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stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
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a) tytul osiagniecia naukowego
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chirurgicznego mozgu”.

Osiagnigcie zostalo udokumentowane cyklem 7 prac naukowych, w tym 6 prac
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IF 2011: 5.729; punkty MNiSW: 32.

Mu J., Ostrowski R.P., Soejima Y., Rolland W.B., Krafft P.R., Tang J., Zhang J.H.,
2013, “Delayed hyperbaric oxygen therapy induces cell proliferation through stabilization
of CAMP responsive element binding protein in the rat model of MCAo-induced ischemic
brain injury.” Neurobiology of Disease 51, 133-143. (praca oryginalna)

IF 2013: 5.202; punkty MNiSW: 35.

Ostrowski R.P., Pucko E.B., 2013, “Research of medical gases in Poland.” Medical Gas
Research, 2, 17. doi: 10.1186/2045-9912-3-17. (praca przegladowa)



IF 2013: brak (Unofficial Impact Factor: 1.59) MNiSW: nie.

C) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnigtych wynikow
wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

i. Omoéwienie celu naukowego ww. prac.

Posrod incydentdow mozgowo-naczyniowych, udar mozgu obarczony jest wysoka
$miertelnoscia, a stosowane metody terapeutyczne nie sa wystarczajaco skuteczne. W
odrdznieniu od incydentéw sercowo-naczyniowych, udar mézgu czesto pozostawia chorego z
trwalym inwalidztwem i utrata samodzielno$ci. Istnieja dwa rodzaje udaru mozgu:
niedokrwienny (72-86% udaréw) i krwotoczny (9-18% udarow) (Kobayashi et al, 2003).
Pierwszy spowodowany jest najczgsciej zamknigciem  naczynia  krwiono$nego,
doprowadzajacego krew do okreSlonego obszaru moézgu, przez narastajaca blaszke
miazdzycowa lub zakrzep, uformowany na zmianach miazdzycowych (15 - 30% udarow
ischemicznych), lub poprzez material zatorowy, gtdéwnie z jam i zastawek serca (20-25%
wszystkich udarow niedokrwiennych). Takie zwezenie lub zamknigcie $wiatla naczynia
powoduje ogniskowe niedokrwienie i w nastgpstwie zawal moézgu. Natomiast catkowite
niedokrwienie moézgu, glownie wybiorczo uszkadzajace wrazliwe obszary anatomiczne
mozgowia, jest najczegSciej spowodowane zatrzymaniem czynnos$ci serca (Wiebers et al,
2006). Wsrod udarow krwotocznych mozna wyodrebni¢ forme szczegdlna - krwotok
podpajeczynowkowy (ang. subarachnoid hemorrhage; SAH), w wyniku ktorego krew,
najczesciej z peknigtego tetniaka tgtnic wewnatrzezaszkowych, przedostaje si¢ pomigdzy
opong pajecza i przylegajaca do powierzchni moézgu opong migkka (MacDonald, 1989).

Jednostka kliniczna, ktora posiada pewne wspolne z udarem komponenty uszkadzajace,
takie jak odpowiedz zapalna i hipoksja tkankowa, jest urazowe uszkodzenie mozgu. Wciaz
poszukiwane sa metody zwigkszenia skuteczno$ci leczenia urazéw mozgu, ktorych jako
powstatych wypadkowo lub bedacych efektami ubocznymi interwencji neurochirurgicznych,
nigdy nie bedzie mozna catkowicie wyeliminowac.

Metoda, ktora moze budzi¢ nadzieje na poprawienie wynikoéw leczenia udarow i urazowego
uszkodzenia mozgu jest natlenienie hiperbaryczne. O leczeniu tym mowimy wtedy, gdy
pacjent oddycha czystym tlenem przy cisnieniu wyzszym od ci$nienia atmosferycznego.
Metoda ta ma zdolno$¢ zmaksymalizowania podazy tlenu w sytuacji, gdy jego niedobor jest
jedna z zasadniczych konsekwencji uszkodzenia ciagtosci lub droznosci naczyn mozgu i lezy
u podstaw rozwoju uszkodzen tkankowych w nastepstwie udaru. W urazach mozgu, podanie
tlenu hiperbarycznego moze zwigksza¢é mozgowy metabolizm tlenu oraz pO, w obrgbie
mozgu.

