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2Wy kaz skr -t - -w

3-MST 1 sulfotransferaza-gnerkaptopirogronianu
(ang.3-mercaptopyruvate sulfurtransfergse

aCSFisztuczny p-dygeniowpn- Zzgowo
(ang.artificial cerebrospinal fluid

AHAT Ame r y k ddkarkystve Kardiologiczne
(ang.American Heart Association

AMPARi r e c e p t o famitko@-aydraksy®metylo-4-izoksazolopropionowego
(ang.U-amino-3-hydroxy5-methyt4-isoxazolepropionic acid receptor

ANOVA i analiza wariancji
(ang.analysis of variance

AP przedniotylnie
(ang.anteroposterioy

ASAT Ame r y keddarkystvo Udarowe
(ang.American Stroke Associatipn

BSAial bumi na surowicy bydlncej
(ang.bovine serum albumjn

CllCVikompl eksy gaCGu¥ha oddechowego |

CADASILTarteri opatia m-zgowa dziedziczona W spc
zudar ami podkor owy mi i |l eukoencefal opati N
(ang.cerebral autosomal dominant arteriopathy with subcortical infarcts and
leukoencephalopathy

CAPSI kwasN-cykloheksyla3-aminopropaneulfonowy
(ang.N-cyclohexy3-aminopropanesulfonic acjd

CBSi b-syntaza cystationiny
(ang.cystathionineb-synthasg

CCAitntnica szyjna wsp-Ilna
(ang.common carotid artelly

CCAOizamknincie tntnicy szyjnej wsp-lnej
(ang.common carotid artergcclusior)

CD861 marker mikrogleju typu M1

(ang.cluster of differentiation 86



CD20671 receptor mannozowy, marker mikrogleju typu M2
(ang.cluster of differentiation 206
CSEI o-liaza cystationiny
(ang.cystathionines-lyase
DAPIT 4® 6 d i a r2ifethyyoimdol
(ang.4-Hjo  d i a2rphedylindodg
DMEMipo Uy wk a hEaglenwddyikowana przéaulbecco
(ang.Dul beccods modi)fi ed Eagle medi um
DMSO1 dimetylosulfotlenek
(ang.dimethyl sulfoxide
D-PBSibuf orowany roztw-r soli fizjologicznej D
(ang.Dul beccods phosphate buffered saline
DV i grzbietowoebrzusznie
(ang dorsoventra)
EAATitransporter aminokwas-w pobudzaj Ncych
(ang.excitatory amino acid transporter
ECAitntnica szyjna zewnntrzna
(ang.external carotid artery
ESUSI udar spowodowany zatoreomieustalorej przyczynie
(ang.embolic stroke of undetermined soyrce
FAD/FADH2T dinukleotyd flawinoadeninowy (forma utleniona i zredukowana)
(ang.flavin adenine dinucleotide
FBSipgodowa surowica bydlnnca
(ang.fetal bovine seruin
FCCPI cyjanek karbonylu 4trifluorometoksy)fenylohydrazon
(ang.carbonylcyanide4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazope
GFAPi maker astrocytarny, kwaSne biagko wg-kienk
(ang.glial fibrillary acidic protein)
GLT-17 transporter glutaminiani; odpowiednikludzkiegoEAATZ2 u gryzoni
(ang.glutamate transporter)1
HSisi ar kowod - r
(ang.hydrogen sulfide
HBSSizr - wnowaUony roztw-r soli Hanksa

(angHanks 6 bal angted salt solution
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HDACL11 deacetylaza histawal
(ang.histone deacetylasg 1

HRPi peroksydaza chrzanowa
(ang.horseradish peroxidaje

HXK i heksokinaza
(ang.hexokinasg

ICAitntnica szyjna wewnntrzna
(ang.internal carotid artery

IDH 7 dehydrogenaza izocytrynianowa
(ang.isceitrate dehydrogenage

J.u.1 jednostka umowna
(ang.arbitrary unit)

LACI T udar zatokowy/lakunarny
(ang.lacunarinfarct)

LC-MSichromatografia cieczowa sprziUona ze spe
(ang.liquid chromatography mass spectrometyy

LDH i dehydrogenaza mleczanowa
(ang.lactate dehydrogenake

LPST lipopolisacharyd
(ang.lipopolysaccharidg

MAP-2i mar ker neuronalny, biagko zwi Nzane z mik
(ang.microtubuleassociated protein)2

MCAititnica Srodkowa m-zgu
(ang.internal carotid artery

MCAOizamkni Aci e t At nigeryu pSar ozdwki oew expdlacji - pzogdud;a n'y ¢ h
zamknificia tiAatnicy Srodkowej m-zgu
(ang.middle cerebral artery occlusion

MCP-1ibi agko chemotaklityczne monocyt - w
(ang.monocyte chemoattractant protiep 1

MGIURT receptor metabotropowy glutaminianergiczny
(ang.metabotropic glutamate recepjor

MLiTSr o d kbacmie

(ang.mediolatera)
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MTT 7 bromek 3(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylotetrazoliowy
(ang.3-(4,5dimethylthiazol2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
Na'K*ATPazai pompa sodowgotasowa
(ang.sodiumpotassium punjp
NAD*, NADH i dinukleotyd nikotynoamidoadeninowforma utleniona i zredukowana)
(ang.nicotinamide adenindinucleotide
NGSI surowica kozia
(ang.normal goat seruin
NIHSST skala udarowa Narodowego Instytutu Zdrowia
(ang.National Institutes of Health stroke scple
NLRP371 inflamasom NLRP3
(ang.NOD-like receptor family, pyrin domain containingy 3
NMDAR i receptoN-metylo-D-asparaginowy
(ang.N-methyiD-aspartate receptQr
OCRiwsk a¥ni k zuUycia tlenu
(ang.oxygen consumption rgte
OGDi model deprywacji tlenu i glukozy
(ang.oxygen glucose deprivation
OXPHOSI system fosforylacji oksydacyjnej
(ang.oxidative phosphorylatign
PACliudar obej muj Ncy c¢cziSIi przedniego obszaru
(ang.partial anterior circulation infarct)
PBSibuf orowany roztw-r soli fizjologicznej
(ang.phosphatébuffered saling
PDH1 dehydrogenazpirogronianowa
(ang.pyruvate dehydrogenase
PFAT paraformaldehyd
(ang.paraformaldehyde
PFK' fosfofruktokinaza
(ang.phosphofructokinage
POCliudar obejmuj Ncy tylny obszar wunaczynieni s
(ang.posterior circulation infarck
PVDF1 polifluorek winylidenu
(ang.polyvinylidene fluoride
12



RNS- reaktywne formy azotu
(ang.reactive nitrogen specigs
ROS- reaktywne formy tlenu
(ang.reactive oxygen species
rt- PAT rekombinowany tkankowy aktywator plazminogenu
(ang.recombinantissue plasminogen activajor
SDSi siarczan dodecylu sodu
(ang.sodium dodecyl sulfate
SEMibgNd standardowy Sredni ej
(ang.standard error of the mean
SHAMizabieg pozorowany; grupa zwierzNt poddan
SQORI oksydoreduktaza siarczkowchinonowa
(ang.sulfide quinone oxidoreductgse
TACliudar obej muj Ncyunacayljigniapr zedni obszar
(ang.total anterior circulation infarct
TBST mieszanina soli fizjologicznej buforowanej tris
(ang.tris-buffered saline)
TBSTT mieszanina soli fizjologicznej buforowanej tris, z dodatkiem Tween 20
(ang.tris-buffered saline + Twegn
TIAiprzemijaj Ncy napad niedokrwienia m-zgu
(ang.transient ischemic attagk
TLR4 7T receptor ToH podobny 4
(ang.Toll-like receptor 4
TPP' i kation trifenylofosfoniowy
(ang.triphenylphosphonium catign
TTC1 chlorek 2,3,5rifenylotetrazoliowy
(ang.2,3,5triphenyktetrazolium chloridg
UK 1 Wielka Brytania
USAT Stany Zjednoczone Ameryki
VGLUTipncherzykowy transporter glutaminianu
(ang.vesicular glutamate transporter
Xc T antyporter cystyngglutaminian

(ang.cystineglutamate antiporter

13



3. Streszczenie

3.1. Streszczenie

Udar m-zgu | est drugN (po chorobie niedo

wysthiippwagcaynN Smierci, a takUe pierwszN pt
dorosgych. Znakomita winkszoSI przypadk:-w uc
ikl asyfi kowana jako udar niedokrwienny. Tr om

tkankowego aktywatora plazminogenu-@tA) j est jedynN dostiapnN
wykorzystanie |jest dodat kowo ograniczone ze€
dl atego tyl ko ni ski odsetek pacjent-w otrzy
koniecznoSi gruntownego poznania mol ekul ar n

i opracowania nowych strategii terapeutycznych.

Siarkowo8),r gdqaHowa czNsteczka endogegngal i za

neuromodulatorwy daj e si i byl 0 bwi terapiu ydaic njedokrziennefoz k i e m
Zaburzenia wendogennej produkcji 4% zaobser wowano w przypad
neurologicznych, np. udaru m-zgu i zabur zeEE
cierpi Ncych na ni edokr wi eni e m- zgu) ,e cCo \

terapeutyczne tej czNstSecw kif or nlieenak e wejod i
bezpiecznej or az skutecznej d atwéine zadahia k aU-c

I nteresuj Ncym rozwi Nzaniem pozwalaj Ncym uni

nowego, stabil nego i2S, avw il N AR3OU Jest | ton doadr B8c e g o F
uki erunkowany na mi tochondri a, co j est sz
mi tochondri - -w ma k | neuworagemeracjivz yn satc iz e poji Mélarzey

aprzywr -cenie funkcji mitochondri-w moUe byl

progresji udaru.

PoniewaU wudar ni edokr wi enny charakteryzu

proces- w, kt - rych punktem koG owym | est S mi
byga analiza wpgywu AP39 na gg- wne Kompone
ekscytotoksycznoSIi, zaburzeni a met abol i zmu

W badaniu wykorzystano model vivoni edokr wi enia m-zgu U szczur

Sr odk owa,jMCAD) prgz modelein vitro: deprywaciji tlenu i glukozy(OGD)

14



/' reoksygenaciji I i ni i -22kicstyrmutowakychiipepalisachargdenm y ¢ h t
(LPS) hodowli pierwotnyctk o m- r ek mi krogl.eju kory m-zgowe|j

Przej Sc-mbweat oe MCAO zostago wuUyte do

niedokrwienia m-zgu U SzZCzZUur - -w Szczepu Spr ac

dawce 100 nmol/kg m.c. doUyl ni e, 10 min
przeprowadzeniu operacj.i pozorowanej (sham).
Phillipsoba i objAntoSi z a virdegylotetrazolidwgm (WTCG.ni u cC

Chromatografia cieczowa ze spektrometri N m
zewnNtrzkogn utkawiemioanu w mi krodializatach m-
iod swobodnie poruszaj Ncych sifi zwierzNt 24
izolowano2 4 godziny po reperfuzji. Poziom biagka
receptora NmetyloD-aspar agi nowego, kl uczowych enzym-

mi tochondrial nych kompl eks-w gaCGcucha odde

chinonowej [ mar ker -w aktywacj. mi krogl ej u
m-zgowej, prNUOkowiu i hi pokampie p-gkuli i S
poddano barwieniu przeci wci agami skierowany
izobrazowano za pomocN mikroskopii konfokal nq

Kom:- r ki neu2dnglomdadamMd procedur ze OGD w

warunk-w niedokrwieni a- 25w NoelawaARP89 d¢ 1(pod
hodowl ane|j podczas etapu OGD (21 godzi n) i
stanowi gy -Xdmho#dowadile w standardowych warun
zawierajNca glukozn). Zbadano UywotnoSi kom-
zewnNtrzkom-rkowej dehydr BHupresceayjgy bamnk 3@ a n o we |
zostag zadot osoevaxmoywani a pot encjPaoges fodfofylaci y mi t
oksydacyjonkerje S4 msityagpopr zez pomiar wska¥ni k a

opartych na technologii Seahorse.

Hodowl e pierwotne mi krogl ej u -Zpdniawohot owar

osesk-w szczura szczepu Sprague Dawl ey i
met odN wytrzNsania. Kom-r k250 nM) kreeb ddngadzioy, z AP

anastnpnie poddawano stymul acj.i LPS (50 ng/

15



OUywotnoSi kom-rek w teScie redukcji MTT, po

iprzeciwz apal nych w poUywce hodowl ane|j

Wykazanonast ngpnij gani e AP39:

1) i stotne zmni ejszeni e deficytu neur ol ogi
uszczur-w otrzymuj Ncych AP39;

2) znamieni i dgulNmtukcivad nUenia zewnNtrzkom-rKkow
wgrupi e MCAO+AP39 w por-wnaniu do grupy M
3)zwi nkszeni e pozi ocmedpowiedaanegp aa wyehmwyd zwinyr
glutaminianu ze szczeliny synaptycznej do
4 obni Uenie poziomu transportera VGLUT1, k-
pncherzyk-w synaptycznych;

5 zwi nkszenie poziomu dehydrogenazy pirogro
proces gli kolizy z cykl em Krebsa, w p
wpor -wnaniu do grupy MCAO;

6) zwi nkszeni e produkciji neArdnBinych w poddaryeh- r k a c
OGD/ reoksygenacji w obecnoSci AP39;

7) zmniejszenie poziomu CD86, markera klasycznie aktywowanego mikrogleju,
zwi Nzanego z odpowiedzi N prozapalnN, w g
grupy MCAO;

8) zmniejszenie stymulowanegoprzez LPS uwalniania cytokin prozapalnych
whodowl ach mi krogleju w obecnoSci AP39.
Podsumowuj Nc, uzyskane wyniki wskazuj N, I

przeciwdziagaj Nce ekscytotoksycznoSci, zabur

czyli procesomwy st ipuy Ncayst ipst wi e us z kreperiugyméga ni e c

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 caumeeriay
occlusion and classified as ischemic stroke. An intravenous thrombolysis with
therecombinant tissue plasminogen activatorBa) 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 K>S), a gaseous signaling molecule and amdogenous
neuromodulatqgr seems to be a promising ageint the treatment of ischemic stroke
Disturbances in endogenous3H production have been observed in many neurological
diseases, e.g. stroke and depressive disor@s® common in patients suffering from
cerebral ischemia)ndicating potential therapeutic application of this molecule. However, the
administration of gaseous.8 and determining a safe and effective dose for each paient
avery difficult task An interesting solution to avoid these limitations is the use of the novel,
stable and sloweleasing HS, AP39compound It is a mitochondridgargeted HS 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 vivo model of brain ischemia in rats (middle
cerebral artery occlusion, MCAQO) as well asvitro models: oxygefglucose deprivation
(OGDYreoxygenation in HI22 neuronal cell line antipopolysaccharidgLPS)-activated

primary cultures of microgliaells from brain cortewere used in the study.

Transient 9émin MCAO was used to induce focal cerebral ischemia in Sprague

Dawley rats. AP39 was administered in a single dose of 100 nmol/kg.,wL0 min after

restoration of blood flow or performing shan
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and infarct volume in 2,3;Biphenyltetrazolium 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 transportersnethylD-aspartate receptor
subunits, key enzymes of glycolysis, Krebs cycle, mitochondrial respiratory chain complexes,
sulfide-quinone oxidoreductase and markers of microglia activation were investigated by
Westernblot analysis in the cortex, stum 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) wasadded tothe culture medium during OGD (21 hours) and
reoxygenation (3 hours) periods. The control group was represented-Bf EdIlls cultured
under standard conditions (normoxia and mediaataing glucose). Cell viability in MTT
reduction test as well as the level of extracellular lactate dehydrogenase (LDH) were
determinedFluorescentlye JG-1 was used to estimate the mitochondrial membrane potential.
The process of oxidative phosphorylation was determined by the measurenoxygeh

consunption rateusingSeahorsdased assays

Primary cultures of microglia were prepared from the cortex-&fday 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 antiinflammatory cytokines in culture medium were estimated.

The following effects of AP3%ere 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 GLIL transporter responsible for glutamate reuptake from the
synaptic cleft into astrocytes;

18



4) decreased level of VGLUT1 transporter, which regulates glutamate transport to
synaptic vesicles;

5) increased level of pyruvate dehydrogenase, the key enzyme litthkengrocess of
glycolysis and Krebs cyclen the striatum ofMCAO+AP39 group, comparing to
MCAO group

6) enhanced ATP production in neuronal cells subjected to /@GKygenationn 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 LPSimulated release of piiaflammatory cytokines in primary
cultures of microglia in the presenceAP39.

To conclude, the obtained results indicate that AP39 may activate the mechanisms
counteracting excitotoxicity, metabolic disturbances and microglia activation, processes

following ischemiareperfusion injury in the brain.
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4. Wst np

41. Udar m- zgu

Wedgdgug definicj.i Swi at owe | Organi zacj i Z

m-zgu | eswysttoNpAineangiee ogni skowych | ub uog- | ni

trwaj Ncych gddginyOep pi &dwadzNcych do Smierci,
przyczynami nactzghki mwyuminoc.i u Wgg:- wnym czynn
okl asyfikacj. di agnostycznej j est czas trw

dodat kowego odr-Unienia przypadk-w plfAzemi j a]
ang transient ischemic attagk, w kt-rych ogniskowe objawy n
kr-cej godzidy [124 Jednak wydaje sin, Ue przy
rozpowszechniana definicja ulegga dezaktual!

godznobecnie nie znajduje odzwierciedlenia w

udaru m-zgu powinno nastNpil jak najszybci e]j
sin przypadki udar -w atypowych, kt-re cznst
30-50 % pacjent - w z rozpoznaniem TI A w obr

magnetycznego obecne sN zmiany Swi ad2lzNce |
WSwi etle wsp-gczesnych bada® udaru m-zgu mol
j Ndra zawagu (i noeeczed mawtwstcyebpmpap-jonenep
w kt-rej ni edokr wienie nie doprowadzi go | es
Wskazuje sin r-wnieU na duUN zmiennoSi w
wwar unkach ni e d o kpacyemntamn i Rlategonizgodniey z zaleceniami

Ameryka@EGkiego Towar zy s tavpAmKraan dead Assariationz n e g o
iAmeryka@Eskiego Towar zyand. waericihdSiroke wssaciatipn( A S A,
przyj muje sihn, Ue czas trwania objaw-w nie |
o klasyfikacji diagnostycznej. Obecniewtygnr ocesi e podkreSla sifn zn
met od obrazowani a, stwierdzaj Ncych uszkodz
wokreSlonym obszarze[3dlyRdadybugwwj Wastz Npi ewe
m-zgu Swiadczy nagge wystNpienie objaw-w

ogni s k oabse& uszkodzgnia odpowiarkkkresowu naczyni eni a tHAtnic
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Akt ual ne dane epidendkdfpzgimlzmen owskatz up Nz
udarum- z @& Sww 20t9irekuPor - wd@jnec z ostatnich 30 |
znaczNcy wzrost bezwzgl ndnej l i czby przypadk
wsp-gczynni k zapadalnoSci wSr.-d[5.8dacupensiUa
U @rzez okes 40 latififidzy rokiem201Q a2050 1 i ¢ z b a pudarynp ezdgku- wz r o Sn i
ponad dwukrotnie[6]. Ud a r m- zgu | est drugN (popodhor obi
wzgi dearz ist 0Sci przyczynN Smierci na Swiecie
i nwal i dztwa w popul acj.i os-b dorosgych kraj
nie tylko w kontekScie klinicznyon.Udaljest r - wni
najczfistszN przypcawypdesdadyak iwiekas drugN c
ot npieni a or azemirygykaodepregji, 9¢ Klay Ryciniekliprzedstawiono
wska¥ni k Swnidazemez qw Sca pr zestr zenprzelbzerius ko tr
nal00000 os-b w popul acji wy b rAp arazad dk gkardanj e- wd azn
liczbowe z 2019 rokuB).
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250
Russia
200 China
World
150 — Poland
] Argentina
United Kingdom
— Sweden
Germany
United States
Australia
= France
OI T T T T T 1 ’Canada
1990 1995 2000 2005 2010 2015 2019
B
2019
in deaths per 100,000 individuals
M Russia 139.84
B China 127.25
B World 84.19
B Poland 60.95
M Argentina 47.31
M United Kingdom  34.48
M Sweden 31.83
B Germany 31.08
B United States 30.76
M Australia 26.19
B France 24.54
M Canada 23.59
Rycinal.Ws k a ¥ni k Swnidaszen -ezignuo Sicai pr z e2019r z e n i | at
wprzeliczeniunal0000 os-b w populacji wybranych kr
orazdokdgadne dane | i cDabeoputdikovrane2pfrdz Institute fonHeatB ) .

