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) i testu post hoc 

Sidakôa (n=6, *p<0,05, **p<0,01 vs. SHAM).  