W tej sytuacji, jako temat wiodacy badan wchodzacych w sktad osiagnigcia naukowego,
przyjeto neuroprotekcyjne dziatanie tlenu hiperbarycznego (ang. hyperbaric oxygen; HBO) na
poziomie mechanizmow patofizjologicznych i molekularnych.

Jednym z gtéwnych czynnikdéw, ograniczajacych postep w badaniach nad skutecznym
leczeniem tlenem hiperbarycznym w przypadkach udarow 1 urazow mozgu, jest
niedostateczne  poznanie  patomechanizméow  chorobowych  oraz ~ mechanizmow
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terapeutycznych. Badanie mechanizmu oddziatywania leczniczego HBO na poziomie
subkomorkowym moze pozwoli¢ na lepsze monitorowanie leczenia oraz pomoc w
wyselekcjonowaniu pacjentow, ktorzy najbardziej mogliby skorzystaé z terapii tlenem
hiperbarycznym. Dzigki temu mozna by efektywniej projektowaé badania kliniczne nad
zastosowaniem HBO i w ten sposob zwigkszy¢ prawdopodobienstwo jego sukcesu w probach
klinicznych.

Badania patomechanizméw uszkodzenia moézgu na poziomie neurochemicznym i
molekularnym wymagaja zastosowania modeli zwierzecych chorob osrodkowego uktadu
nerwowego (OUN). Przeprowadzone badania na gryzoniach obejmowaly ogniskowe i
calkowite niedokrwienie mozgu, krwotok podpajeczynowkowy a takze chirurgiczne
uszkodzenie moézgu. Badania wykonane na tak zréznicowanych modelach pozwalaja na
wykazanie, ze terapia tlenem moze by¢ skuteczna w chorobach naczyniowych i urazowych
mozgu.

Weczesniejsi autorzy wykazali, ze w warunkach ischemicznych, tlen normobaryczny (ang.
normobaric oxygen; NBO) moze nie zapewniaé wystarczajacego natlenienia tkanki
nerwowej, w przeciwienstwie do tlenu hiperbarycznego (Sun et al, 2008). Podanie HBO
okazato si¢ korzystniejsze niz NBO w dotychczasowych badaniach nad eksperymentalnym
uszkodzeniem moézgu (Beynon et al, 2007; Huang & Obenaus, 2011).

Celem podjetego obecnie cyklu badan bylo okreslenie korzystnego efektu HBO, jako
procedury leczniczej i hartujacej w walce z uszkodzeniem moézgu po eksperymentalnym
udarze i urazie chirurgicznym mozgu. W szczego6lnosci, podjete badania eksperymentalne na
modelach zwierzgcych moga utorowaé droge badaniom klinicznym z hartowaniem tlenem
hiperbarycznym.

Dlatego w ramach celéw szczegdétowych postawiono zbada¢ mechanizm wptywu HBO na
wczesne uszkodzenie mozgu po eksperymentalnym SAH, ze szczegdlnym uwzglednieniem
wplywu na odpowiedZ hipoksyjna i stres oksydacyjny (2 prace), oraz na rozlegtos¢
uszkodzenia i proces proliferacji komérek w mozgu, mogacy prowadzi¢ do jego regeneracji
po niedokrwieniu ogniskowym przy opéznionym podaniu HBO (1 praca). Postanowiono
takze zbada¢ skuteczno$¢ oraz mechanizm hartowania tlenem hiperbarycznym w catkowitym
niedokrwieniu moézgu (2 prace), oraz  chirurgicznym uszkodzeniu mozgu (1 praca).
Opracowano roéwniez pracg pogladowa, dotyczaca caloksztattu badan z wykorzystaniem
gazow medycznych w Polsce ze szczegdlnym uwzglednieniem tlenu hiperbarycznego (1
praca).

ii. Omowienie osiagnietych wynikow.