Metrics and Evaluation, Global Burden of Disease st agy poddane standar

wieku Fr[ll.dgo
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l stot N udaru j est zmni ej szona perfuzja
krwotokiem lub niedokrwieniemP o d st awo wy podzi ag udar -w m-:
patomechanizm obejmuje:

l) Udar niedokrwienny (~85% wszystkich przyp
2y Udar krwotoczny, zwiNzany z krwotokiem Sr

(~15%)

3y Udar Uyl ny, zwi Nzany z zRHKO.zepicN Uyl nN m

42. Udar niedokrwienny m-2zgu

Do najczninSciej wystihipuj Ncychwylkl eOwy wad@a:
jest zamknifciem tntnicy i py.S&kmizepeninamwd @[k
naczy@® tnAntniczych skgada sin w duUe|j mi er z
niedokr wi ennego m- zgu |jest zator powstagy
zawar tdeeflcibfNe r y t r @]y W Pelsce w lataci013 2023k aUdego r ok
odnot owan-B8 00 koydga ncl pacj en tpewwdu hoppszpania edari z o w a |
ni edokr wi ennego m- zgu (kod rozpoznani a | 6 3
Kl asyfikaciji Chor - b i -1B)r[k8H4].e mO kwe fiz4d% Jofnaoct j neynct h-
umi era do 30 dni od z @doadkwpo adaraen \V &atach 2022k o § o 3 |
odnot owano kil kuprocentowy wzr ost Smiertel
pandemi N i rozpowsze<lOni ePmicg ne nicnf,e kkctj-ir zGO \WIrD
wymagaj N cagodobowej opi eki z cpoo wid @ w Nd gou g o
wskazuje na duUN skaln problefgi15hidaru m-zgu

4.2.1.Czynniki ryzyka

Czynni ki ryzyka udar u ni edokr wi ennego m
modyfi kowalne oraz niepodlegaj Nce modyfika
| NTERSTROKE, przeprowadzonego wW oparciu o da

na to, Ue w kaUdym regionie, wSr-d r-Unych ¢
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ryzyko udaru w 90% odpowi eanei nobyfikpvealmychj e s t
czynni k-w ryzyka:

itnadci Snienie tAtnicze,

c:

pal eni e papieros- w,

otygoSi,

c:

UniewgaSciwa diet a,

i maga aktywnoSi fizyczna,
U hiperlipidemia,

U cukrzyca,

i spoUywanie alkohol u,

C:

choroby serca,

Uni ewgaSci wy stosunek polB) omu apolipop

WSr-d czynnik-w ryzyka udaru m-zgu niepodle

pgel oraz ugvameatnkoameaiia etniczne. Poni ewa(U
ryzyka poddaje sin |leczeniu farmakol ogiczner
eliminacja poprzez zmiann stylu Uyci a, i ch

t emat odgrywaj N kluczowN rolfn w doskonal eni
udar u .m-Wagrut o podkreSlili, Oe dziagani a pro
interdyscyplinarny i o b |7, B8p M]aRetrospeklywna acenk a c j i
wysthpowania czynnik-w ryzyka moUspalwpbSci wni
pacjenta po przebytym udarf20]. Istotne znaczenie w takiej ocers&anu funkcjonalnego
chorego po incydencie wudaru niedokrwiennego
wystfipowanie chor-b wsp-gistniejNcych oraz r
n

czynni ki wpgywaj Nce na znaczne ob[@ll.Uenie spr
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4.2.2.0bjawy

CechN wsp-InN objaw-w wystnpuj Ncych w r -
naggy charakter. WSr.-d klinicznych objaw-w u
1 zaburzenia ruchowe w postaci np. ni eo
ataksji i zaburze@® koordynacji ruchowe
1 zaburzenia czuciowe np. utratleczbyezuci a
koE&zyn,
T r-Une formy zaburze® widzenia, w tym n
1T zaburzenia mowy, m. i n. dyzartria (tru
(trudnoSci Wwr asotzwaoh) e picalf azg G ruchowa
wdoborze sg§g-w),
1T zaburzenia =zachowani a [ poznawcze np.
pami nci , dezorpemneatjaennaasowbemoUno

codziennych czynnoSci

W zaleUnoSci od lokalizacji wudaru niedok
objaw-w typowe dla uszkodzenia rejon-w m-2zg
poszczeg-lne tnAatnice. W obrazie klinicznym
jest przytomny i charakteryzuj e defisyte neprolagiczitymu j Ncy m
wprzeci wi e@Est wi wotdoocznodgou w kt-rym znaczny
obserwowany jest j uU, upaceotme rccaimesttaapcthjoN oawamu r:
przytomichhStcan @pi suj eWsbodr jdkioeriitnU&d . udar u
wprzypadku udaru niedokt adbejnanveyg ow rgz@sitkac iwy s
ggowy, cz¥Y22lwymi ot - w

Objawy udaru m-zgu nie sN jednozona®ezni e ¢
r-wnieU w innych jednostkach chorobowych. Pr
z powodu podejrzenia wudaru m- z gsiokenmamicss c hor z
Nal eUON do nich m.in. zburzenia ukgéwtym przed
najcznSciej] hi pogli kemia), mi grena z aur N,
R-Unicowanie udar u or makluczave pnaczeaidE lgmon ti etk § auij eN ¢

ngszybs z e g o przyjncia odpowWeopmizylp adhk u,adwdg ipil i \
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pot wierdzeni a di agnozy udar u ni edokr wi enne
wszystkim odpowiednie badania obrazowBear dzo pomocne w tym wzgl
badanie me t opkrdizyjnej tomografii komputerowe[23, 24] Nal eUy pami nt al
omoUl i woSci wystNpienia objaw-w biAadNcych sku
wt - rurke wot ocznienie ogni ska zzaworawpooxe\Wwzmst z mi &
ci Snienia Sr-dsczaszh@wetgopé&letrum powi kjaE o
kardiologiczne,oddecbBotwegy, upB g kwabiszkieletosvego , mi n
imoczowego. Do powi kga®E& wudaru m- zpgw ewbhkekge:

zmnc z[2Bhi e

4.2.3.Klasyfikacja

Objawy kliniczne wudaru niedokrwiennego zz¢
martwicy m-2zgu. Prawi djowstSWor ae rzioas t lalgas ywyikk
OCSP Oxfordshire Community Stroke Projgct wed gug kt -rej wyr - -0Uni a

1) Udar obejmujNcy cznSi przedni egdartialbs zaru
Anterior Circulation Infarcy 7 34 % pr z y pgodzkawany na podstawie
nastfipuj Nccych objaw-w
f uszkodzenie wyUszych czynnoSci ner wowy
T niedowgad/ nw echncepbiezygm ¢fakresidau w por
zatokowegon p. w | edn,e]j koG zyni e)
T wy st np 2a3acechwymienionych w podpunkcie 4
2) Udar zatokowjtakunarny(LACI i Lacunar Infarc}yi 2 5 % pr z yobjang:k - w

f czysty udar ruchowywy § Ncnzineideowgad pirami dowy pr

mi ejsca uszkodzeni a, obejmuj Ncy mini mu
g-rnN i koE zynid dol nN),
f czysty udar czuciowf wy § Nczni e ni e dpzecwstionngd po § o
mi ejsca uszkodzenia, obejmujNca mini mu
g-rnN i koGzynin dolnN),

i udar czucioweruchowy;

~

zesp-g niedowgadu pogowiczego z toUstr
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3y Udar obej muj Ncy tyl nyi Robsteiar€irculatiom &nfareXy ni e ni a
24% pr z yobjany:k - w
1T zesp-g naprzemienny (uszkodzenie jedneg
jednej stronieorazni edowgad/ ni ed avgysu INipmadrdgej@§ o wi ¢
stronie)
T niedowgad/ ni edgczulica obustronne
1 izol owane obj,awy m- UdUkowe
1T izol owane jednoi mienne niedowidzenie p
4) Udar obej muj Ncy cagy p r z e din Total oAmteribra r un.
Circulation Infarc)i 1 7% przypabkawy (gNcznie):
T niedowgad/ ni edoczulica pogowicza,
f uszkodzenie wyUszych czynnoSci kor owyc

T ni edowi dzend6e7]lpogowi cze

Jednak powszechni e stosowana j est i nn
niedokrwienneg m-,z gw o0 p ar cCTOAST (@rialookQrd 10172 in Acute Stroke
Treatment)k t -wrpa owadza nastnpuj Ncy podziag etiol og

1 makroangiopatia

i zator pochodzenia sercowego

1 mikroangiopatia

i udar o innej etiologji

f udar o nieustalonej etiologiokre3any jako kryptogenny, spowodowamy. zatorem

o nieustalonej przyczynidESUS, ang.embolic strokes of undetermined source

kt -rego przyczynN mogN byl m.in. nieme, n

przegrody mindzyprzedsionkowej , przetrwag

aortalnej[28, 29].

Prawi dgowe okreSleniijstnewgkec ayoy nedar komt ;

wyboru sposobleczeniai prowadzenia profilaktyki, a w s
decyzji O przeprowadzeniu bada@&® genetycznyc
udaru m- zgu. Pr z yakrgtaedreino p snb U e myfgowa dzi e
autosomalny dominuj Ncy z wudar ami podkor owy mi
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ang. cerebral autosomal dominant arteriopathy with subcortical infarcts and
leukoencephalopathy. Jest t o najcznstsza dziedziczna
przyczynN uydaktu rmjzgruozpoznani e ] est mo Ul i
genetycznem{B0].

4.2.4.Patofizjologia

Prawi dgowe funkcjonowanie m-zgu dnawetos gego
okogo 25pmcemoedzgNd e glukazy[3] Hipeperfuzan deficyt energetyczny
w strefie objiAitpRomphekmewbdmozmiyaakmotd &k ul
roowi ja sifi i zmieniaswateasnlN kompwekwsdmcjehy
proces-w uszkadzaj Ncyjcdhstw Smpiné kiu hmomdodk win em

Przy zmni ej szeni u przepgywu m- zgowego r
w mitochondriach i syntezy ATP. Deficyt energetycamp woduj € zmni ej szeni
zal eUnej od ATpdtaspwempyo swywaov@uj e zaburzenie
idepol aryzacji NgeshjpUperrwkowsej . weé wajlan-zvk o m-

wapni owyc h, do czego przyczyni a sin aktyw
wapni owyc h, j ak i uwal ni anie jon-w wapnia
M- wi sini wrncz o tzw.angpcaldum@eedoajiv,ank tt- wappopl

kaskadn proces-w biochemi cglutapicidnuzp r navkaa &d¢ z edE
presynaptycznyclDbo wzr ostu poziomu zewnNtrzkom-rkowe
r-wnieU zmniejszenie wychwytu zwrotnego tego

j ego uwalnianie do przestrzeni pozakom-r kowe

Zwi nkszony pozi om zewnNtrzkom-rkowego g
st ymul acj n N-metyloB-aspacaginowych(NMDAR), co wpgywa r - wn
zwi nkszenie napgdywu jon-w wapibira dkom-krokno wykc
orazz wi N k s z e n reaktyvpngch foro thewnu azotu.Przedstawioa z j awi sko dzi

wysokiego poziomu zewnNt r wanaerk-srckyd vod ok sg/lcwtnare
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Zwi n ks z on geaktpwoyzh form tlenu azotu z jednej str
aktywacjn mikrogleju i produkcjn cytokin, z
w bgoni e mi tochondrial nej, uszkodzeni.e mi t
Mechani zmy uszkodzenia kom-rek nerwowych w p
Rycirie 2 [32, 33 War t o p o d&sanéplriolcesy wzajemnie na si
azaprezentowany schemat pokazuje wW spos-b L

zachodgtNcef we obj it ej] udar em
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‘ Przeplyw mézgowy

‘ Podaz tlenu w mitochondriach

Deficyt
energetyczny

‘ Synteza ATP

‘ Aktywnos¢ Na /K ATP-azy

Zaburzenie homeostazy jonowej

Depolaryzacja blony komérkowej

1 Naplyw Ca?* do komdrki

Uwalnianie z zakonczen presynaptycznych glutaminianu

Ekscytotoksycznos$é

Stymulacja NMDAR

Aktywacja proteaz Srodkomoérkowych 1 ROS, RNS Stres oksydacyjny

Uszkodzenie mitochondriéow  Aktywacja mikrogleju

Smieré komorek f Cytokiny Procesy zapalne

Rycina2. K o m- r knechaaizmy neurodegeneracji w przebiegu niedokrwienia
(NMDAR - receptor NmetyleD-asparaginowyROS- reaktywne formy tlenu, RNS
reaktywne formy azotu).
30



4241.EkscytotoksycznoSi

Mechanizm ekscytotoksycznego uszkodzeni a
czynni k-w neurodegeneracyjnych poj awi aj Ncyc
m- z g oEkscjtobks y c zno S ma i stotny wpgyw nlast K1 i ni
teU czynni ki em s pu sdsimkoene prokesy, takje jak depotajyzagjae i
okogozawagowa, zapal pnzec zcyzryi ag pNo pstiolz ado kdal

iprogr amowakienpn- rSenk en(®ycinadd\B2].c h

A / Ekscytotoksycznosé
Depolaryzacja )
% okolozawatowa Zapalenie
= e Tl Apoptoza
7 B N ’,/'/ ‘\\g /
’ eSS
Minuty Godziny Dni
Czas
RycinaywposWpgeg-Ilnych mechanizm-w uszkadzaj N
wyni k koEGowy oraz ich;rdzB2ljow czasi e

Glutaminian jest g § - wnnyenur oprzeka¥ni ki em pobudzaj N
ukgadzi e . neRmmoemyhowy wany j est w phncherzyka
ner wowyc h, z kt-rych uwalniany jest na dr od:z
Utrzymanie optymalnego poziomu nepro z e k awFtgjipkestrzeni stanowi warunek
prawi dgowego funk¢j omowani jaegmeuregulwacj n 0 (
transporter - w ami no kBAAE), wicphebuedxajwNcycht r@n
glutaminianu YGLUT) i antyportera cystyralutaminian X¢) [34].

Naj wi nksze znaczenie regulatorowe maj N tr
na astrocytach meuronachWy r - Ung & - verandmortery EAAT1, EAAT2 | EAAT3,
przy czym u gryzoni st oSTyGLE1IEACL Zaperiahq®% | Nc e
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wychwytu zwrotnego glutaminianze szczeliny synaptyczndjo astr ocyt -w odpo
jest transporter GL-L. Tr ans por t gl ut a mitymipaypadkualdb ykwoam - g ikn
gNczni e z transpor tiejednegb pratawec h Wj omr- ave ¢ $ ovah W S
t

ransportowany jest jeden kation potasu. W
glutami ny, kt -ra 0 d paspoitogvahna ijesti do gusonhue dzien i t
przeksztapwaema ¢lstami ni an. Za dostarczanie

presynaptycznych y¥@LUWIZ&dkeasystém & adgowisdpiainy jese

zZa transport dokom-r kowy czNsteczki cystyn
(w stosunku 1:1)Antyportertenk gada sin z dw-ch podjednost ek
za jego ekspresjn na powi er drodica (XCTKpozgpisujek i n
si A aktywn o Sdgo heteradmer[Bs.r t o wN

Glutaminian w przestrzeni wioNlthek o ns-irfk o wejzede
zreceptorami jonotropowymi NMDARoraz k wa s eamin&B-hydroksy5-metylo-4-
izoksazolopropionowego (AMPAR) a takUOUe z receptor ami
glutaminianergicznymi  (mGIuR) Wi ik sz o Si receptor - w NMDAF
zl okalizowanych jest na kol cacewpzestrzeniactt y c z ny
pozasynaptycznycH36]. Ek scyt ot oksycznoSi medi owana | es
NMDAR. Zbudowaonez lkoMplks w bi agkowych tworzNcych
jonowy i <cechuj N sin wysok N, pptaszi evapnizs[37¢ z al n o &
Receptory NMDAR sN heter ot ebligatnyjeeaza mdw- &kht - r
podjednostek NBftera@aech dwodlhi wywch podjednost
NR2C IlubNR 2 D . W korze m:-zgowe|j [ hi pokampie dor
podjednost ki NR2A i NR2 B, przy czym stosunelk
Sk §ad p kodyjreceptora determinujpe go wgaSci wo[c3D. funkcj one

W warunkach niedokrwienia dochodzi do mas
w tym glutaminianu do przestrzeni synaptycznej i pozasynaptyqanejwo d uj Nc n a d mi
aktywacjn recepmapgw wNMDAR w XRabuyzeniedomeastazk o m- r |
jonowe|j przyczynia sin ni e tyl ko do osmoty
odwr - conego sporieriaGlgFa ni lat t rwmnw warunkach ci Ngge
glutaminian z astrocyt-w dKopser&wenceiNi jere:
nadmie n a depol aryzacj a kom-r ek nerjwiowgahy m-kw -

cytoplazmatycznych, produkcij.i medi ator - w r
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kompleksowejk a s k ady proces-w biochemicznych pr ow
nerwowej[40]. Do t e ] pory podjnto I|iczneatagpnst bw kI i
r e c e p gluwaminianergicznych jako potgnal nych | ek - w rmweudarze pr ot e
nNi edokr wi e nedyakmiemr zgoi ocnakpiiess poezi ewany ¢@h rezul
42, 43].

4242.Zabur zeni e met ab o lidygfumkeja rkitoamondrik awwe g o

War unki beztl enowe powstage przez ni e
uni emoUl i wi adjnikleotyds hilotyrioamidoadeninoago (NADH), przez co
hamowana jest synteza AT°? k o m -. Pitograniln nie jest kierowany do mitochondrium,
ale jest przeksztagcany w mleczan przez deh
obni Uenia pH w kom-rce. W wyni k udinukdeptydir e a k c |
NAD*, dzinki czemu moUl i we | eisptodukcjoAlTP,rjednakna ni e
wstopniu wysoce niewystarczaj Ncym do pokryci

oSrodkowego uk[phdu ner wowego

Kom-r ki neuronalne w odr - -Unieninkomdd ast
aktywnoScaiplikbizp Spowsdowane jest to niskN akty
(PFK), kluczowego enzymw tym procesi e. Jednak zwinksze
aktywacji gli kol i zy wawostenau radrcid oyre,® vkioNJ er eski fn a:
oksydacyjnyj45]. G| ukoza w neur onach pr6fosfarankierevgaryan a |
gg- wni e do szlaku, p&nt ozxyofrmas f o rsdubzymmeRig oz n a C z
potencjagu antkyoonk-sryctlda eovajrmeagacw i schemid. o0bse

tego proces(#46].

N a skut ek Zzahamowani a przepgywu el ektro
oddechowyw ni ed ok r wi ,ewzrasta prlodukuja rekktywnych form tlenu m.in.
anionorodnika ponadtlenkowedd7]. Stres oksydacyjinpr az zwi nkszone stn
wapnia powoduj N otwarcie megoaskutkujed pw!l @ 5pngci|
bgony, r o Zgsforygagjig aksydaeyjnej iuwolnieniem m.in. cytodomu c do
cytoplazny oraz aktywadjls z | aku zapr ogr amo wapapopf4sE mi er c i k o
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Mitochondria sN or gdymmitzhysamianom kpto-drl e g aj R g

procesonfuz j i (gNczenia) i fizji (fragmentacji).
pul i funkcjonalnych mitochondri - w [4®rRzm i ch
obserwowana | est tuU przed apoptozN, r-wni
wudar ze ni edokrwiennym m-zgu, a zabl okowan

zapobiegal wuwal ni amplazmyic ytpo ¢Fmri amrhu Bonsika | c ktoan: r

Dysfunkcyjne mitochondria np. z obni Uonym
poddawane degradagio d S c i s & Nroc&s@ mitofagiil(abitofagii mitochondrialnej).
Wykazano, Ue pobudzeniceciemnymfmgzguwmadarpgezy
do zmniejszenia akumulacji reaktywnych form tlena stanowi potencjalny punkt uchwytu
dziagani a ney48,052rJoet derkacky j wema@aga to jeszcze d
poni emaMNU nie jest jasne, czy puszkodzerse mi t o
niedokrwiemei reperfugjnej e st kor zy s {53 94 Wil aad ckroan- rlké mi t of
aktywowana w neuronachk wi Ak s z ywi asSnoipeniw wyni ku reperfu
UdroUnienie tnintnicy powoduje nagge zwinkszel
utlenienia nagromadzonego bursztynianu przez kompleks dehydrogenazy bursztynianowej
(kompl eks 11 mitochondrialnego gaCGucha odde
produkcja reaktywnych form tlenu w mitochondrium stres oksydacyyn, kKt - -ry
prawdopodobnie | est czynni kiem aktywuj Ncym

wyni kaj Nce[55¢ reperfuzj.i

4.2.4.3. Proces zapalnyi aktywacja mikrogleju

Rola proces-w zapalnych w pr ogege gepti us z
obecnie bezsprzeczndJk g a d i mmunol ogi czny j est odpowi
wi nkszoSci proces-w patofizjologicznych w u:

ostrej do wielu dni od wysWzNepjieemnea oddedzicayd
proces-w powstawania zakjdepe oderewakcpiedlap
zapalenie zakrzepa(ang.thromboinflammatiop[56]. Sz czeg - | ni e iwdymot ne z
procesie ma j &ktywacp mikrogleju produkcja chemokin i cytokin prozapalnych

orazi nfiltracij5d. | eukocyt - w
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W ci Ngu jednej do kil ku godzima mejsce udar u
migracja oraz adhezja neutrofili do bariery krew- z g, cCo przyczyni a
rozszczelnienia. Wzrost -mrzegpgy wapastameo Sci |
naczyniowego obr znkuN infitrazjg W i mfraczyt p wFnii e jmakr
obwodowych.R- wnoczeSnie aktywowane sN kom-rKki re

nerwowym, astrocyty i mikrogldb8].

Kom-r ki mi krogleju mogN stanowi i nawet d
Wwar unkach fizjologicznych charakteryzuj N
kom-rkowym i silnie rozgagnzi onymi wypust ka
otacza$rmMaoceagwi ska. Na skutek zadzobadgomendoa czy
proliferacj.i [ akt ywowane kom:- r k.iMiknoglekmao gl e j u
zdol noSi modul owani a o0 dmpm popreed zvydzielamencytokimn | o g i C
ocharakterze prozapalnym (np. TNF, -11bL -6)lpr z e z kom:-r ki ty]

i przeciwzapalnym (np. H4, IL-10) przez mikroglej typu M2W udarze niedokrwiennym
m- zgu Kom:-r ki mi krogl ej u sN jako pierwsze

zwgaszczalb59p60ln umbr y

W uwalnianiu cytokinm.in. IL-1 fprzez mikroglejs zczeg -1 ni e i st ot nN
inflamasom NLRP3(ang. NOD-like receptor family, pyrin domain containing. 3Jest to
kompl eks biagkowy, kt - r eg o-kaspazel %.tJej caktywakja e f e k -
indukuepr odukcj n cytokin prozapdellnych z ich for

4.2.5.Koncepcja penumbry

Ogni skowe niedokrwienie m-zguktpowedw eobo

histopatologicznymwidocznes N ako j Ndro udaru. Obszar zaw
ni eodwracalnym uszkodzeniem neuron-w, o0otoczo
penumbr N) , w kt-rej zmni ejsizendepmowgodwnego |
martwicy[62].
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W strefie dokonanego zawagu regionalny m-
g/min powoduje skrajny deficyterggt yczny skut kuj Nc bardzo szy
wszystkich kom-rek oSrodkowego ukgdadu ner wow
dookoga jNdra udaru, w kt-rej wystngmjerbprze
kom-rek w strefie p-gcienia zachodzi na dr o
ispowodowana gg-wni e zj awWgki @mi aeksicit ot avkng
g adpego niedokrwienia( t z w. ol i gemi a), w Kkt -rej regi on
wystfipuje na pomil@ngimni paazWgicz&j5 nie prowa
neur oWr-az. z upgywem czasu dynamicznie zachod

powoduj N, Ue obszar zawagRycpaodM@Gliksza sifn o s

@ Jadro udaru (zawal)
@ Strefa polcienia (penumbra)
Oligemia

Czas

Rycina4 . P o d z urdegokroibng naatizy strefy j INrdduwea® u (strefi dol
zawagu, czyli martwicy), strnelfingemigiti et ae

gagodnego nora thziniana w ezasiea )

Poni ewaU poszczeg-lne strefy niedokr wieni
par ametr ami perfuzj.i i metabolizmu kom-r kowe
pomocy r- Ungykkrhazoevtamd a . Z § o togeme tyh atmeffestr d e m

obrazowaniet echni kN pozytonowej tomografi i®0,emisy|j
jednak obecniemetoda tama bardziej znaczenie historycznenie znajduje zastosowania

klinicznegow ostrejfazie udaru niedokrwienneg®3]. W pr akt yce kl i nicznej
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strefy jNdra udaru od penumbry wykorzystywa
met odN magnetycznego rezonansu jNdrowego or a
komputerowej. Przeprowadzem® stosunkowos zy b ki e | [ dokgadnej o]
poszczeg:-lnych obszar-w niedokr wi eplikage w m- z
Kliniczneewp gy waj Nc na decy zj fityconej wgabega paceniéd, &b, e Ok it
66].

ObecnoSi Uywych koestekad@l ipenhumanpatjywa
obszaru w skgadni ki energetMea@hiewodr z ear art ac
ni edotl enionych tkane&i enizaguc wycadmriniebvengjmisit i e f
teraputycznych. Czas Smeéeeren-w |jest dalradl@y ocdybloka
wy st Npi eonazrao zuldeagcguo Sci  kr NUeni a obocznego w d
ni ez wgmowiadangend s gu Ub me d yak mgsygybshapomocw naggych

przypadkach wystNpi ga7lia ni edokrwienia m-zgu

426.Post npowani e ipzpialeet $azigostiejal n e

Za fazn ostrN udaru uwaUa sifn okres od m
si - dmej doBkutchozmnd§l. | eczenia w duUej mi e
wdroUeni a, dl atego niezwykle istotne jest wc
najl epi ej w ci Ngu 60 minutzgoda wgsudKXpinan iuad
Obowi Nzuj Nce zalecenia podkreSlajN koniecznc

gaEucha przeUy@®yciaa5)\®l.udar ze m-zgu

Rozpoznanie tacznosc - - SOR/
objawdw alarmowa Kwalifikowana Kwalifikowany Oddzial
) pomoc transport .
Pierwsza 999 r2edszpitalna acienta Pododdziat
pomoc 112 P P pac] Udarowy

Rycina5. Dzi adania skgadaj Nce sif; nhr[@ghdgmuch p
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Nawi Nzuj Nc czche h ads(gna: tamg is brai) i celu, jakim jest
maksymalne skr-ceni e oazpapawa rokowaral mel & 5 pi walUn e a
jest rozpowszechnianiwiedzy na terat objaw-w udglkao wmSrgd peesad

medycznegocagbépodqvsec A Esytmvacel u st wor ztesho ang

FAST, kt -rego poszczeg-lne 1|iter ytyppveohawaj N {§a
udar u m- z g asymettilatwarzgagea,k os gabi e Armeizakuoz€B@z y ny
mowy (Speech , z koniecznoSci N wezwani a plo mocy

naj kr -t szZTme)- Byzima6[P]leR-(Une kampanie spodeczne w
w celu uwr aUl i wienia spogecze@E&stwa na ob
rozpozna®azlynkogSacdowo w Wi e | ckaneejgstwB rdyutUzerna i s kwarhii
karetkach pogotowia ratunkowegeo sprzyja jego rozpowszechniemiu- wni e U wSr - d
ni ezwi Mawadowor dhr s §u Ub NRyema@d.y c z n N

FACE SPEECH TIME
DROOPING WEAKNESS DIFFICULTY TO CALL 911
OPADAJACA OSLABIENIE TRUDNOSCI CZAS, BY ZADZWONIC
TWARZ RAMIENIA Z MOWA | WEZWAC POMOC
MEDYCZNA
A , >
Y = % ; : 911 |,
@
g o =
. J

Rycina6.Ha s § o, pFogtySdd zapanii ani a t &y tozpozjaaidlavnoayich
objaw-w udarpwdmR-rzeSd aj Ncy krytycznN rolfi cza
r - @ip.o:
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|

* WWEMERGENCY SJAMBULANCE W@ M.

When Stroke Strikes, Act FAST. Call 999 or 112 /&

Rycina7. H a s FASTpromowanea karetce pogotowieatunkowegp ¥ r [IlIH g o :

Wydzi ag Polityki Edukacyj nej [ Spogeczr
podstawi e wspomni anego hasgga opracowag pro
skierowany do naj mjodszego pokolenia w kadOU
Angel s, organi zacij.i The Lions Club I nternati.i
realizowana jest kampania plBohat er owi e 0, Z adjmagwi a3 TNca w p
spos-b historin rozpoznawania obj gRyecina8.udar u
Atrakcyjnedmavbeyijagy do nauki w przedszkol a
dostinpne <PBscdlViwni eU w

39



OPADAJACA ' g

RycnaBHasgo FAST w kampanji Te[viigacyjnej dI

W przypadku podejrzenia udaru m-zgu pode
dotyczNca kwal i fi kowan(ekgaor ettrkaln srpeaarntri umjain éy d Yo SN2 »
oddziagu udarowego. Po rozpoznani u osbjjuadwb- w t
ratunkowych pierwsza pomoc przedmedyczna obejmuje zabezpieczenie podstawowych
funkcji [6B}ci owych

W postnpowaniu przedsz poprzprawgdaeniu wywiadwn i k |
or az Zzabezpieczeniu dokument acj i medycznej
Uyci owych, tl enoterapi N, ocenN glikemi. i
u pacjenta[69]. Do oceny deficytu neurologicznego n
j est test FAST, ze wS8igwkondneWg & apawmsest olUBR i es

stosowany przez ratowni k- w medycznych c ha
wykrywal noSci i dok§adnol[8x 71] Waitcapgdkr& sitiy ctzenle jr ou
|l ogi styki mi ndzy s § u Ub a miszpitalngni o wmaksgmalpymi | a

skr-ceniu czasu trwania ga@®ucha przeUyci a.
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W warunkach klinicznych do oceny stanu neurologiczresgwyczajstosowana jest
Skala UdarowaNarodowego Instytutu ZdrowidN{HSS, ang. National Institutes of Health
Stroke Scalg kt araktcériryzujwy sokMN kBaudgon&ci N w ocer
pacjenta w fazie[QoWykaejanondarlle mu zgacjent - w
i mituj Ncymi udar wyyadkUwzyejw phalivnprstu do v
zudar em [24]) Rogadto wynik w skalNIHSSi st ot ni e koreluje z
udaru w badaniu obrazowym techni kN magnetycz
waUny czynnik prognostyczny w zakresie wystN

wczesnej[72. odl egge]

Przy przyj nszpitanywyk oordydwamegg sN badania kr wi
stinUenia glukozy =zgodnie z zaleceni ami Eur o
badania obrazowe np. tomografia komputerowa, perfuzyjna tomografia kompuyterowa
angiotomografial u b magnetyczny kte-zroenaps z g pNrdor wawyz a
potwierdzenia charakteru udaru (niedokrwienny lub krwotocf#8j)

4.2.7.Leczenie

Leczenie wudaru niedokrwiennego m-zgu odb
dedykowanych Od d zacha g Udarowych, w kt-rych Swiadczona
kompeksowa opieka medyczna nad pacjentfidi.

Do t ej pory w terapi. udaru ni edokr wi en
jednegorodzaju leczenidarmakologicznegd pr zy  uvekbynloiriowanego tkankowego
aktywatora plazminogenurt{ PA, inaczej alteplagza Ten | ek trombolityec
wjednorazowym podaniu doUylnym, jednak ze w:
(optymalny czas podania wynosi d6-60 minuto d wy s td&fipytu emeuiolagicznego
przy czym lek podawany jestazwyczajn i e p - F445i gedziny rod kledokrwienia
orazl i czne kryteria wykluczenia, n[fdgWWaszeyscy K
jestorastosowaat yl ko u okogo 10% choryc[il.na udar ni

Leczenie HPA zost ago wprowadzone dw RlazlisSc e ews t 2

standar demo |l eczenia ostrego u amglkg nmd., e d o k r
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maksymal ni e 90 mg ) . 10% dawki c-@igukowym] t e | P
nat omi ast pozostage 90% w ci N¢glyWhprzypadkwi e do
gdy chory znaj duj etyceaymmipnokdo 0 kqhedz itreyr a@e poj
obj aw- w padalvany jegkwas acetylosalicylowy w dawce 1800 mgdo 48 godzin
(j ak najwd zw$ s tdfisyfuenaurotgicznego_eczenie 1PA lub kwasem
acetylosalicylowynmu s i byl poprzedzone wykluczeniem kr

w badaniu obrazowytfv5].

Inny rodzaj leczenia przyczynowego stanowi leczenewn Nt r zt fobphiegap Nc e
mechanicay m usuni Aci u zakrzepu z t -fiPA nwvi noiegscu m- z g 0
powstania zakrzepu. Dopuszczalne okno czasowechtakabieg w wynosi zazwyczaj
6godzin od poj awi eniakrwiesnhego obj amb eovl iuzla r d o thi te
obecnie rekomendowana jako metoda z wyboru, jesizej stosowana jako terapia
alternatywna w przypadku b r a k u skutecznBAcipotdaosymnidoUy
lubw przypadkupacjent wvni espedni aj Ncych dkor yttreomb-owl ikzwa | di¢
[73,76]J ednak met od N upakiohchenshzgestgrambekipmia nuechaniczna

PilotaUowy program |l eczenia udaru niedokr
trombektomiimeban i ¢ z n e | funkcjonuje w Polsce od 201
trombekt omink wgkbréi®o zcthoRych na wudar ni edo
aw2 022 j5u%h pw z4y[p4d. WKk met odzi e tej wykorzystuje
mechanicznego usuwania skrzepu ze Swiatga n
s g u @Wolaspiracjis kr zepliny. Taki zabieg moUliwy | e:
duUych tnAntnic wewnNtrzczaszkowych. W przypad
3 godzin od udaru szansa na odzyskani e s p
w przedziale czasowym-8 godzin od wysth i eni a © bk a @ o w4cho¥ych
kwal i fikuj Ncych sif z a+PA\jakidronmbektordiiaridchdniczea, o | e ¢

W pierwszej kol ejnoSci rozffpoczyna sin | eczen
Po przyjnciejustodpgewiiedn eczeni aolejoegetapyn e go |

postfiApowani amuwarpu zynpadkpr obie| alkg keiniie powi |
neur ol ogicznych ,rielhbgbibtmiawspjrid]f of@ylkcthy kn wt - rn
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Wart o p o d k reezéniei przyczynovee, réperfuzyjnépodanie rtPA
lub trombektomia mechanicznad jedyry rodzaj terapiiu mo Ul iywioanjr N do pedg

s pr a wn odbechietylkoall3-85% chorychj e s t | eczony ¢/B. Niestetyen s p
wi fkszoSi pacj ensti-nw dnoi et ekgwoa Il tivfp k uf er api i , d |
poszukiwania nowych strategii farmakol ogi czn

4.3. Rolasi ar kowodoru w chorobach o0 poc

W ostatnich | at ach ZWr -cono uwagi na I
siarkowodoru (HS) w chor obach I8Spoocad geowsay zaklasyfikowang i
jako gazowN czNsteczkfi sygnal i z2986yrpka[N]. or a z
Gaztec har akteryzuje sin dobrN rozpuszczal noSci
przepuszczal noSi przez b § o My préadokowamyk pyzeze . Os
pojedynczN kom-rkn moUe w ci Ngu jednej sekur
kom-rek. Z drugi ej strony op-r bgon H$ pi dow
wpobli UOu jego p[r8 r whotrnaezg owiTFirccedfgadoni esi e E nz
dokgadne fizj éilSwgit&kam&kashn@d&niwaci NU nieznane
ograniczenia obecnie stosowanych techni k ana
interakcji chemicznych podczas ozndssSi/g,ni a il

80, 81]

4.3.1.Syntezaendogennegd»S

Istni ej N dwi e Sci e Uk H:S nymatgczng i neeendymatyeznan € g o
|l stotnN rolfi w produkcji tego gazotransmiter
i o-liaza cystationiny (CSE),
i1 b-syntaza cystationiny (CBS),
i sulfotransferaza-gherkaptopirogronian(8-MST) [82].
Dwa ©pierwsze z nich to enzymy <c¢cytozol owe,

pirydoksal u. Bi or N HiSrgej - wd z-eystaipy. IS Es ywyt 1tz i B U |
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wneuronach w stosunkowo magej il HSwi m-dlgat eg
przypisuj eMSB[83i CBS i 3
CBSwystfipuje gg- wmazaonw Sd s tkroohdigmneyssiny i k

cysteiny (lub dw-ch czNsteczek cysteiny). V
wreaktywnych astrocytach, co moUe wskazywal
H>S [84].