Krwotok podpajeczynéwkowy, ktory stanowi od 5 do10% wszystkich udaréw (Wiebers et
al, 2006) jest obiektem szczegélnie intensywnych badan, gdyz dotyka ludzi relatywnie
miodych i niesie ze soba wysoka $miertelno$¢ lub trwate inwalidztwo (van Gijn & Rinkel,
2001). Dlatego w pierwszym etapie badan zainteresowano si¢ mechanizmem dziatania HBO
na niedokrwienie mozgu w przebiegu krwawienia podpajeczynéwkowego (Publikacja H1).
W poczatkowej fazie krwawienia spada mozgowy przeptyw krwi (ang. cerebral blood flow;
CBF), co mozna uwaza¢ za mechanizm powstrzymujacy krwawienie, jednak przy
przedtuzajacej si¢ hipoperfuzji dochodzi do niedokrwienia moézgu i niedotlenienia komorek
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(Grote & Hassler, 1988; Jarus-Dziedzic et al, 2003). Moze to tlumaczy¢é obecnos¢
uszkodzonych komérek w rejonach mézgu, odlegtych od ogniska wynaczynionej krwi. HBO
moze by¢ potencjalnie korzystna opcja terapeutyczna wobec odleglych uszkodzen
niedokrwiennych.

Natlenienie hiperbaryczne nie bylo stosowane we wczesnym okresie po SAH.
Dotychczasowe kliniczne uzycie HBO w SAH ograniczalo si¢ gtownie do pacjentéw z
rozwinigtym skurczem moézgowych naczyn krwionosnych po krwotoku (Kawamura, 1988;
Kohshi et al, 1993). Istotna przestanka uzycia HBO w krwotoku podpajeczyndéwkowym byto
to, ze krwotok podpajeczyndwkowy wywiera na mozg wpltyw ischemiczny o charakterze
globalnym, a skuteczno$¢ HBO udowodniono w modelach catkowitego niedokrwienia mézgu
(Li et al, 2005). Warto przy tym podkresli¢c, ze niedokrwienie mézgu powstajace W
mechanizmie natychmiastowego wzrostu ci$nienia $rodczaszkowego (ang. intracranial
pressure; ICP) na skutek krwotoku podpajeczynowkowego, prowadzi do tagodniejszego i
bardziej krotkotrwatego spadku mézgowego ci$nienia perfuzyjnego (ang. cerebral perfusion
pressure; CPP), niz wskutek zamknigcia $§wiatta naczyn, czy tez czasowego zatrzymania
czynnosci serca. Tym bardziej wige przewidywano sukces terapeutyczny.

Postawiono hipotezg, ze natlenienie hiperbaryczne obnizy stopien uszkodzenia komorek
moézgu po SAH w nastepstwie oddziatywania na gtowny mechanizm detekcji stezenia tlenu w
komorce, zwigzany z czynnikiem indukowanym hipoksja 1 (ang. hypoxia inducible factor 1;
HIF-1), ktéry moze mie¢ réowniez dziatanie proapoptotyczne (Publikacja H1). Czynnik
transkrypcyjny HIF-1 sktada si¢ z indukowalnej podjednostki a oraz podjednostki B, znanej
rowniez jako translokator receptora wodoroweglanu arylu (ang. aryl hydrocarbon receptor
nuclear translocator; ARNT) (Semenza, 2007). W odpowiedzi na hipoksjg, HIF-1 jest
aktywowany gtéwnie dzigki zahamowaniu degradacji proteosomalnej HIF-la. Badania
przeprowadzone na modelu SAH wykazaty wzrost poziomu HIF-1o w hipokampie, mézdzku
I pniu mézgu po 24 godz. od krwawienia, jak rowniez nasilenie immunoreaktywnosci w
hipokampie i korze mézgu. Komorki TUNEL (ang. terminal deoxynucleotidyl transferase
mediated d-UTP nick end-labeling) pozytywne wystepowaly w korze mézgu i prezentowaty
kolokalizacje z czynnikiem HIF-1a. Towarzyszyta temu wzmozona ekspresja zaleznego od
HIF-1 proapoptotycznego biatka wiazacego Bcl-2 i adenowirusowe biatko E1B-19kDa 3
(ang. Bcl-2/adenovirus E1B-19kDa interacting protein 3; BNIP3) w homogenatach
hipokampa. Natomiast obecnos¢ wzmozonej ekspresji $rodbtonkowego czynnika wzrostu
(ang. vascular endothelial growth factor; VEGF), jak réwniez wynaczynienia
immunoglobulin IgG, stwierdzane w korze mozgu, $wiadczyty o nieszczelno$ci bariery krew-
moézg. Zastosowanie tlenu hiperbarycznego przy 2,8 atmosfer absolutnych (ang. atmospheres
absolute; ATA) przez 2 godz., poczawszy od 60 minut po krwotoku, przyniosto redukcje
poziomow HIF-1a, BNIP3 oraz VEGF we wszystkich badanych strukturach mézgu. Ponadto
HBO znormalizowal szereg zmian patofizjologicznych wyindukowanych krwotokiem, takich
jak wzrost ICP, obnizenie CPP i CBF, zwigkszona objgtos¢ krwi w mozgu i obrzek mozgu.
Zastosowanie tlenu hiperbarycznego przyniosto takze statystycznie istotna poprawe Stanu
neurologicznego.