W produkcji HS przez 3MST bi erze udziagdg r-wnieU amin
( CAT) . Choci alC obecnoSi obu tych enzym-
w mitochondriach, jak icytop | a T8MET pr awdopodobnie zlokali z
wmacierzy mitochondrial nej rym.m-nz gonweeuyr oin - Wi pc
at akUe kom-r ek PU85ks6B7].ePyzg udnele BdSTkHiS powstaje
wwyniku przemiany daner kapt opi rogroni anu, powstagego
ketoglutaranu katalizowanej przez CA97].

Na drodze nieenzymatycznej endogenkigS mo Ue p o ws meursradh
i astrocytachz siarczk ww oben o S ¢ i czynni k [88]. Jeleak terk szlpkNc y ¢ h
biosyntezyH.Swy daj e si 8 mi elw zjnd gkoo mbei azlnoagcizoeznni eej a k t

Mi krofl ora jelitowa | est HkSol-Rrgteobacteria¥r - d g
DesulfovibrioorazDesulfobulbusk t - r e gNczni e stanowi N 82% ws:;
zdol noSi redukcji siarczan-w w ludzkiej okr
akceptor elektron-w w celu produkcj i[8ATP poc
Co istotne, mi krofl ora | elH:Sniwko niejsédbeo, alep § y wa |
t akUe og-lnoustrojowo, o) czym S wiyszyd ¢ z N
transgenicznyco0].

4.3.2.Metabolizm H2S

InaktywacjaH:Smo Ue z ac hod z i | utlenianimbilw rhetyladjiSianczae,
siarczek lub tiosiarczan mogN byl wydal ane
pokarmowym([91]. W oSrodkowym uK.Bawaiei arey wowym ze
wwy ni ku pobudzeni a neuron- w, a nastnpni e u
zmi t ochondri al nym gaEGuchem oddechowym do

przeksztagcony do Psioxzreszynue ikadiadn coarmame s
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transferazin siarkowN tiosiarczanu oraz oksyoc
mo Ue ul egal metyl acji do met anoti ol u [ S i
zmet hemo (P2, 83i nWarto zauwaUyi , H3kel etgyal jkNo untilsekni
w mitochondriach i wpgywaj N na zwi nHSzenie

hamuje oksydazi cytochromu c, przy[®gyniaj Nc

433Mechani zmyH8wi @a§ramdlkowym ukgadzie n

Do t e] pory opisano rHS8we ofeodaoiwymy u¥pg
ner wowy m, np. dotyczNce regul acji uwal ni ani
procesy zapal ne,nakarnya god djza majwevaini asewnNt r zko
sygnalizacyjne[95]. Pr zy k 8B modle przyczypniyamiul ad¢ijii dmece
NMDAR, utrzycgpdlotrwaesypalptgzemie w hi pokampi e
korzystny wp{3wMencah ama mimiiakt ywacji NaMDAR mo
zsul fhydmadjaM Yenulzacj N cyklicznego adenozynorl
fosfodiesterazy96, 97, 98] Pma dt o wy ktSmar 0z ddlleno S hamowani a
cytokin prozapalnych(TNF-U, -11biLIL-6) oraz inhibicji cyklooksygenazg iNF-a B

w hipokampie[99].Podobne obserwacje, jak zmniejszeni e
(Mmin.TNF-Ui tl enku azotu) NFeBcideoldge zNa lpa WNilkjo wd é
czarnej Sr-dm-zgowia odnotowano istotne obni
H>S [100].

HiSj est teU istotnym modurdeaurooreanc h,o meorsit e
oddzi agywal na kanagy wapniowe typu T i L (
ni skim i wys¢glRl,102]Kapadgygi empni owe typu T mog)

nie tylko w regulacjn akiteuwnya Dogienreeuir com-aw,
neuronalne wih i i k o mNGIL(8 b5\ e3].

Zaburzenia w endogennej produkdi2S zaobserwowano w wielu chorobach
neurologicznych, takich jak udgt04], depresjg105] ( ¢ M stto w a r pacjesbm N a
udarze niedokr wi ennym m[l@6yi Parkinsondi@] Wskaaupeh Al z I
to na niezwykle i#SwthNzjahkgjh okflatecmki wo
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W badaniachw p g y K¢S na uszkodzenie niedokrwienneperfuzyjne w modelu

ischemii globalnej us zczur -w wykazano jego dziaganie p

iantyapoptotyczne. Zaobserwowano m.in.-Uobni O
i bi agka chemot aktyczlne g o z wmonnkosczyotn-yw p(oMG R
przeciwzapalnej Ikl 0 podwyUszonN aktywnoSi dysmutaz)

poziom biagka proapofe7pbyicaimamioe BpHxSnec Uy zzagpua
wyni kal z hamowania transkrypcj.i gen-w <cyt
acetyl acj [l108.hWysktaoznamo r -Hyenmeelle nlieel wpgdyw nc
podjednostek receptora NMDAR NR2A/NR2Ba zasadzi e promowania p
[109, 110]

W model u zamkni fici azgutufimyszy stwyerdzBno grbtkkoyjme | m -
wpgWHwna zachowanie i nt emr adlhlolfhyni podytawnyme r y Kk |
aspekt emH8jze at adekq@avibz erkiu m- zgowe go podakeo ef ek
r-P A, jedynego jak dotNd =zat wi eriehgegajlé2fo | ek
Wy kazano r - wnH&SUdo pobunldemiao frbcesu angiogenezy po urazie
niedokrwienner eper f uzyjnym w szczurzym model u zamk
[113].

Ni edawno odkryt o, Ue -@wkdynbnroevdau K tSaQOR ) s i &k
udzi ag w ki aboldigz miwa kl uczowN rol n w u i
mitochondriainegow s zk odzeni u m-hz gouo[kid)jMbd e ntyon suger o w;
obni Ueni ¢:Spestomwor zystne w udarze m-zgu. Z
dzi aglspioe kr wotoku Sr-dm-zgowym zostaje znie
[115].

W przypadku podawaniel,Sw ni edokr wi eniu m-zgu Kkluczo
podani a czy dawk a, al e t akUe czas podani a.
neuroprotekckMpPmygd awyYedmenbep3rze dildleper fuzj N

InhalacjaH.Sw postacig azu wydaj e sifn byl najprostszy
do kom-rekethak Uek,angdk - wnie ze wzglnd-w bezpie

przepr owmdhziaz zastosowaniendonor wH>S [117, 118] WSr - d ni ch mo (

wyr-0Onil zwi Nzki sjzNth& Pienisza gragahegrujeuniira lsatei a
siarczkowe: NaSH ( naj csodu@NaS; & joztveotzosnaawie Ky ) , s i
1001) isiarczek wapnia (CaSJ119]. Li czne trudnoSci w osi Nghn

ko@EcowycHSistpidter& eba bardzi e] precyzyjnego s
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powstaniem w ci Ngu ostatnich |uwuvaniasiuHeSrnp.ki ej g

GYY4137. R-Unorodne badania doprowadzi gy d
dzajani e moUna kontrolowal |l ub aktywowal za p
stan redoks, obecnoSi enzymPowst @ajywzy  r wiziye (

kt  -rych zastosowani e pozwala badaczom Kkontr

uwalnianiaH.S, j ak na przykgad ukierunkd¢l@dny na mi't

4.4. Donor siarkowodoru- z wi NAP89K

Problemem przy stosowaniu terapeutycznymS Hjest niedostateczna kontrola
dawkowania przy inhalacji, c o, namillst/testowaingi  z r
dotychczas donopyN&S iNe&SH,s N ni estabilne i istniejN spr:z

dziagani a.

DuUo bardzi e]j obiecuj Ncym pozdi Nzyerk wxR3 3
((10-ox0-10-(4-(3-thioxo-3H-1,2-dithiol-5-yl)phenoxy)decyl)triphenylphosphoniutoromide
Rycina 9, kt -ry jest stabilny w redztwdkaclbeana
kationu trifenylofosfoniowego- posi ada wysoki e powi nowact wo
organel | i kt -ryclzdysgushbitpdl oddmywa pat omec
niedokrwienneg$121, 122, 123]

(D 5
@\ Br 0 s’

P\/W\/\)LO

&

Rycina. Wzt ruktural nyFrzvwNgdzku AP39
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l stniej N pojedytenardez i ddgmine diSeAPi@®omy m uk § a
nerwowym Przy kv amdodveol u hi poksji m-zgu w wynik
znast Np®@wiNs cyt acjoNd dleic Nidheysy zaobserwowano naniejszenie
degeneracj i neur on- w, d e f reaktywnych forma tlenyd24jo gi ¢ z n «
Wzwierzncym madbkheimerawgkhzenroo bzymni ej szeni eb-odkgac
amyloidu i atrofii tkanki m- z g[&2Ab]e | pod wpgyw

Dotychczasowe badani a prowadzone w Zakg
Uni wersytetu Jagiell o&kiego Collegium Medi
przez7 dnid o Uyw dawce 50omollkgma sy / cdiza @&E pr z e d wynwdougkucjjeN i
tolerancjn na nwerdodke lwiowepoizmerjk$raigici a t At nicy
m-zgszczurpwprzez aktywacjn szlak-w neurotr
zapal nego w t[&28]nDcoe tne-jz gpoomweyy ni e beRdmnok awwgyw
mechani zmy neurodegeneracij.i w udar ze ni edc

pojedynczej dawki zwi Nzku podane] po reperfu
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5. Cel pracy

Celempracyby gaena wpgdysy dovi dNrzkguiH-APn3e9 mmeac hani :
uszkodzeni a ko mostra fazieischemivtp vy sy wot oksycznoSI |
metabolicznea t ak Ue akt ywac juinvitouldrao @il eji e dw kmavd e€In n e
pol egaj%mymumawym zamkni Aci u stczutani cy Sr odkow

W ramach badani a zaplanowano ocenn wp g
neurologiczny, iobjt ide8kewnoNarmkom-rkowego
wmi krodi al i zat a-<daenigwggpn ICememg oka eS|l eni a mech
zwi Nzku Aé8t9ak@embom nastnpuj Ncych biagek

- transporter-w glutamiani u, i podjednost ek
- wybranych enzym-w glikolizy, cyklu Krebs
oksydaeduktazy siarczkowechinonowej
- marker -w aktywacji mi krogl ej u
w strukturach witxukbdbl awamwc hd oz kaqize mt 2 § 0 wedjar e

pr NOkowiu i hipokampie.

Cel e m irbvardmydcanavp gyzwi Nz ku AP39 na:
- OywotnoSi oraz aktywnoSI metabol-2xznN |
w modeludeprywaciji tlenu i glukozy
- indukowane lipopolisacharydem zmiany w profilu wydzielanych cytokin przez

kom-rki w hodowl:i pi erwotne,] mi krogl ej u.
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W r
oraz in vitro.
Prakty

izuwz gl

6.Materiagy i met ody

amach niniejszej pracy wykor aznyvivd ano m

Wszystkie procedury zostagy ©przepro

\

ki Laboratoryjnej, po wuzyskaniu odpov

fdni eni em Repxangnt z &S (RN Reéfaxtioig egraniczenie;

Refinemeni doskonalenig |, kKt -rej celem jzenwstewztNgk aiva Had

oraz zminimalizowanie ich udzi agu W ¢ keprezr aastosawanie emetod

alternatywnycH1271 W cel u oceny wpgywu zwi Nzku AP39 n

wy kor z

wnast n

ystano trzy model e eksperymental ne,

puj Ncej kolejnoSci
mod el zamknificia tfAtnicy niddleaieaye j m -
artery occlusior) , pozwal aj Ncy na i ndukcjn pr

niedokrwienia m-zgu U szczur - w,

model deprywaciji tlenu i glukozy (OGD, angxygenglucose deprivation

zuUyciem | inii neur e - w hi pokampal nych

model aktywacji mikrogleju lipopolisacharydem w hodowli pierwotnej.
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6.1. Badaniain vivo
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6.1.1.0dczynniki i akcesorialaboratoryjne

= == =/ =2 = =

=

= =2 =4 = =2 =2 =4 A A =2

= =2 =4 =2 4 A -

AP39- z wi Nz e k o tSiz xyWedyazrgj Uniwersytett w Exeter UK

Buf orowany roztw- r Istabletki dof przygptawbnta goztworun e | (P
Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA

Dimetylosulfotlenek (DMSO) BioShop, Kanada

Akrylowy cement dentystyczny Dentalon plus, Kulzer, Niemcy

Izofluran- Virbac, Francja

Koc grzevczy z czujnikiem temperatury Homeothermic blanket system, Harvard
Apparatus, USA

Betadyna, r oz t-Wwavipharin®.%, Gregja s k - r n

Narzndzia chirurgiczne, m. i n. noUyczki, [
- Fine Science Tools, USA

Wkrnty czAagrekboves, Szwecj a

Kaniule prowadzNce-AgmZhani k,r oz vad djzaacyj ne
Zestaw do kauteryzagcji Fine Science Tools, USA

Filamenty 40 - Doccol, USA

Nici chirurgiczne- Fine Science Tools, USA

Matryca ze stal. nierdzewnej d o- Harvardc i a m-

Apparatus, USA

Chlorek 2,3,8trifenylotetrazoliowy (TTC) Sigma Aldrich, USA

Roztw-r formaliny bsigmaAldighausda] f osf oranem
Odczynniki NaCl, KCI, MgC, CaC} - BioShop, Kanada

Certyfi kowane wzorce badanych anal it - w:
izotopowa GluC13 ChemCruz™, Santa Cruz Biotechnology, USA

Kolumna chromatograficzna ZMEILICE - Merck, Niemcy

Kwas mr --8dlpelos,ySigma Aldrich, USA

Acetonitryl- Sigma Aldrich, USA

Siarczan dodecylu sodu (SDSBioShop, Kanada

Fluorek fenylometylosulfonyla Sigma Aldrich, USA

Ortowanadan sodu Sigma Aldrich, USA

Inhibitory proteaz i fosfataz Sigma Aldrich, USA
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=2 =2 =4 =4 A A A -

= =2 =A =

Zestaw do oznaczania stnUenia bThafoka w pr

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

Przeciwciadga :pierwszorzndowe

o antyHDAC1 ab109411, antwimentyna ab92547, arfya'K*ATPaza
ab76020mieszaning r z e c skierowarych przeciwko kompleksom
g a &c u ¢ h a egoabd @t3antywCTab37185, antyGLT-1 ab41621,
antyVGLUT2 ab79157, antPFK ab154804, ant$QOR ab272574, anty
CD206 ab64693, arH@FAP ab4674 Abcam,UK;

o antyNMDAR1 sc1467, antyNMDARZ2A sc-1468, antyNMDAR2B sc1469,
anty-HXK sc-6517, antyPDH se292543, antysyntaza cytrynianowa sc
390693 ,anty-IDH s¢398021, antyCD86 se28347- Santa Cruz
Biotechnology, USA;

o0 antyNLRP3 MA5-32255, antyMAP-2 PA1-10005i Invitrogen,
ThermoFischer Scientific, USA,

o antyVGLUT1 bAMAB91041- SigmaAldrich, USA

Pr zecidwaigsod a i depowea rsek omiper o k:kozidanyN c hr z an

Kr - | i czhkozimantgniysli,e ab 6 7-BoQie abav R0 AbcamUK y

Przecidwaligonga ndowe znakokezeasyk f | bbcpe hAB M8 E

A11034, kozie angmysie AF488 A32723, kozie antyurze AF594A32759-

Invitrogen ThermoFischer Scientific, USA

Lizat tkanki seraszczura ekstrakt mitochondrialny ab110341Abcam, UK
Gradientowe (4. 5 %) Uel e pol i akr y | -aBoiRddWsA t y pu
Membrana z polifluorku winylidenu (PVDF) Thermo Scientific, USA

Odczynniki do przygotowania roztworu TBSmigszanina soli fizjologicznej
buforowanej tris, ang. tris-buffered saling glicyna, chlorek sodu, tris
(chydroksymetylo) aminometain)Bioshop, Kanada
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=2 =2 =4 A = = =

=

Al bumi na sur owi-cSigmadAlddch,fUusle | ( BSA)

Tween 20- BioShop, Kanada

Roztw-r chemiluminescencyjnego Ssubstrat
WesternBright¥ Quantum; Advansta, USA

Kwas N-cykloheksyle3-aminopropaneulfonowy (CAPS)} BioShop, Kanada

Metanol- Merck, Niemcy

Roztwory ketaminy i ksyl azBinowe(tw Puwda vayc,i
Polska

Prob- - wki t yigEppenedgsfNemayo r f

Paraformaldehyd (PFA) Sigma Aldrich, USA

Azydek sodu SigmaAldrich, USA

Hydrofobowy marker ImnmEdge-000- Vector Laboratories, USA

Surowica kozia (NGS) Abcam, UK

Medium zatapi aj 8de i \4anfaigoidnlera (DAPI)zVeetod
Laboratories, USA

Szkiegka mi kroskopleweUSuperfrost Pl us
Pipety automatycznie Eppendorf Xplorer, USA

6.1.2.Aparatura laboratoryjna oraz oprogramowanie

)l
)l

== =2 =2 =4 =2

=

Laserowy przepgywomi er z do-pRelimed, S8zwecji i Per i
Mi kroskop chirurgiczny wyposaUonyeicay kame
Niemcy

Autoklaw medycznyklasy Bi SUN Medical, Polska

System oczyszczania wody MilliporeMerck, Niemcy

System danestezjivziewnej- Minerve, Francja

Pompa strzykawkowa Univentor864A gn Th o 6 s , Szwecj a

System ACQUITY UPLE KlasaH ze spektrometrem masowym Xe\TaQ-SE -

Waters Corporation, USA

Generator azotu z kompresorernReak Scientific NM20ZA, Wielka Brytania

Homogenizator Ultrdl u r r -allkAEPolska
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Sonifikator UP50H Hielscher Ultrasonics, Niemcy
Termomikser TSLOOC Biosan Biogenet, Polska
Wi r - wk a350RP Bguimed, Polska

Worteksi Biogenet, Polska

=2 =2 =2 =2 =

Aparat do szybkiego -Blotdurhe ffransfer SysterfjBod c h e g o
Rad, USA

1 Aparat do transferu mokrego BIOTRANS 1100 - Kucharczyk Techniki
Elektroforetyczne, Polska

WytrzNsar ka k-ShipkesMRi2w8i Besaker Got wa

Mi eszadgdo mMWigonPelskg c z n e

Aparat G:BOX Imaging System Syngene, USA

Automatyczy kriomikrotom- Leica CM1860, Niemcy

Mikroskop konfokaly Leica Stellaris 8 WLL DLS Leica, Niemcy

Czytni k mikr op gy tininke M2G0 o, Tecan,fSonvajcarae t r )
Oprogramowanie Gene ToolsSyngene, USA

Oprogramowanie ImageJ, wersja 8.08lational Institutes of Health, UK
Oprogramowanie MassLynx V4:2Waters Corporation, USA

Oprogramoware LAS X - Leica, Niemcy

= =A =4 A 4 A4 A -4 -5 -2 -2

Program GraphPad Prism, wersja 8 0GraphPad Software Inc., USA

Schematyprzedstawione w niniejszej prapyo wst agy 2z uUyciem oprogr a

- BioRender.comKanada

6.1.3.Zwi erznta doSwiadczal ne

Wszystkie procedury eksperymentalmastosowane w badaniach przedstawionych
wniniejszejppzagryowasdzaney za zgodN || Lokaln
DoSwi adcze® na Zwi gz insytuaie Farmakologir im.kerzegoeMaja
Polskiej Akademii NauKnumer zgody 11/2017); wraz p - ¥ ni e s zzawartymiz mi an a

w uchwaga&hl nlej Komi sj i Etyczne|j do Spraw
wKrakowie dotydadlatykmowej | iczby zwierzNt (uchwa
procedur (pozyskiwani ardizeak ojwiegop, gy omne hwa Jzag
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orazpr zedduUenia zgody na wykonywanje adad@wiUad
weddjug wytycznych dotyczNcych opieki [ uUOyci
e ks per yimeivo{128w129] Badania przeprowadzono na samcach szcgucaepu

Sprague Dawley (Charles River, USA) o masie-380 0 g . Zwi erznta hoc
wpl asti kowych klatkach ze Sci-gkN, wta@Gejur a
temperatury 2N2C, z ci Nggym dostnipem doadditandar dov

12godzin przed eksperymentem szczury zostagy

6.14Podziag na grupy eksperymental ne

Zwi erzfnita doSwiadczalne podzieBosBacwuspws
wkaUdej grupie w zRdsddnonesg-il need ghraudaynimznac z
Sspos: b:

1) SHAM i grupa zwierzNt poddanych operacj.i p
niedokrwienia m-zgu

2) SHAM+AP39igr upa zwi erzNt poddanych operacij.i
niedokrwienia m-zgu, z nastnpowym podani e

3) MCAOigrupa zwierzNt poddanych operacji za
zudokument owanym wywoganiem niedokrwieni a

4) MCAO+AP397i grupa zwi er z Nt poddanych operacij.i
m- zgu, z udokument owanym wywoganiem nied

podaniem zwi Nzku AP39.

Zwi Nzek[I2AlP3@dostarczony przez Prof . Matt |
Medycznej Uniwersytetu w Exeter,0 st a§g r oz p us z ¢ dimetyosulfotlehkh r oz t
(DMSO; BioShop, Kanada) vbuforowanyn roztworze soli fizjologicznej (PBS Gibco,

Thermo Fisher Scientific, USA) podany wp oj edy nc z e | dawce 100 nm

doUyl ni e, 10 min po przywr-ceniu przepgywu

pozorowanej. W grupach kontrolnych (SHAMMCAO) w t aki sam spos- b

rozpuszczal ni k. S tzastOsewaneewe z svp dlz k me nAcPi3e9 zost a
woparciu o badanie wstnpne, pol egaj Nce na o
i200 nmol / kg m. c . na deficyt neur ol ogi czny
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m-zgu w opisanym modelu MCAO. Wy brano dawk
skutecznN dawkn, wykazujNcN istotne neuropr

o b n i Qedieytu meurologicznego

6.1.5.Mo d e | MCAO wudaru niedokrwiennego m-:

W celu indukcj.i przej Sci owego, ogni skowe
model MCAO, polegajNcy na zamknifciu Swiatyg
filamentu. Met oda ta po raz pierwszy zosta

[130]. W niniejszej pracy wykorzystano model MCAO zmodyfikowany przez Longa i wsp.
[131], jak opisano w dotychczas opubli kowanyc
Toksykologicznej[126, 132, 133] Ni ewNt pl i wN zal et N wybraneg

czasowego zablokowania przepgywu Kr wi w oKk
ogni skowe|j okl uzji, Z nastfinpowym usuni Aci em
obszarze unaczynieni a (reperfuzja). Fil ame.

z e wn N ECA amdlexté¢rnal carotid artery,c o wi NUe sin z konieczno.
Ef ekt ami ubocznymi taki e] proceoo@dykamogN by
tchawicyik r wot ok podpajnAnczyn-wkowy. Jednak ni ezw)
potrzeby wykonania kraniotomii, kt -ra miaga
iprzepuszczal nn-S4dg bawii err yNtk rekgpergmencigl84]. anych w
SkutecznoSi zamkni fici a t Atnicy Srodkow
monitorowani e regional nego m- zgowego przep
przepgywomier za doppl erowskiego (Peri Fl ux $
mocowano do czaszki za pomocN akrylowego ¢
Kul zer , Ni emcy) u wszystkich zwierzNt w ka0
wedgug at |l asu [185] przedniotylaik(APy ang.antergposterio): -1.0 mm;
Sr o dlacme (ML, ang. mediolatera): +5.0 mm. Schematyczne wykorzystanie
| aserowego przepgywomi er za Wycieikls Pdanotgweneen ci e |
spadku regionalnego m-zgowego przepgywu krw

przeprowadzonej operacji MCAO.
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Laserowy
przeplywomierz
dopplerowski

OKLUZJA

0 T T T T T T T T T T T T
00:00:18 00:02:18 00:04:18
Czas

SWIATLO
TETNICY

REPERFUZJA

00:05:04 00:10:04
Czas

Rycinall. Schematyczne przedstawienie wykorzys

doppl erowskiego do oceny skutecznoSci zar
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Przed przystNpieniem do procedury zamkni
szczury zostagy poddane anestezji wzi ewnej
og-l nego zastosowano i1 zofluran (Vir b%c, Fr a
(system doanestezji Minerve, Francjaf wi er zn ogol ono w miejscu p
umi eszczono W pozycj.i | eUNcej , temperaturn
z a p okooagriewczego(Homeothermic blanket system, Harvard Apparatus, USA),
wyposaUonego w czujnik temperatury.
Wszystkie procedury chirurgiczne zostagy
stereoskopowego (Leica S9D, Leica, Niemcy), w warunkach aseptyczwygbierwszej
kol ejnoSci przygotowano pole operacyjne przy
S. A. , Grecja) i 70% etanolu zaapli kowanych n
wykonano niewielkie nacincie na s€gAang. odsg
common carotid artetyor az kol ejneijaé@jniodiyagnygij BEQAi & ewnn
itntnich s zy | ICN ang.enmemaltcaratid Brter{ W celu uproszczenia
przekazu w dal szej cznSci pracy posguUono
poszczeg:-lnych tntnic.

Kol ejne etapy procedury obej mowady poni Ue|j 0
1. ZagoUenie klipsa naczyniowego (Fine Scien
2. Koagulaciaws zyst ki ch odgagnzie® ECA przy pomoc

Science Tools, USA).

3. Podwi Nzani e ECA w <celu przygotowdni a mi
umieszczenie 3 e d wa b ny ¢ h (FipeoStianceNToask USA) jak najdalej od

mi ej sca rozgagnzienia CCA, jedna pod dr u:
ikoagulacjn tntnicy.

4. ZagoUenie |l ufTnej podwi NzKki na ECA, blisko
5. ZagoUenie klipsa naczyniowego na | CA.

6. Wkonanie niewielkiego nacincia mindzy dw
na ECA, koagulacja w celu powstrzymania krwawienia.

7. Wprowadzenieflamentud o Swi at §a naczynia przez utw
ECA. Zastosowano dostifipne koGmerskjadaj Ndd
zj ednostronnie silikonowanego wg-kna o ¢c

powgoki si | i k o fldmne (Docevly BSA)s mrzistosojvand® do modelu
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MCAO u zwierzNt O masie ciaga odpowi adaj
w eksperymencie.

8. Del i katne przesunincie filamentu do miejs
ICA (pkt. 5).
9. Zaci Snifncie |l u¥Fnej podwi NzKk.i na kikucie

filamentu, w celu powstrzymania krwawienia.

100Usunincie klipsa naczyniowego z | CA.

11.Del i kat ne przesunincie filamentu do mi ej
ozablokowaniu tnintnicy Srodkowej m- zgu pop
tntnicy przedni e]j m- zgu.

12Weryfi kacja spadku regionalnego przepgywu
przepgywomierza doppl erowski ego.

133.Mocne zaci Snificie podwi NzKki na kikucie
umi eszczonego w Swietle tfAtnicy.
l4Usunincie klipsa naczyniowego z CCA.

15 Zamkni nci e rany o pesdwabnych picl. e j przy pomocy

Uproszczony schemat model u MCAO wraz z wukga
przedstawiono nRyciniel2.
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Niedokrwienie

Tetnica Srodkowa moézgu
(MCA - Middle cerebral artery)

-- Filament

Tetnica szyjna wewng¢trzna
(ICA - Internal carotid artery)

Tetnica szyjna zewngtrzna
(ECA - External carotid artery)

Tetnica szyjna wspdlna
(CCA - Common carotid artery)

Rycinal2. Schematyczne przedstawienie procedury

wcel u wywodanina epdrozkerjwd ceinoiwae gno- z g u

W celu wywogani a przej Sci owego, ogni sko
utrzymano przez 90 min, a nastnpnie usuniA n
ponowni e otwarto i zagoUono klips naczyniow
filament u, zagoUono klips naczyniowy na | C/
anastnpni e kontynuowano wyci Ngani e fil ament
usunifdciu filamentu zaci Snifnto lu¥fnN podwi Nz
ponownie zaszyto jedwabnymi ni | mi . Operacj a

SHAM) zostaga przeprowadzona jak opisano wyU

(z pomininciem wprowadzenia filamentu). Ope
mi nut . Szczurom pozwal ano wypoczNi podczas ¢
zni eczul ano w celuwu usuni nci a filamentu z 1
przebywania szczur-w w znieczuleniu og:-I|lnym
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6.1.6.0cena deficytu neurologicznego

Oceny deficytu neurologicznego dokonano 24 godziny od zabiegu MCAO,

wykorzyst uj-iNen kstysswesjm slkOa | i nPahjiwillitKpsgzdea k t wwk t -
(ocenianych jako suma, na zasadzi e Kumul at
neur ol ogiczny. Test sprawnoSci ruchowe|j SZCz

nastfipuj Ncych objaw-w (n=8 na gruphn):

f zmni ejszony op-r na kontral ateralne popyc
T ewidentne kontral pkter al ne krncenie sin: +
1 przywodzenie kontralateralnego barku: +2 pkt.

T zgincie kontral ateral nej ko zyny przedni

pkt. [136].

Wszystkie operacje MCAO oraz SHAM wykonano
dl atego cznSi kontral ateral na oznacza str

neurol ogicznego odbygo sin w cichym pomiesz

przynal eUOnoSci poszczeg-Ilnych zwierzNt do gr
6.1.70cena objntoSci wudaru

W celu oceny objiAitoSci ogni ska zawadgu !,
trifenylotetrazoliowym (TTC) skrawk:-w m- zgu
r-Unicuje tkanki met abolicznie aktywohe I n
OUywych kom-rek wulega redukcij.i do czerwonegc
pozostaje ni ez dB7Ar wAbpny ptbepgywadzil bar wi
dekapitowano 24 godziny po operacij.l MCAO | ukt

ipocinte w pgaszczy¥nie koronal nej przy pom
Apparatus, USA) w celu uzyskania seryjnych p
kaUdy skrawek m- zgu bar wi ono 1% roztworem
w 0,01M PBS (Sigma Aldrich, USA) w3 w ci emnoSci przez 10 m
etapie skrawki m- zgu ut r wawomeformginy puforwanej i n k u b
fosforanem (Sigma Aldrich, USA) w temperaturzeC4 pr z ez 30 mi nut, i

sfotografowano przy uUyciu mikroskopu chirur
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z Flexacam C3, Lei ca, Ni emcy) . P-gkul e ipsi
zawadu zostagy manul anie zaznaczone na kaUdy
(Nati onal Il nstitutes of Heal t h, wersja 8.0
poszczeg-lnych zwierzNt do grup eksperyment
jako sumn kaUdego zaznaczonego biadgego obsza
Wyni k przedstawiono jako procent objAatoSci

p-gkuli kontralateralnej w celu korekty na o

6.1.8Mi krodi aliza struktur m-zgowych

Dwadzi eSci a cztery godziny przed rozpo
SHAM/ MCAO przeprowadzono stereotaktycznN
(AgnThoods, Szwecjmg: Ipmym z(nii zafzlud eanrs e@mbiemb aic ,5
w celu indkgji znieczulenia oraz 2,5% do jego utrzymania w trakcie zabiddk a Ud e g o
szczura (n=6 na gr upnplantodNcae nd wi € 4k arsioblné kp w
kory motorycznej oraz regionu CA1 Ilpdmpddk ampa.
wkrnt -w czaszkowy c hakrylewggo Tementu slentys§ezmegod Peatalon i
plus, Kulzer, Niemcy), wW nastnpuj Ncyl8% mi ej s
- kora motoryczna:

AP: -0,48 mm;

ML: +2,0 mm;

grzbietowebrzusznig DV, ang dorsoventra): - 1,2 mm;

- region CA1 Cornus Ammonisl) hipokampa:

AP: -4,36 mm;

ML: +1,8 mm;

DV:-2,5mm
Schematyczne  przedstawienie  miejsca implantacji  kaniul  mikrodializacyjnych
zaprezentowano nRyciniel3. Nast fipni e kaniule prowadzNce z:
wni ch el e me n t (yozornea kayilkeamikxbdiaizacyjnew dni u rozpocz
pobierania mi krodi alizat - w, kaniul e mi kr odi
pgynem nrdzengpwym @CSF,ang.artificial cerebrospinal flid; w mM: NaCl 147
KCI 4,0; MgCl» 1,0; CaCbk 2,2 (BioShop, Kanada), pH&¥) , przyeptyggwym gr Ol |
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przez 2 godziny przy uUyciu pompy strzykawk

Wkol ejnym etapie z kaniul prowadzNcych wusun
wprowadzono kani ul e mi krodi ali zacyjne ( memb
omasi e 6 kDa, AgnThoos, Szwecj a) . Nastnpni e

przepjukaneCBFzyrueyy piridkoSci przepdgywu 2 O
czasi e rozpocznto zbi@oaprebpwelb eio BbD kero dika
kaUde-mbnO@0Dowego czasokresimytPit prwpone 19@prmbuoet
przeprowadzono swihdgenambokir aBlbepraed niedokr wi
mi nut zbi -rKki mi ago miejsce podczas niedokrw
czasie mikrodializaty pobieran8 r - d o p e ttj.aw tyakcie itrerania anestezjKolejne
pobrani a mi krodi alizat-w po 24 godzinach [
uswobodnie poruszaj Ncych sifn szczur - w.
PodsumowupieNwszyn dau pr zeprowadzani a mi krodi al i z
wnasthpuj Ncej kolejnoSci

-pierwsze 90 minut zbi-rki (3 pobwegmi a tpideNd
glutaminianu, przed wywogani em epi zodu ni
SHAM/ MCAO po rozpocznciu trzeciego pobrani a,
-wprowadzenie filamentu do Swiatga naczyni a
-kolejne 90 minut zbi -r ki (3 pobrania po 3
lub w trakcie operacji pozorowanej (SHAM),

-usunifncie fil amentrupieMEAOSWiIi at Ja naczynia w g
-kol ejne 90 minut zbi - -rki (3 pobrania po 30

po przywr-ceniu przepgywu krwi w naczyniu | u

Dwadzi eSci a dwi e godziny p o reperfuzji

izebrano 3 pr - bki mi krodial i zat - w, po 30 min
reperfuzji mi krodi-ad 2 it ywepgy nazie bm-azngpo ww t er
ponownym przemyciu kani ul . Wszystkie pr - b
i przechowywano w temperaturz80C do czasu analizy metodN cl

sprzinUone,j z e |CpMsSkang.liquid €ltomatolraphyansass (spectrometyy

(n=6 na gruphn, gNcznie 24 szczury).
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Rycinal3. Schematyczne przedstawienie miejsc implantacji kaniul mikrodializacyjnych
(zaznaczone czerwonym znakiem x): (A) w korze motorycznej oraz (B) regionie CA1

hipokampa.

6.1.9.0znaczenie st n Uegnliuat a mi ni anu w mi kr odi a

m- zgerwlozeni owegoMsmet odN LC

Badane pr . bki poddano analizie z wykorzys
ze spektrometri N masowN. Do anal ifXlsattast os
(Waters Corporation, USA) , wyposaUony w al
zmatrycN fotodi odowN ( PDA) TQ$ &Waters foeporationp me t r
USA) , ze Fr-dgem jon-w typu rozpylania w p
opi sano we wc z e S33k Precesyjonibacji lzaptyraatizowarmohw oparciu
ocertyfi kowane WzZorce badanych anal it - w: g |
(GluC13) (ChemCru?', Santa Cruz Biotechnology, USA) z wykorzystaniem systemu
I ntelli Start Fl uidics. Rozdzi ag chromat o
w mikrodializatach prowadzono na kolumnie chromatograficzne}li[lDCE( 5 Om, 200

150 x 2,1 mm; Merck, Niemcygrmostatowanej w temperaturze @0

SzybkoSi przepgywu fazy ruchomej, kt-r N
(Supel co, Sigma Al drich, USA) w wodzie or as:
(Sigma Aldrich, USA)wy nosi ga 0, 3 ml / min. Zastosowano

(A): gradient 50% przez 0,06 min; zmniejszenie do 3% przez 0,6 min; utrzymanie na
poziomie 3% przez 1,2 min; zwinkszenie do

masowego uwzglniadniagy: napincie rozpylani a |
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30 psi; gaz turbo (gaz 2): 20 psi; temperatura podgrzewanego nebulizatora (TEM); 550

gaz kurtynowy (CUR): 30 psi. Jako gaz kurt
wysokiej czystoSci azot (99,9 %, wuzyskany z
NM20ZA, Wielka Brytania).