Od dawna postulowano, ze uszkodzenia wolnorodnikowe leza u podloza zmian
wywotanych krwawieniem, natomiast zastosowanie HBO niesie potencjat nasilenia produkcji
reaktywnych form tlenu (ROS) w tkance. Wzrost produkcji ROS w SAH ma zwiazek nie
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tylko z hipoksja, indukowang krwawieniem, ale roéwniez z dziataniem produktéow degradacji
krwi. Wiadomo bylo rowniez, dzigki pracom grupy badawczej Schumackera (Chandel et al,
2000), ze wolne rodniki tlenowe sa czynnikiem stabilizujacym HIF-1la. Z uwagi na powyzsze,
postanowiono zbada¢ wptyw HBO na mediatory i wyktadniki stresu oksydacyjnego po SAH
(Publikacja H2).W tej pracy wykazano hamujace dziatanie HBO na jedno z gtownych zrodet
produkcji wolnych rodnikéw ponadtlenkowych, jakim jest oksydaza NADPH. W ten sposob
redukcja stresu oksydacyjnego pod wpltywem HBO zachodzitaby gtéwnie na drodze
zahamowania aktywnosci i ekspresji czynnikow produkujacych wolne rodniki, a nie wskutek
podniesienia poziomu wymiataczy wolnych rodnikoéw. SAH wywotal wzrost ekspres;ji
podjednostki gp91P"* oksydazy NADPH na poziomie przekaznikowego RNA (MRNA) oraz
wzrost immunoreaktywnosci bialka tej podjednostki w neuronach kory mozgowej po
pierwszej dobie od krwotoku. Dziatanie HBO (2,8 ATA przez 2 godz. od 60 min. po SAH) po
24 godz. od krwotoku manifestowalo sie zmniejszeniem poziomu MRNA gp91°"™
okreslonym metoda PCR, redukcja aktywnosci oksydazy NADPH w tescie z lucygenina oraz
zmniejszeniem stezenia aldehydu dimalonowego (ang. malondialdehyde; MDA) w korze
mozgu. Wyniki potwierdzity, ze HBO ma zdolno$¢ redukcji stresu oksydacyjnego,
zwiazanego z oksydaza NADPH po SAH.

W dalszym etapie postanowiono zbada¢ zagadnienie hartowania tlenem hiperbarycznym,
jako procedury podnoszacej odporno$¢ komorek na uszkodzenie (Publikacja H3). Powzigto
bowiem przypuszczenie, ze obserwowana w niektorych badaniach klinicznych, niecatkowita
efektywnos¢ HBO moze wiazac Si¢ z ograniczona podatnoscia dokonanego uszkodzenia na
dziatanie terapeutyczne. Postanowiono zaproponowaé eksperyment, ktory mialby na celu
wykazanie, ze hartowanie wymaga udziatu mediatora szkodliwego lecz podprogowego dla
uszkodzenia, ewentualnie odbywa si¢ na drodze wyczerpania czynnika uszkadzajacego, ktory
wskutek tego nie moze uczestniczy¢ w mechanizmie uszkodzenia moézgu.

Postawiono hipoteze, ze mediatory zapalne uczestnicza w mechanizmie hartowania tlenem
hiperbarycznym.  Sklonity do tego wstgpne wyniki badan 2z zahamowaniem
cyklooksygenazy-2  (ang. cyclooxygenase-2; COX-2, oficjalna nazwa Human Genome
Organization: prostaglandin-endoperoxide synthase 2; PTGS2) po hipoksji neonatalnej, ktore
przyniosto znaczna protekcje komorek nerwowych. Wyniki pracy opublikowano w 2010 r.
(Publikacja 11A33).