Analizn iloSciowN przeprowadzono w ¢tryb
wybranych reakcj.i ( MRM) . Monitorowano pary
148,1/84,1 dla Glu 1153, 1/ 89, 1 dl a Gl uC1l3. Do anal i
oprogramowani e MassLynx V4. 2 (Waters Corpo
obliczono przy ulUyciu krzywych kalibracyjny
' i ni owe|j powi erzchni pi k-w wzglndem standard

wyni ki wyraUono jako Sredni N z 6 pr-bek pob
mi krodializy dl,aw paldeéegaezewiar nfaci%a st nUeni a

6.1.10Badani e poziomu biagek metodN West e

Do zbadania poziomu wybranych biagek w w

wykorzystano analizn West[B8.Bahlaoti ¢ iskgadaj si
etap- w, przy czym w zal edaotSacs owaln eg z nnaectzoachye
r-Une modyfikacje poszczeg-lnych cznSci ana

przeprowadza sin rozdzi ag mi eszaniny bi age
poliakrylamidowym w procesie elektroforezW kolejnym etapie ma miejsce przeniesienie

(transfer) biagek z Uelu elektrof membranycznegc
kt -rN nastinpnie poddajeisizimebbokoMamini ambe ja:
Zzr ozt wor ami wyznakowanych przeciwciag specyf
Zazwyczalj do i mmunodetekcjiwcstag@sujpi esiws z adm

skierowane przeciwko wykrywanemu biagku ora

zprzeciwciagem pierwszorzndowym i j est k owa
enzymem peroksydazN chrzanowN (HRP). Po ser.i
ni ezwi Nzanych przeci wci ag, me mbr ana I nku
chemiluminescencyjnym, co prowadzi do produk

rozpoznane pr Rginalgd.r zZ2ari evjcd satraowany sygnag po
densytometrycznej przy uUyd¢B9Y odpowiedniego

66



Pomiar chemiluminescencji
po dodaniu substratu dla enzymu

+«—— Enzym peroksydaza chrzanowa (HRP)

+“— Przeciwciato II-rzedowe
\ znakowane enzymem

Przeciwciato [-rzgdowe

« Antygen (biatko badane)
Membrana

Rycinal4d. Schematyczne przedstawienie zastosowanej metody detekcji w analizie poziomu
bi agek metodN Western blot

6.1.100.1Pr zygot owani e pr - bek

Dwadzi eScia cztery godziny po przeprowadz
poddano dekapitacij.i [ po wyj nciu m-zg:-w W)
(i psilateralnej) p-gkul i: k oNa fipotrzelzyo analizy N , pr
przygotowano dwa rodzaje pr-bek do badani a
niefrakcjonowane (stanowi Nce mi eszaninn WS :
orazpr - b ki stanowi Nce mi eszaninn bi agek mi t o«

mitochondriami).

T Pr-bki niefilhampoeonatneadgkowi ty

Tkanki m- zgowe zhomogeni zowano na suchym
UtraTurraxE (1 KA, Pol ska) or az homogeni zat or
Ultrasonics, Niemcy) w 2% roztworze siarczanu dodecylu s&S(BioShop, Kanada
zawi er aj Ndlyorku fanylometylosulfonyly 1 mM ortowanadanu s
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mi esziamhintii t or - w proteaz i .f o\safsattnapzni (eSipgrmab kA

denaturacj i wW temperaturze 95AC przez 10 mi
10minut (10000 g) . StnUenie biagka w kaUdej pr-bec
Protein Assay Kit (Thermo Scientific, USA) ,
Wkol ejnym etapie do pr-bek dodand&adpUsSh)or 0bc
zawi eraj Neeyr kbB@%o et anolu (Sigma Aldrich, US/
pr - bki ogrzewano wW temperaturze 95AC przez
810 AC.

T Pr-bki fr akwyigotbbwanewnatockondria

l zol acjn frakcji mi tochondrial nej z tkank
opisanej przez Wernicke i wspl40]. Struktury m:-zgowe zhomoge
|l odzie we wczeSniej przygotowanym buforze (¢
sacharoza; 1mM N#&EDTA; 0,5%mieszanina nhi bi t or - w proteaz). Pr -
dopr ob - weepgpendorfpzwirowano przy 1300gxpr zez 4 mi nuty w t e mj
izebranonads NcRozost agy asad gwukoomie wkzemyth buforem do
homogeni zacj i, stosuj Ngpmaeamét mynwiy owaheapg
aodci Ngadazvippwano przy 17000 gpr zez 4 minuty osad 4 AC.
zawi eraj Ncy mitochondri a zawi eszono w buf c
umieszczono viemperaturze8y0 A C .

Pr - bki z wyizolowanymi rmoZtowdhronar PBBiI zhAwE en
Triton X-100(Sigma Aldrich, USA)01 % SDS oraz i nhibitory prote
wy t r z Ns a0 minupi wimwano (1200 xg przez 10 minut). Po oznaczeniu poziomu

bi agk@alenia w kaUdej pr-bce wyr-wnano do 9

bufor obci NOaj Ncy ( buf o-merkbptoetanoid) i stasankwui 3elr aj Nc
Wkol ejnym etapie pr - bki ogrzewano w temper a’
w temperaturze870 A41@1].

W celu weryfikacij.i skutecznoSci przepr ows:
zt kanki m:- zgowe | wykonano kontrolne badanie
zr - Unych fr ak c jdeacetglazynhistokowely(dDAC1; f r akcj a | Ndr o
wimentyry (frakcja cytoplazmatyczna) orapompy sodowepotasowej Na'K*ATPaz;
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frakcja membranowa) . Zastosowano kol ejno n
abl109411 (1:5000), ab92547 (1:2500), ab7602
drugorzndower kbzcee anhgkowane HRP ab6721 (
Wwyni ku tego badania nie wykryto pr NOk-w ¢

wprzygotowanych pr-bkach frakcj.i mitochondr.

Przy oznaczeniu kompl ek sC:Vw ( @XE®HWOSH a paddie o
mieszaninyp r z e ¢ ab&k0413(gl : 2000) [ odpowi edni ego prze
(kozie antymysieHRP, 1:4000, ab6789 Abcam, UK) j a k o por - wnawczN
pozytywnN wykor zy sasacauoa (ekstraktaniitochokddamy iab1193#1, ¢
Abcam, UK), otrzymuj Nc pr NUKki specyficzne ¢
zar-wno w ScieUce z weryfikowanN frakcj N

iwSci eUce z kormydnal))N pozytywnN (

Przygot owane pr - bki frakcji mitochondri a
oznaczenia poziomu nastinpuj Ncych biagdgek tech
U enzym-w cyklu kwasu cytrynowego, synt e
izocytrynianowej (IDH)
U 5 kompleks-w OXPHOS
U enzymuSQOR.
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1 2

55KD CV: ATPSA
48 KkD wmmm ot CIII: UQCRC2
40KD wemm RS CIV: MTCOl
30kD oumm @R CII: SDHB
20KkD wmmm  w CI: NDUFBS
Rycinals. Zdj nAncie i mmunoblotu mitochondrial nych

( OXPHOS): ScieUka 1: frakcja mitochondri a
ScieUka 2: ko fizattkanki sereszwzima.t y wn a
Wi doczny sygnag w post akymkpmplekSdn: w odp o wi
ClI - kompleks dehydrogenazy NADH{NDUFBS8)
Cll - kompleks dehydrogenazy bursztynianowej podjednostka B (SDHB)
Clll - kompleks cytochromu bpodjednostka 2 (UQCRC2)
CIV - kompleks oksydazy cytochromowej podjednostka 1 (MTCO1)
CV-kompl eks syntazy ATP podjednost k

6.1.10.2 Western blot

W pierwszym etapie badania metodN Wester
bi agek w gradient owy m-1%e BiaR apdo, | i lakA)y | va md leoomy a
przy 170 Vv przez 55 mi nut . Po zakoE& zeni
przeniesiono z Uelu na membrann z polifluork
przy uUyciu aparatu do s z yBokTureayToanster Systesnf er u
(Bio-Rad, USA).

W celu moUliwoSci normali zacji wyni k- w
cagkowitego w kaUdej ScieUce, zastosowano t e

(ang. stainfree imaging technology Wykorzystuje ona zjawisko fotoaktywacji fluoroforu
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obecnego w OmilruutpoowpN zeekzs p2ozycj i na Swiat o
detekcjn biagek w Uelu oraz na membranie po
ip- ¥ni ejszego usuwania barwnika z matrycy.

Po zakoE&zeniu procesu transferu [ Wi z L
membr any zostagy przepgukane w roztworze TBS
tris, ang.tris-buffered salinfna wytr zNs ar c e -Shake WRI qBiosan, Ro c k
Got wa) . Nastnpnie membrany iinkubBawamwo cw B %0
(BSA, ang.bovine serum albumjrSigma Aldrich, USA)pr zez 1 godzi nn w t
pokoj owe|j w celu zabl okowania mi eWlolejnymi es p e
etapi e zastosowano cagonocnN inkubacj me m|
odpowi edni ch przeci wci adg pierwszorzndowych
badanymb i a g kpodjpdnostce xCT antyportera cystyghutaminian ¥, transporterom
glutaminianu GLT1, 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 Nastnpnego dni a membrany przemywano w
fizjologicznej buforowanej triz dodatkiem 0.1%d'ween 20 BioShop, Kanadg ang. tris-

buffered salinet Tweer). Zast osowano 4 pgdgukania po 10 mint
po kt  -rych me mbr(apnryz ez nklubgwamzo nn w temper
wroztworach odpowiednich przeciwciag drugor
zperoksydazN chrazyaonlowiNr 72 e cs kwvikeor oavnt K gegmom  z W
wyprodukowano zastosowane wuprzednio przeciw
uUytych wozbrmbdaaigek met odN West erTabelilllPot pr z
kol ej nej s e roztworze pTBBTK an@mbramy inkubowano w roztworze
chemiluminescencyjnego substratu dla peroksydazy chrzanowej (WesterAB@brantum;
Advanst a, USA) , a otrzymany sygnag zarejest

System (Syngene, USA).

W przypadku oznaczeni a pozi omu bi agek |
mitochondriami zastosowano typ mokry transferu w buforkevasuN-cykloheksyle3-
aminopropaneulfonowego (CAPS; BioShop, Kanada) z dodatkiem metarjphi=11)
zwykorzystaniem aparatu BIOTRANS 1100 (Kucharczyk Techniki Elektroforetyczne,

Pol ska). Transfer mokry prowadzono na | odzi

2godzi ny. Jako roztwory pguczNce wykorzystan
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TBS i TBST), nat omi ast do zabl okowania miej
zastosowano 5% mleko w PBST.

Do analizy pozi omu badanych bi agek or a
poziom-w biagka cagkowitego wykorzystano opt
(n=6 na grupn, gNcznie 48 szczur-w ()po 24
Wy ni ki przedstawiono jako puocewiter Edlht rkoolnit |

przyjnto jako 100%) .
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Tabel a 1.

Lista

p r z ozidmubci i aajge ku ChyettyocdhN wwWebsat deal

Przeci wci aNjkatalogowy Producent Rozcie@&zeni e

Pierwszorzndowe
Kr - | antg-xCeé ab37185 Abcam 1:1000
Kr - | antg-GLE-1 ab41621 Abcam 1:3000
Mysie anty-VGLUT1 AMAB91041 SigmaAldrich 1:500
Mysie anty-VGLUT2 ab79157 Abcam 1:1000
Kozie anty NMDAR1 s¢1467 Santa Cruz Biotech 1:500
Kozie antyNMDAR2A  sc1468 Santa Cruz Biotech 1:1000
KozieantyNMDAR2B  sc1469 Santa Cruz Biotech 1:1000
Kozie antyHXK SG6517 Santa Cruz Biotech 1:500
Kr - | antg-RFK ab154804 Abcam 1:1000
Kr - | anty-RD& $G292543 SantaCruz Biotech 1:500
Mysie anty-syntaza

cytrynianowa s¢390693 SantaCruz Biotech 1:2000

Mysie anty-IDH s¢398021 SantaCruz Biotech 1:500
Mysie antyOXPHOS ab110413 Abcam 1:2000
Kr - | antg-2QOR ab272574 Abcam 1:2000
Kr - | antg-@D206 ab64693 Abcam 1:1000
Mysie anty-CD86 s¢28347 Santa Cruz Biotech 1:200
Kr - | antg-NMLEP3 MA5-32255 Invitrogen 1:500

Drugorendow
Kozie antyk r - |-HRP zab6721 Abcam 1:5000
0S| e-kaiaHRy ab97120 Abcam 1:10000
Kozie antymysieHRP  ab6789 Abcam 1:4000
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6.1.11Badani e pozi omu bi a gnerkinoflmoeescendyN b ar \

nego skrawk-w m-2zgu

Wceluoceny | okalizacjiwebygdakwvch i biwygdhe k- - ovr a
pomocN badania metodN Western bl ot czAsto
W analizie poziomu i l okal i zacj.i bi agek met od N bar wi
skrawk-w narzNd-w wykorzystuje sin przeci w
czNsteczkN zdolnN do emisji kwant-w Swiat Ja
fali (Rycina 16) . Sygnag t en mo Ue byl rejestrowa

fluorescencyjnego lub konfokalne@2].

Pomiar fluorescencji

ﬂ) wzbudzeniu fluorochromu

Fluorochrom

<— Przeciwcialo II-rzedowe
\ znakowane fluorochromem
« Przeciwciato I-rzedowe

Antygen (bialko badane)
Szkietko mikroskopowe
ze skrawkiem mozgu

Rycinale. Schematyczne przedst awi enmeiteo dzNa shaadr yw i bean

immunofluorescencyggos k r awk - w m- zgu
6.1.11.1 Przygotowanies k r awk - w m- z g u

Aby zweryfi kowal wyni ki otrzymane w badeze
poziomu biagek w skrawkach m-zgu metodN bar
celu dwadzieScia cztery godziny po przeprow
znieczul one (przy pomocy mi es zani nPolskaf et a mi
iksylazyry ( 20 mg/ k g; Bi o w @ddandp dogtaewnowoszezory pokidano
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przezsercowe | perfuzj.i przy uUyciu 250 ml ch
a nastrizyn ius00ym #% paraformaldehydu (PE&igma Aldrich, USA) w 0,1 M

PBS.Po zako@®&®zeniu perfuzj.i Sszczury popodano d
cagonocnej iPRAczanbraondkolejnoww 4 ®c har ozi e (gradient
i30 %,; Bi oShop, K a n a dzgdku sada(SigmaAldaigh,NUSA)jw 0,0 M1 %

PBS dapatonificia m-zgu w hi merneastiicgmiyen prozd
w temperaturze8 0 A C . M- zgp g psozcd znit fonive czogowe|j na sk
Z a pomocN automatycznego kKriomi krot omu (Lei
szkiegkach mi kroskopowych Superfrost Pl us

w temperaturze2 0 AI® czasu podjfAncia barwie@ i mmunof | t

6.1.11.2Bar wi eni e i mmunofl uorescencyjne skrawk
RozpoczpgroceduiNlcar wi eni a i mmunofl uorescency]j
Zanur zono naj pierw na kil ka sekund w 70%

wy s c hni nci aKolgjroskawkmarzenwyto gwukrotnie w 0,01 M PBS i raz w 0,3%
Triton X-100 w 0,01 M PBSw celu permeablizacjprzez 10 minutprzy umiarkowanym
wy t r z Na lam § yaboratoryjnej Nastnpnie szkiegka | ekko
skrawkipr zy uUyciu hydr of ob o40@0g\uectomiabokamriess USAMmME d g
is z ki engekzazono wkomorachwi | got na ScN aswtyicphn inkebowsnk r a wk i
w 10% surowicy koziej NGS, ang. normal goat serun1 Abcam, UK) i 0,3% Triton X100
w 0,01 M PBSprzez 60 minutw temperaturze pokojowgd r zy Qgagodnym wyt r z
k o g ylabaratoryjnejw cel u zabl okowania miejsc niespec
W kolejnym etapies z ki e g k a W nztwoarbcbpw azneoc p we i @§ z o w2% d owy c h
NGS i 0,3% Triton X100 w 0,01 M PBS w temperaturze
glutaminianu GLT-1 barwiono wsp | n i astrocgarnym markeem, k wa Snym bi agki
wg - ki e n(GFAR wang.glial fibrillary acidic protein) , a VGLUT1 bar wi onc
z markerem neuronalmy, bi aivk Nemnym z MAR2 ang.ridootubuke mi (
associated protein)2. Nastnpnego dnia szkiegka -1#0 zemyt
w 0,01 M PBS, a nastnpni e dwlOwOOLMPBSpnaez2 % NC
10 minut kmriOzdy r amioaviok o wamak mg wy t e z NaSkrawkiat or vy |
ink ubowano w roztwordrcigormrmzdeoovmypdizaed i wci ad
piews z or z niddo wiygcolr z prdedstawianb wiabeli 2 w 2% NGS i0,3% Triton
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X-100 w 0,01 M PBS prze@0 minutw ci emn@®aeiy §agodnakmo gwiytcrez N:
laboratoryjnej Nast npni e todzrazy pogl@ minupw &04 MyPBS8elikatnie
osuszono,pokr yt o medi u Mectaskigidazs i®adjdN cayr2ifedyyomanlem

(DAPI - barwnik fluorescencyjny stosowany w celuidwo c zni eni a |j Nder ko
Vector Laboratories, USA) r a z  snz rlakrysviiplyimi przechowywano w temperaturze

4AC do czasu wizualizacj.i

Tabela 2. Lista pr zmporzidmwciiaadge ku ChyettyocdhN wb abr andi

i mmunofl uorescency.j nego skrawk-:-w m

Przeci wci a (\Nakatalogowy Producent Rozci eE&czeni e

Pierwszorzndowe

Kr - | anty-GLE-1 ab41621 Abcam 1:1000
Mysie antyVGLUT1 AMAB91041 SigmaAldrich 1:1000
Kurzeanty-GFAP ab4674 Abcam 1:1000
Kurzeanty-MAP-2 PA1-10005 Invitrogen 1:1000

Drugorzndowe

Kozieantyk r - | i ¢ z e A10B4 8 8 Invitrogen 1:400
Kozie antymysie AF488 A32723 Invitrogen 1:400
Kozie antykurze AF594 A32759 Invitrogen 1:400

(AF488, AF594 fluorochromy Alexa Fluor)

6.1.11.30br azowani e skpraanwk -wUyncizumi kroskopu K

Obrazy uzyskano przy uUyciu mikroskopu kc¢
i oprogramowanidAS X (Leica, Niemcy) jak opisanove w ¢ z e &ych leaglaniacfl33],
z niewielkimi modyfikacjami. Ka Ud y  weykomamo przy tych samych ustawieniach
mikroskopu, wtympr zes gony (g m®f cAkUdl,nemocy | aser a i de
lasera (300 Hz)psiA z(25-3 0 p § a shmzowanig ni or ozdzi el czoSci (1C¢
Nak a U dskrawkuzeskanowsoo kr e S1 onN czi Sl stNsuktoaygmani

j Ndranudaokir wi ennego i /penambry(fokalizacjé& angliowamyea § o w e |
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obszar-w zaznaczono p o0 maRyean@sh 212% yoraz 242k)a dr at e
Wszystkie pr-bki woseélhgy z a8dke pioReoajnsed s biad aan i
zposzczeg:-l nych pgaszczyznanabiapwwapni azaw p
oprogramowania LAS X cemoceny i ntensywnoSci fluorescen

Sredni N int ens ywednosikhch iMlowngches6enaj grupii, w su

6.1.12.Analiza statystyczna

Wy ni ki bada®& przedstawione W niniejszej
standar dow$EM,Sange stamdarel jerror( of the mean. Anali zn stat
przeprowadzono przy uUyciu programu GraphPa:
l nc. , USA) . Wy ni ki badania deficytu neur ol
UMannaWhi t ney a, nat omi ast objntoSi ogni ska z
por -wnano przy uUyciu jednoczynn iahalysiseof anal
variance z testempost hocSi d aWdae Sni ej dane zbadano pod
zrozkgadem normal nym zWilka.OWyriiekn tz s tad &Srhiag i
zewnNtrzkom-rkowego glutaminianu w mi kr odi
dwuczynnikowejanalizy wariancji (ANOVA)z powtarzanymi pomiarami z testepost hoc
Sidakéa. R-Unice mindzy badanymi grupami uz
pozi omu ipsamoit0BeojScO p
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6.2.

Badaniain vitro

6.2.1.0dczynniki i akcesorialaboratoryjne

Na poni Uszej |l i Scie nie wujnto odczynnik: - w
dot yc z Ncig vivo (puaki6sl @.

=

== =/ = =

== =/ =2 =4

== =2 =2 =4 4 -2

PoUy wk a hDMEM-wGlutaNtag™ - Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA
PoUywka hodowl an a - Gibd& Vherme Fishey $cierkific, AUBA
Pgodowa s ur ow$, ang.fethlpavihefsecua) - (Gbd®, Thermo Fisher
Scientific, USA

0,25% trypsynaEDTA - Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA

Rozt w- r jpseeptontygyhaiGibeo, Thermo Fisher Scientific, USA

Rozt w- r - Gibco,Hlemny Fisher Scientific, USA

Ro z t w --D-lizypyo IMerck Millipore, USA

Zr -wnowaUony rozt w,ang.Hamlkis 6H Brak saan c)(ee&dB S | t
chl or k- w wa p-rGibeo, ThernmodighereSeziantific, USA

Buf orowany roztw-r sob-PFBSdng.Rylobh@®gse ac&sn e h ds
Buffered Saling- Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA

Chusteczki be zZM-ykinesht! Stencm Brand, &JSA

Prob- wki wi r- GedganSsietificoPolska

Prob- wki t y p-usodglab Skietific, P6l€ka mi

Butelki hodowlane T75 Sarstedt, Niemcy

Mi kr opgdyadkk owleb6 do hodowWixi NESTTBioteghoologyc h
Chiny

Prob-wki do g§#®acstedtdignocy mr oUeni a

Pipety serologiczné Lab Empire, Polska

Komora BrkeraT;/rkai Brand, Niemcy

Sitkai Biologix Group Ltd., Chiny

Rynienki plastikowe Biologix Group Ltd., Chiny
BgnkitinaoztpBignmaAldrich, USA

78



1 Bromek 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylotetrazolioy (MTT) 1 Sigma
Aldrich, USA
1 Zest aw analityczny do oOznaczani a aktyw
CyQUANT™ LDH Cytotoxicity Assayi Invitrogen,ThermoFischer Scientific, USA
Barwnik JG11 Cayman chemical, USA
Odczynni ki i utensyl i a do przeprowadzen
kom-rek przy uUyciu analizatora Seahor se:
0 Zestaw Seahorse XFp Cell Mito Stress Test:
oligomycyna, gjanek karbonylud-(trifluorometoksy)fenylohydrazo(FCCB,
mieszanina rotenonuantymycyny A
o PoUOywka XF DMEM (pH 7.4), roztwory glu
o XFp minidp@ktokvie, 8 kartridUe i kali brant
T Agilent Technologiesinc., USA
T Pojemni k do przechowywani a ipTaylobWhartonw ci ek

USA

Mi eszani na g%3CQ)orag OGi%waACentrum, Polska
Przeciwciaga wykorzystane w barwieniu i mn
czystoSci hodowli pierwotnej mikrogleju:

przeciwko Ibal ab5076, przeciwkdMAP-2 ab5392, przeciwko GFAP ab4674,
pr zeciod iekdpeAF488 ab150133 Abcam, UK
orazkozie antykurze AF594 A32759 Invitrogen ThermoFischer Scientific, USA

i Lipopolisacharyd (LPSz Samonella entricaserotypabortus equi- SigmaAldrich,
USA

1 Odczynnik Griessa Sigma Aldrich, USA
Zestaw Milliplext MAP Kit - Millipore, USA

6.2.2.Aparatura laboratoryjna oraz oprogramowanie

Na poni Uszej |iScie ni evykariedidtoy apMNaipvival & d avG
(punkt6.1.2.).

T Czytnik mi kr o p giy Fleotoskaf fAscent Fly ThermoLabsystem,

Finlandia
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Komora | aminarna z pr zieHed oree @hiny agowego po
Modugowa ko moi Billups-Rdthertberg; ng., 0SA

Inkubator CQ1 Astec, Japonia

Inkubatorb e z p o d § Nc z gi Banyo, Japortial i z CO

Ga¥nia wodna GriaBiogenegPoBkaAqua Pr o

Termowy t r z Nsar ka mi- BiogenetjPolska k Bi os an

Wy t r kahernmontalm- Thermo Fisher Scientific, USA

Wi r - wk a340M RMéthanika Precyzyjna, Polska

=2 =/ =2 = A 4 A A -2

Anali zator Seahorse XFp do pomiaru aktywr
Wavei Agilent Technologiesinc., USA

f Analizator Luminex 208 z oprogramowaniem xPONENT Luminex Corporation,

USA

Mikroskop doizolacji Opt i ka Mi croscopes, Wjgochy

Mi kroskop odwr -icLeicayNielmgys nego pol a

6.23Hodowl a kom-rek nefB2onalnych | ini.i

HT-2 2 j est l i ni N kom-r kowN neuron- w hi
wy k or z vy s tekspeymentalnycbadaniactpatogenezyc hor - b neur odegene
ze wzglndu na wysokN wraUliwo8k pastdzpaghaonide
HT-4 , powstage,j w wyniku unieSmiertelnienia
myszy poprzantiygluonkeacTinwzrusa SV4@43wr aUl i wyn

Linin koMm2rekys#lkano do bada@&® dzinki upr ze
z Uniwersytetu w Coimbrze (Portugdlia K o m--22khodowHnd w warunkach
standardowych w inkubatorze (37, 5% CQ. wi | g o bliska $00%:;Astec, Japonia).

Hodowl n w cel u namnoUeni a kom-r ek pr owad :z
plastikowych butelkach T75 (75 cfn Sarstedt, Niemcy) wi 5  ml poUy wki hod
DMEM (ang.Dul beccobés Modi ;fGibeod ThétraogHiskeer Sdientific, WHA

zdodatkiem 10% inaktywowanej] ter mjangfatadle p g ot

bovine serum Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA) oraz 1% roztworem
penicylinast r ept omycyna ( Gi bco, Ther mo Fisher Sci

80% konfluencji. Mor f ol ogin kom-rek ntw trak
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obserwowano z uUyciem mikroskopu odwr-coneg
Sredni o Woe l4u dondik.| ej enia kom-rek od dna but e
dwukrotnie buforem PBS po usunifnciu poUywki
2minuty z 3 ml roztworu @25% trypsyneEDTA (Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA)

w37C. Do uzyskanej zawi esiny dodawano 10 ml
przeniesieniu do prob- wki wirowano (1000 o
zawieszano w SwieUej poUywce hodowl anej, po

1T do butel ek T75 (200 000 kom-rek/ 15
namnoUeni a,

T na mikropadgk kwe 9prddeezbadaana uszkodze
(5000 kom-rek/ 100 Ol poUywki w dogku),
T na pgytKki dedykowane do pomiaru aktyw
anali zatora Seahorse (1800 kom-rek/ 100
1T doprob:- wek do ggn@eRi englon nkroont ernei ka/ mi
uzupegni onegpr alz0 %5 % BBMSO) , kt -re nast |

wtemperaturze80C, a po upgywie 24 godzin pr ze

6.2.3.1. Model deprywacji tlenu i glukozy (OGD)

W celu symul acji ni edokr wi ennitrazastogkowand | m- z
model deprywacji tlenugl ukozy ( OGD) , pol egaj Ncy na <cza:
hodowl anych dostfipu do tlenu owiagr asjyMdeangleul
ani FBS. Zwi Nzek AP39 (w nMad 250 yMh dodaavéno dos i e s
poUywki hodowlanej na czas OGDz u(b210 ogeed z ipno Uw
hodowlanej i bez glukozy i FBy or az okres reoksygenacj.i
w warunkach normoksji, wt andar dowe|j poUywce hodowl anej |
okres- - w ustal ono ekspemriynmeenjtsazlenji e prnaacy potzv
rozpuszczano w DMSO, j ednak stnlUeni e rozpu
mniejszel %ni WyWoru =zakresu badanych stnUed
eksperymentalnen vitrodokonanowo par ci u o dostnfl22p dane | ite

Po wymianie poUywki hodowl anej na pozbawi
wSrodowi skowe j komor-Ret hekbbagy) hap. (BUSRKUups

zamkni Aciu przepguki wano miexszariymMho§hz pwze
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151 / mi n) przez 10 min. Nastnpnie zabezpiecz:

utrzymania warunk-w hipoksji [ umi eszczano Kk
Kontroln stanowi gy Kom-r ki utrzymywane
wstandar dowe|j poUywce hodowl anej , j ednak
wi dentycznych przedziagach czasowych, jak gr
Po okresie reoksygenacij.i przeprowadzono
MTT) or az pomi ar aktywnoSci z nelegzandwve] (Bt o m- r k
LDH) . Dokonano r-wnieU mikroskopowe | oceny |
wykonano pomiar aktywnoSci met abolicznej kor

wska¥Ffnika zuUycia tlenu prAgient peohnotogigsincanal i z ¢

USA).

6.2.3.2. Test redukcji MTT

W celu zbadaniawv p § y @GD/reoksygenacjior az zwi Nzku AP39 na
kom-r ek neur onal nych broykk @@ adinwetyloi2-dazdlilo)-25€ d u k ¢ | |

difenylotetrazoliowegd MTT), wykor zystuj Ncy zdol noSi akt
do przeksztagcania rozpuszczalnych w wodzi e
w wodzie formazanu 6Goletowym zabarwieniyl144]. Kom: r ki i &k mdind wa n o

MTT(Si gma Al drich, USA) w poUywc@, holowhiaNejp
Swi at gem. Ut wor zone krysztagdgy wykenanmgparsan u r o :
absorbancji (przy dgugoSci fali r-wnej 570 n

Pro (Tecan, Szwajcaria). Wyniki przedstawiono jako procent kongofigmredukcji MTT
w grupie kontrolnepr zy j nt o nféak o 1 0 0 %;

6.233.Pomi ar aktywnoSci zewnNtrzkom-rkowe|j
(test LDH)

Akt ywnoSli dehydrogenazy mleczanowej ( LDH)
do poUywki hodadvelzgpmejr exdmii eor zpoonpo® P/ 1 ébwikc $ wg e '@ :
CyQUANT™ LDH Cytotoxicity Assay (Invitrogen, ThermoFischer Scientific, USA),
postihipuj Nc zgodnie z PpDotbdk @dpdmwjinkubavena e mwt a n
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zmi eszaninN reakcyjnN przez 30 min8wi avt Jtae mg
W tym czasie enzym LDH obecny wr - bkach zr e'ddok MADH/K, NAD

przeksta g c aj Nc ml eczan mndeost mipmggnr oenti aapniue WY kor z
enzymu di aforazy, maj NtzNgDHH W@ | netSi apolziemi es

i N do r oz pu sadnez rimazeng oo caerwonym zabarwienil45]. 1 oS

ut worzonego formazanu, propor cj ouszkddzomychd o a k
kom-rek do poUywki hodowl anej , zmoisk radjpad y 2 mik
I nfinite M200 Pro (Tecan, Szwaj car Wgnki przy
skorygowano o wynik absorbancji otrzymany dl
k o m- r prkedstawiono jako procerkontroli, gdzie za 100% przyjn

uzyskany w grupie kontrolnén==8).

6.2.3.4.0cenapot encjagu bgony mit dleolescendymega |l n e j
barwnika (JC-1) i mikroskopii konfokalnej

Wp § yO@D/reoksygenacjorazz wi Nzku AP39 (w stiUeniach
zmianywp ot encj al e bgdony mi t22 homadadmd nz2ju Byam: en
barwnika kationowego JC , kt -ry ma zdol noSi przeni keé
kom- r kowy c h .inkubdwano- zr toitworem JE€L (Cayman chemical, USA)
rozci e Ec Zotnig mp adlddyOwce hodowl anej ,C,prbzeezz d300s t mii
Swi aNtagsa.npni e wykonano zdjficia za pomocN mik
DLS (Leica, Niemcy), przy czyma&kUd y wyKorsmo przy tych samych ustawieniach
mikroskopu Zar ej estrowano czerwonN fluorescencjf
iemi sj i 595 nm oraz zielonN fluorescencjn pt
535nm w celu detekcji odpowiednib o mp | e k s - wtzw dar gw nel gkmabrzonych
przez kawsmmsoki mz pot e migchondeamej(dzejwmmayfluorescencja)
orazbar wni ka p domiesnoaothengane{zielona fluorescencjayv przypadku
ni skiego transbgonowego[ldflot@nyxg lkad@mue ma d joithioar d
wizualizacji stosunku fluorescencji czerwonej do zielonepws zczeg:- -1 nych g
badawczych weeluo k r e SMpejnyivau war unk-w eksperymentalny

b g ommtgchondrialejk o m- meerdnalnych.
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6.2.3.5.Pomiara kt ywno Sc i mreyt panioeoy lanalzaanaeSpahorse

Podstawow paramety f unkcj i mitochondri - w22 wo kom-r

OGD/reoksygenacjprazpodani u zwi Nzku AP39 (w stnUeniu
zestawu Cell Mito Stress Test oraz analizatora Seahorse AXgiler{t Technologiesinc.,
USA) . Apar at t en pozwala na oznaczenie odc
wczasi e rzeczywistym poprzez pomi ar par amet
powierzchni N kom-rek. Pozmyaskmink zwlGGRcangy rtallom
oxygen consumption rgte

W celu wykonani a -2azn awy ziya nkoo nrdaokgnki gxgiii@pt g(y t K i
Technologies l nc. , USA) w ghnstoSci 1800 kom-r ek
wdogdgku. Po 14 godzinach przepr ¢ yaa domsano o OGELC
w podrozdziale6.2.3.1.Po upgywi e czasu reoksygenacij.i zZ mi
medi um XFp DMEM, uzupegni one roztwor ami 10 r
pirogronianu Agilent Technologies | nc . , USA) i przeniesiono
poddNczonejn@autl i gadzC@n. doWnd ymoztzasrhye 2z wi

modul uj Ncych oddychanie mitochondrialne do

umoUl i wienia ich p-Fniejszego dozowania do ¢
podczas analizy w aparacie Seahorse. Po zak
kartridUO nagoUono na pgytkn z kom-rkami i u

ur zNd zZPegmziewd. wykonaniem kaUdego pomi ar u apartr

wkaUdym dogku, aby ci Snienie parcjalne tlenu

Podczas badania wykonano po trzy pomiar\
sekwenciji:
1) na poziomigpodstawowym;
2) po dodaniu oligomycyny (& O M) inhibitora syntazy ATP (CV mitochondrialnego
g au@&ha oddechowego);
3) po dodaniu cyjanku karbonylu-@#ifluorometoksy)eny |l ohydr azonu , ( FCCP
czynnika rofprsfiiogyj Hcé¢,go kotk-sryydaewpnNza grad
ipotencjag bgony mitochondrial nej ;
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4) po dodaniu mieszaniny rotenonu i antymycyny6 O M,)czyli odpowiednio inhibitora
Cl oraz CIl 11 micuclaoduermweyd &l ced o TadGkowi t ego

transportu elekt-mbhowhbndenatnegbazoUgcia t|

Automatyczne dodawanig wi Nzk-w w przedstawi one | s e
p-¥fniejsze wyliczenie kluczowych parametr - w
0 oddychanie podstawowe wyliczone na podstawie poziomu OCR w warunkach
podstawowyclp o o dj nci u -mithahgndriblmegpi a ni e
0 oddychanie maksymalnewyliczone na podstawie poziomu OCR po dodaniu FCCP
i pomniejszone o oddychanie m@tochondrialne
o wyci ek p mwyitzanynawodstawie poziomu OCR po dodaniu oligomycyny
i pomniejszoy o oddychanie nienitochondrialne
o produkcja ATP- wyliczonana podstawie - Un i ¢ ypoziohein®@Rprzed ipo
dodaniu oligomycyny
W celu normalizacji wynik-w oznaczono stn
zestawu BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, USA). Wyngtzedstawiono jako
wska¥*Tni k OCR (pmol/ min/ mg biagka)

6.2.4.1zolacjaiz a k § a ldodowli peerwotnejk o m- r ek mi kr ogl ej

Hodowl e pierwotne mikrogleju przygdtowano
-dni owych 0 s e szkzepwSpragueDawley €Charles River, USA), zgodnie
zmet odN opisanN pr ze[#7], & diobrgmi crzoglykkacjami. Ros p .
rozdrobnieniu tkanki w poUywce DMEMO2F4 zepr o
roztworze trypsyny vbuforze HBSS (Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA) z dodatkiem
HEPES i glukozy (Sigma Al dri ch (Thet® Aijsher na w
Scientific, USA) przy delikatnych obrotaghr zez 20 mi n, a nhastnpnie
poprzez dodanie poUywki hodowl ane|j DMEM sup!
penicylinastreprtomycyna (wszystkie odczynniki pozyskano zbd®i Thermo Fisher
Scientific, USA). StrypsynizowanN tkankf od

5minut, aocsadz awi eszony w SwieUej maomipno preep Uy wk i
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pipetowanie otrzymanN zawiesinfi przeniesiono pr ze
prob - wkfialtkyomu Kom:- r ki wysiano do butel ek T°
poli-D-l i zyny (ok. 8 mln kom-rek/ 15 ml poUywki)
w inkubatorze (37C, 5% CQ, wi | g o bliska $d0% Astec, Japonia). Co trzy dni

wymi eni ano poUywknin hodowlanN na SwieUN. &sm
hodowl i butel ki wytrzNsano przez 60 min na W
w warunkach 37ACeb5dn&€OpoUywkin hodowl anN :
iodwi rowano przy 1000 obrotach/ minutnlOOpr zez
kom-r ek nmgydtocheedkR 6we | . CzystoSi hodowl i pier
pot wierdzono na pozi omi e >95% met od N b a
zzast osowani e przecpwkoz lbat i(abs076artarker mikrogleju), przeciwko

MAP-2 (ab5392, mar ker neuron- w) i przeci wko G
UK) . Jako przeciwciaga dr ugoozie andyburze AF89¢4 k or zy
(A32759 Invitrogen ThermoFischer Scientific, U3A o r a z -kozf |AR4884ab15¢133,

Abcam, UK).