Hartowanie, ktore wyzwala COX-2, mogloby zawczasu uruchomi¢ mechanizmy obronne.
W Publikacji H3 postulowano, ze hartowanie tlenem hiperbarycznym (ang. hyperbaric
oxygen preconditioning; HBO-PC) w 5 sesjach przy 2,5 ATA, bedzie dziatalo ochronnie
przeciwko traumatycznemu uszkodzeniu moézgu, w ktorym rozpadajace si¢ komorki
wyzwalaja mediatory zapalne, aktywujac COX-2. Zastosowano model uszkodzenia
chirurgicznego moézgu (ang. surgical brain injury; SBI), ktory stanowi odpowiednik
uszkodzenia powstajacego W czasie operacji neurochirurgicznych, ale moze by¢ tez uwazany
za modelowanie niektorych urazéw wspotczesnego pola walki (uszkodzenie ptata
czotowego). Jak oczekiwano, SBI zwigkszyl poziom COX-2 w moézgu. Podczas gdy sam
HBO-PC rowniez zwigkszyt poziom COX-2, po urazie chirurgicznym wywotat redukcje
COX-2 w poréwnaniu do grupy bez hartowania. Podobny wzorzec zmian ekspresji
wykazywal HIF-1a (z wyjatkiem braku wyraznego wzbudzenia samym hartowaniem — by¢



moze niewykrytego z uwagi na szybki katabolizm HIF-1a), ktory uznawany jest za nadrz¢dny
regulator COX-2.

HBO-PC zredukowat deficyt neurologiczny po 72 godz. od SBI. Pod wplywem hartowania
wystapito tez zmniejszenie obrzeku mézgu w placie czotowym. Zwiazek COX-2 z obrzekiem
jest dobrze znany. W celu potwierdzenia udziatu COX-2 w mechanizmie hartowania
zastosowano inhibitor COX-2: NS398, w Y dawki leczniczej, podawany na godzing przed
kazda sesja hartowania. NS398 zniost efekt HBO-PC, polegajacy na zmniejszeniu obrzeku
moézgu. W ten sposob potwierdzono wymog uczestnictwa COX-2 w mechanizmie hartowania
tlenem hiperbarycznym przed chirurgicznym urazem mozgu.

Jednocze$nie zainteresowano si¢ rola metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej w
procesie  hartowania HBO (Publikacja H4). Szczegbélny rodzaj $mierci apoptotycznej
komorek, zwany anoikis, moze zachodzi¢ wskutek utraty kontaktu komorek z macierza
pozakomorkowa W wyniku jej degradacji m.in. przez metaloproteinazy macierzy (ang. matrix
metalloproteinases; MMP), wlaczajac MMP-9. Stosujac model zwierzecy 10-minutowego
calkowitego niedokrwienia mézgu, postanowiono zbada¢ efekt HBO-PC na MMP, ktore
moga posredniczy¢ W tym rodzaju $mierci apoptotycznej. W przeprowadzonym
doswiadczeniu HBO-PC zredukowal zymograficzng aktywacje MMP-9 w 72 godz. po
ischemii i poprawil stan neurologiczny. Co ciekawe, wzrost immunoreaktywnosci MMP-9
byt wykryty po samym HBO-PC, co moze sugerowaé, ze zasob MMP-9 wyczerpuje si¢ w
trakcie hartowania, przez co niedokrwienie mézgu nie jest w stanic wywola¢ nadmiernej
aktywacji MMP. W ten sposob zredukowana moze by¢ degradacja bialek macierzy i obnizona
liczebnos¢ komorek TUNEL pozytywnych po niedokrwieniu. Zaproponowano zatem
interesujacy mechanizm hartowania HBO, wskazujac na uczestnictwo proteaz macierzy
pozakomorkowej w tym procesie.