6.2.4.1. Model aktywacji mikrogleju lipopolisacharydem

AP39 (w badanym zakMedde 250 nOME doddmo
hodowlanej 48 godzipo wysianu k om- r ek mi krogl eju na pgyt ki
wDMSO, jednak stiUenie rozpuszczaémii(k%0o w pol

Zastosowano 24godzi nnN preinkubacji kom-rek ze zwi

poUywki | i popol i sacharAddch, URAPSc¢c z ybrOninkg / ard t; y wali
mikroglej- na kol ej ne 24 godziny. Po upgywie tego
redukecij i MTT i badanie poziomu azotyn-w or a
stanowi gy kom-r ki, kt-rych nie poddano ekspo

6.2.4.2. Test redukcji MTT

W celu zbadaniawp §y wu zwi Nzku APRBywol mir&lejl PS n e
wykonano test r e dinkidbowamno z M5 Mmgml MTA niSigmk Aldrich,
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USAAwpoUywce hod®@gddanpwe7Cprezbeoni Nc przed Swia
krysztagy formazanuwyaopasnpcpPpomo aw BRSOr ban:«
fali r-wnejUy 67 emmomkywmpigyada ek I nfinite M200 P
Wyniki przedstawiono jako procent kontrdjpoziom redukcji MTT w grupie kontrolnej
przyjntonféako 100 %;

6.243.Badani e poziomu azotyn-w

Kom:- r ki mi krogleju wykazuj N ekspresjn in
wzrasta po pobudzeniu kom-rek przez czynni ki
tlenku azoty148]. Wp gy w AP3Qor&&Z2Rma t 1 zal eUnoSi zbadan
oreakcjn Griessa, kt - ra polega na oznaczeni u
azotyn- w, PoUy wkn h oodcaywiikiem Kbriedsan @ugind; vBmmao  z
Aldrich, USA) W stosunku objfAtoSciowym 1:1 przez
anastnpnie wykonano pomiar absorbancj.i (pr z
czytnika mikropgytek Infinite M200 Pro (Tec
procent kontroligdzi e za 100% kontrzotl ynysgkany wjgmdieo p o z

kontrolnej(n=6).

6.2.4.4. Badanie poziomu cytokin

Poziom cytokin pre i przeciwzapalnych (It1 U, -1 6 L-6, IL110, 1L-18, TNFU
oraz IR1 0) oznaczoho w poUywce hodowl ankej pr z
zoprogramowaniem XPONENT (Luminex Corporatio
mul ti pleksowani a. Pr - bki poUy wk i odwi rowano
aotrzymanen a d s Nrzezhewywano wemperaturze-8 0 AdG czasu analizy. Badanie
poziomu cytokin wykonano z uUyci efmMAPKEt fipneg
(Millipore, USA) , zgodnie z protokogem prod

podstawie krzywych standardowych, a wyni ki W
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6.2.5.Analiza statystyczna

Wy ni ki plzeasiaai@® jako St eedhd §Nd st andar $EMyvy Sr e
Anal i zn statystycznN wykonano przy uOyciu
GraphPad Software Inc., USADane przetestowano pod wzgl nde
normal nym z uUy-wikea Wynikig¢ setsu - Svh avTiTr ol LDH przep
na linii HT-22 zanal i zowano za panainy oMiriancji@ANOVAL zy nni

ztestem post hoc DunnetPtoda.wnani e wyni k- w oddychan
imaksymal nego or az produkcij i tASTuBentawwyyhkilo n a n o
otrzymane dla hodowl i pi erwotnej mi krogl ej u

analizy wariancji ANOVA) z testempost hocSidakb.a R- Uni ce mindzy bada

uznano za istotne statystycznieOprzy zagoUen
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7. Wyniki
7.1. Badaniain vivo

711Wp gyw zwi Nz keuf i AcCPy3t9 nneaurdo!| ogi czny i C

Zwi &kzAP39 w pojedynczej dawca 00 nmol / kg mgsiyUy¢i aijea,
1I0minutpor@er f uzj i i stotnie zmniejszwgedeNt cwedgq
skal. P h i,0006) 4sgocziny (p@ weferfuzjiWgr upi e MCAO Sredni
punktowy N SX5W 89 hG -sgdt dmi ast w grupij5S@ MCAOH+
N ,681 (n=8; Rycina 17A) . R-wnieU objnantoSi zawe#y byga
us z ¢ z u grupw MCAO+AP39 (1B 73 ,0N0 22 W por-wnaniu do gt
MCAO 24 godziny po reperfuz{30,963N ,123; n=8;Rycinal7B orazRycinal8).

89



>
vs

- _ 3ok
= 40
— - —
= 104 sk S
= =)
= T = 301
p— 8_' =
> pu
= ]
S 6- =
-Eb \Q 20_ T
(=} A
E 4 =
a‘ Z 10
= 24 T O
z 0
% 0 ' O °I»
= S » L
> C
& > S 7
w o
¢ &
K

RycinalZz Wpgdyw zwi Nzku AP39 na (A) deficyt neu
MCAO, oceniosakapri z®huUy iWwhirpaU t¢sn **8< Q00Mas.n n
MCAO), oraz (BpsahjcowadiN pawggpomocy bar wier
procent objnAntoScw @digkedienipsidatebjaimnme$Sci |
wcel u kor ekt y n ajedoobzyrmikoiwanatizazvgriancjifANG\®),z testem
post hoc Sjp0dakéa, MCAPX0 Wszystkie MYynIEKM. pr z
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SHAM  SHAM+AP39 MCAO MCAO+AP39

Rycinal8 Reprezentatywne zdjncia .skG@Graawki-ovi nme a&Zvge

zaznaczono szarN |liniN przerywan

7.12Wpgyw zwi Nzku AP39 na ekscytotoksyc

71.21.Poziom glutaminianu w mikrodializatach

W ci Ngu pi er ws z yepenfuzjiws mikyodializaiach zebranych po
podaniu AP39 Sr-doperacy| miabu badamyeh stukuracho d z i n
m- zgu t jkorze motorycznej oraz regionie CAl hipokampa, poziom
zewnNtrzkom-rkowego glutaminianu bygd istotni
wpor -wnaniu doRyagnaldpy MCAO
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W korze motorycznej 30, 60 i 90 minut od inicjacji niedokrwienia odnotowano wzrost
poziomu zewnNtrzkom-r kowe g q0022;pa0d084mp=00022)n u ( o d
W por-wnaniu z grupN kontrolnN SHAM. Pod
zaobserwowano w hipokampie po wywoganiu nied
Srodkowe | m-zgu nast NpzegnNst ok oam- rwkzorwesgo pgol
wregionie CA1l hipokampa $0G8).2a reperuzjizw kglejyaghy MCA
trzech punktach czasowych zbi -r ki mi krodi al
utrzymywag sin w kor z,000lnm=0Q002;,pyeh=9) (kOIl €7 odu
naraUonych na MCAO, kt -rym podano zwi Nzek
pozi omu zewnNtrzkom-rkowego glutaminianu we
(odpowiednio p=M446; p=00396 i p=00 33 7) w p agrr -uwprNa nM QA Oz W bad
regionie hipokampa zaobserwowano istotny wzrost poziomu glutaminianu w punktach
czasowych 120 i 150 minut spozumMy-Www Jganigu upy e
wpor -wnani u do SHAMup<QOOXK ;pro0002). LZkncelj e i u szczur - w
MCAO+AP39 poziom zewnNtr zkyif§iotnekioWsgy wl 8t ami
dogrupy MCAOt u U p o mwd20e150 nircopdpowigdnig=0,0059; p=00125).

24 godziny po reperfuzji w kolejnych trzech punktach czasowych zbierania
mi krodial i zat - w, poziom zewnNtrzkom-rkoweg
podwyUszony w pr - -bwapgdr zwmgamuipyy dwCAo zi omu w
kontrolnej SHAM pobranychz obu badanychst r ukt ur m- zgowych (
chronologicznym w korze motorycznej: p064; p=00087; p=00005; oraz w regionie CA1
hipokampa: p=@031; p=00002; p=0112). Wgr upi e szczur - w, kt -re
AP39, Zzaobserwowano i stotny spadekanup-ozi omu
w korze motorycznej viednym punkcie czasowym 24 godziny po reperfuzji (p209)
orazw hipokampie wavszystkich trzech punktach czasowych (B8D9; p=00010;
p=0,0053).

3 dni po przeprowadzeniu operacij.i MCAO ni
zewnNtrzkom-rkowego glutaminianu mifdzy grufg
AP39 szczurom p o operacji pozorowanej
zewnNtrzkom-rkowego glutaminianu w Uadne|j

wpor -wnaniu do gr uRygina®Bontrol nej SHAM (
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KORA MOTORYCZNA " SHAM
Dok FE = MCAD
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o 250 , = MCAO+AP39
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S 200- ;
g 150-
8 Vl\g
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= 1004# s :
& I S
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o
N T T 1
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RycnaB. Wpgdyw MCAO oraz podania zwi Nzku AP39
glutaminianu wmikrodializatachzebranych w (A) korze motorycznej i (B) regionie CAl
hipokampaWynikipr zed st awi ono | andlipowdho zzdstosoManiém SEM i
dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVAestu post hocS i d gk §<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 vs. SHAM; #p<05, ##p<Q0 1 , #60#\ys.00
MCAO.

7.1.2.2.Poziomt r ansporter  -w glutlaminianu xCT i Gl

W celu zbadaniapoziomu wy br any c h bi any eky o weg k Bk e wi u

orazhi pokampi e zastosowano t ec halzokejo bddarsatner n b |
wykazagy i stotnegwi Nzpkjwani HpRE&Eord AMEACma poziom

podjednostki XCT antyportera cystyrggutaminian x, kt -rej przypisuje

transportowN tRygna20M et & @d iNdkrowi U, kt-re w 2z
badawczym stanowi cznSi i Nd rwastosurskw dogMCAO W g r L
zaobserwowano istotny wzrost poziomu GLTp=00 1 6 7 ) , czyli bi agka t
kt - rego zadaniem |jest WYy c bzezgliny synaptyaxtepngo gl ut

astr oRyciha2oB).Zwi Nzek AP39 p adrapySHAMwb er By § omo z i
GLT-1 w hipokampig€p=0,0116)
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A xCT

KORA BEEm 37 kDa PRAZKOWIE ..o .37 kDa HIPOKAMP ... .37 KkDa
150 200 150 :
= T 1s o ]
E 100 5 e E 100 | [
5 T T S 100 LELE g "
fiv] bt - o v/ ]
c\a 50 : - a\e 50 c\e 50 -
0 0 0 Ba8H
MCAO - - + + MCAO - - + + MCAO - - + +
AP39 - + - + AP39 - + - + AP39 - + - +
B GLT1-1
KORA WM™ 62 kDa PRAZKOWIE |8 -62 kDa HIPOKAMP ®@@® ~62 kDa
150 [ 150 # 150
= fi = — B = x
S i °© S 3 "
E 100 | 15 B .;: 100 ,E 100
N s - it §i 2 S = ; 41"
0 —— - 0 Pt S 0 -
MCAO - - + + MCAO - - + + MCAO - - + +
AP39 - 4+ - + AP39 -+ - + AP39 -+ - +

Rycina20. Wpgdyw MCAO oraz podania zwi Nzku AP39 n
(A)aCEcucha | ekki ego x-@ulamaianbwegoexr t er a cyst

oraz (B) transporteraGL-lL.Ob ok wy kr es - w d7 aimiieas 2z ®p0ocre@ ent a

i mmunobl ot -w wraz ze zdj nanci ami korprsphhhawalh Nc
(poni Uej). KolejnoSi pr-bek na zdjfAciu odpow
nawykresieWy ni ki pr zedst awi danalizowank nzas®sowathiamh N N S

jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVIiAgsup o st h o (=65p<6,85ksd a
SHAM, #p<Q05 vs. MCAO).

Aby zwervyfikowal wy ni ki otrzymane w bada
poziomu wyselekcjonowanych | st ot ny ch w regul acj i zewn N
glutaminianu,bi agek w skrawkach m- zgu met odN bar w
Anali za pozi omu mar ker - w oznaczonych pr zy
przeprowadzoan a granicy minfndzy j Ndrem udjastony a st
wzrost poziomu GLT1 zar - Wmo zev m- z g0o2wbe7j) , ( g =alk i w p
(p=0,0208) w grupiez wi er z Nt poddanych operacji MCA O, |

wpor - wnaznwiueM@st kt-re nie otrzyRgijypl2h.adaneg
Wpr NUOkowi u s ama zpamemieodbunrial yMjQA O -1pw stosuokm doG L T
zwi er zNt kon@¥002500)ych SHAM
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Rycina2l. WpgJgyw MCAO oraz podania zwi NkwkorzeAP39 n
m- z g ®weajac z 0 npyo dmegguaavidna immunofluorescencyggos k r a wk - w
m- zgwni ki przedstawi onofja&oe $c e ahaligoiNanbln 8 E N s i
zzastosowaniemednoczynni kowe|j analizy wari(re®cj i (A
#p<0,05vs. MCAQj.u. i jednostka umownaNa ryciniez ami eszczono t ak?U
reprezentatywne zdjncia skrawk-w mlzgu w o
(zielony), jNdra kom-r k osvkea lway b=a r5v0 oQ®ie; DoArPd z
wskaNuplWNal i zacjn anan- izfpwamame aeEcalbsvyakwadr
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Rycina22. Wpgdyw MCAO oraz poda rnransporreraiGINE k u AP39

wp r NUkoazwiaw z o npyo dve-tjordeNgo bar wi enia i mmunof |l uc
m- zgwni ki przedstawiono jako Sr eahalizowand nt en s
zzastosowaniem jednoczynni kowej analizy war.

*p<0,05 vs. SHAM, #p<05 vs.MCAQ, j.u. 1 jednostka umowraNa rycinie zamieszczono
takUe reprezentatywne zdph&U&GFHR(@zrwdy,w m- zg
GLT-1 (zielony), jNdra kom-rkowe wybarwione
oraz ilustracjn wskazuj NcN |okalizacj

(pomaraCG zowy kwadrat) .

7.1.23.Poziomt r ansporter-w glutaminianu VGLUT1 i

Opr-cz translport «rCTw wGLTegul acj i zewnNt r
glutaminianu zaangaUowane sN t akUW bagahicher zy
poziomutychb i agek met odN We wi eMEAQHAPID twykazang istotny i e
spadek poziomu transportera VGLUWL pr NOkowi u w stosunku do zw
MCAO (p=00184;Rycina23A),nat omi ast u zwierzNt kontrolnny:c¢
poziom tego transporter@=0,0485) VGLUTlodpowi ada za regulacjn i

uwdni anego do przestrzeni z e wneNgtor znkeoun - alpkr ozveekj a -
pncherzyk-w synaptycznych. Ni e wykazano na
podarego z wi N AFRBQ na poziom transportera VGLUT2a n | u zwierzNt k o

(SHAM) ani poddanych MCAQ@Rycina23B).
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A vGLUT1
[mEss 50 kDa

KORA W88 -50kDa PRAZKOWIE “%%% ~50kDa HIPOKAMP
150 eI 1500 (* # 0 150 T
= : | = = |5 A
e i 1] =] | | =] i 1
E 100 = £ 100 B E 10 LAE
E nE S e s 1
—: 50 n 50 BESE ':: 50
=X BEEE IS na e |
0 B 0 SRS8 0 s
MCAO - - + + MCAO - - + + MCAO - - + +
AP39 - + -+ AP39 -+ - + AP39 - + - +
B vGLuT2
150 i 200 i 200
'S 100 'S 150 g T 150
£ E S o
-~ 50 = g =
X X 50 . X s
0 — 0 . 0
MCAO - - + + MCAO - - + + MCAO - - + +
AP39 - + - 4+ AP39 -+ - 4+ AP39 - + - 4

Rycina23. WpgJdyw MCAO oraz podania zwi Nzku AP3¢

transporter-w glutaminianu (A) VGLUTI1

Obok wykres: - wdzdamiieaszezpagraezent atywnych i mmun

koresponduj Nocieajd kzaa waanyrkco®wiid efg o( pponi Uej ). Kol

zdjficiu odpowiada kolejnoSci grWypkibadanych
przedstawi ono | andlipowshw radtosowdnielh je@nBckynriikowej analizy

wariancji (ANOVA) i t es,05ws. BHAMt#p<BDvs. MGAO)Y. a k 0 a ,

Anal i za mi kr oskopowa skrawk: - w m- zgu bar

wykazaga istomnyGLWpwdekwi @rozNto otr zymuj Ncych
w stosunku do grupy MCAQw obu badanych strukturach (kora: p&@® 6 2 ; pr NUOk ow

p=00171;Ryciny24-25.Sama procedura MCAO znamiennie zw
zar - wno nw zkyo@=2§287)] ak i p (p=R @2 k6pwistosunku do grupy

SHAM.
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Rycina24Wp §yw MCAO oraz podania zwi Nzku AP39 n
wkorzem- z g @wwejaczony metodN podw-jnego bar wien
skrawk- - wWym-ikgu przedstawiono jako Sredni N i

i analizowano z zastosowanigaanoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) i testu post hoc

Si dako6a ,{5nsSBAM, #p<005 vs. MCAQj.u. i jednostka umownaNarycinie
zamieszczono takUe reprezentatywne-2zdj fci a
(czerwony), VGLUT1 (zielony), jNdra kom-r
skala = 50 Om; oraz ilustracjn wskazuj NcN

(pomaraCG zowy kwadrat) .
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Rycina25Wp §yw MCAO oraz podania zwi Nzku AP39 n
wpr NUkoawiawwczony metodN podw-jnego barwienia
m- zgwni ki przedstawiono jako Sr eahalizowand nt en s
zzastosowaniem jednoczynni kowej analizy war.
*<0,05 vs. SHAM, #p<05 vs. MCAQj.u. i jednostka umownaNa ryciniezamieszczono
takUe reprezentatywne zdjficia s&(zwiny)w m- zg!
VGLUT1 (zielony), jNdra kom-rkowe wybarwio
oraz ilustracjn wskazuj NcN |okalizacj

(pomaraCG zowy kwadrat) .
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7.1.2.4. Poziompodjednostek receptora NMDA 1, 2A i 2B

PoniewaU ekscytotoksyczne efekty glutami:t

przez receptory NMDA, a z kol ei efekty styr
podjednost kowego, dl atego o0oznaczano wpgyw 2z
NMDA. W badaniumet od N Western bl ot nie wykazano i s
AP39 napoziom analizowanych podjednostek receptora NMDARM i u zwierzNt

aniMCAO (Rycina 26A-C). Sa ma procedur a MCAO obni Uyga
NMDAR2A w kor z@=00m9zigo we N {g=@0dl5uoraz NMDARB
wkor ze m@{pz00042ye |
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Rycina26. Wpgyw MCAO oraz podania zwiNzku AP39
NMDAR (A) NR1, (B) NR2Ai(C)NR2ZBb ok wy kr es .- w d @imiieaszczo

reprezentatywnych i mmunobl ot -w wraz ze zdjn
cagkowptebgkawh (poni Uej). KolejnoSi pr-bek
badanych przedstawionych mgkresieWy n i ki przedstawiono | ako

i analizowano z zastosowaniem jednoczynnikowej analizy war{@N{dVA) i testu post hoc
Sidakodoa (0f 20,01 vspSHAM).
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