Wynik doswiadczen z SBI pozwolit domniemywac, ze nawet skutki bardzo silnych
bodzcow uszkadzajacych mozg moga by¢ ostabione poprzez modulacje COX-2 za pomoca
HBO-PC. Dlatego tez w kolejnej publikacji (Publikacja H5) wysunigto postulat, ze w
cigzkich przypadkach calkowitego niedokrwienia moézgu wpltyw HBO-PC na COX-2
odgrywa wazna role w mechanizmie ochrony komoérek przed uszkodzeniem. W kolejnym
doswiadczeniu postanowiono zastosowa¢ 15 minutowy czas catkowitego niedokrwienia
moézgu. Nalezy podkresli¢, ze w catkowitym niedokrwieniu mézgu u ludzi odnotowuje si¢
nadal duza $miertelno$¢. Znajduje to réwniez odzwierciedlenie w badaniach do§wiadczalnych
nad metodami leczenia skutkow 5-10 min zatrzymania krazenia, zwykle wiazacego si¢ z 13-
35% natychmiastowa $miertelno$cia, a takze $miercia do 100% komorek piramidowych
sektora CAl hipokampa po 7 dniach u przezywajacych osobnikow (Lipton, 1999;
Majkowska-Wierzbicka, 1989; Ostrowski et al, 2005). Tymczasem posrod naszych wynikow
zwraca uwage zdolnos¢ HBO-PC (5 dni przy 2,5 ATA przez 1 godzinng sesj¢ kazdego dnia)
do zmniejszenia rozlegtosci $mierci komoérek rejonu CAl po relatywnie dilugim, 15
minutowym niedokrwieniu catkowitym moézgu. 7 dni po ischemii przezywato zaledwie 14%
neurondow CAl w pordwnaniu z grupa kontrolna. Liczba przezywajacych neuronéw byla
ponad 2 i pot razy wyzsza w grupie hartowanej tlenem niz w grupie bez hartowania. Liczba
TUNEL pozytywnych komorek w analogicznym czasie byla zmniejszona o 37,1% w
porownaniu do zwierzat niehartowanych. Poprzedzenie sesji hartujacych inhibitorem COX-2,



NS398 skutkowalo ponownym wystapieniem bardzo znacznego obnizenia liczby
przezywajacych neuronow CAL oraz wzrostu neuronalnej apoptozy.

Znamienna rzecza bylo stwierdzone obnizenie ekspresji biatka COX-2 w Western Blot w
hipokampie osobnikéw hartowanych tlenem w stosunku do niehartowanych, wykazujacych
poischemiczny wysoki wzrost COX-2. Podobnie, nasilony wzrost COX-2 stwierdzano, gdy
hartowanie bylo potaczone z uprzednim podawaniem inhibitora COX-2. HBO-PC obnizyt
immunoreaktywnos¢ (IR) COX-2 kolokalizowanej z IR aktywnej kaspazy-3 w hipokampie po
3 dniach od ischemii, jednak efekt obnizonej immunoreaktywnosci nie wystgpowal przy
zastosowaniu HBO-PC razem z inhibitorem COX-2. Podobnie deficyt poznawczy w tescie z
labiryntem T byt zredukowany w grupie hartowanej, natomiast inhibitor temu przeciwdziatal.
Samo hartowanie, bez ischemii, nie spowodowato statystycznie istotnego wzrostu poziomow
COX-2 w moézgu. Jednakze wywotato ono wzrost poziomu HIF-1a (po 24 godz. od ostatniej
sesji hartowania) w hipokampie moézgu. Przy interpretacji tego wyniku nalezy pamigtac, ze
potrzebny jest czas na dokonanie wzrostu ekspresji genow, podlegtych danemu czynnikowi
transkrypcyjnemu (w tym przypadku HIF-1). Podobnie jak COX-2, oksygenaza hemowa-1
(ang. heme oxygenase-1, HO-1) nie byta w tym czasie, co HIF-1a, podwyzszona. Moze to
réwniez wskazywac, ze odpowiedz COX-2 na hartowanie tlenem wykazuje subtelne roznice
migdzygatunkowe, gdyz wzrost poziomu COX-2 samym HBO-PC uzyskano na mysim
modelu SBI. Skutecznos$¢ inhibitora COX-2 w odwroceniu efektu hartowania, rOéwniez w
modelu niedokrwiennym, wyraznie jednak podkresla, Zze hartowanie zalezne jest od
funkcjonalnej COX-2 w mozgu.

Obecnie prowadzone prace sa kontynuacja prac, dotyczacych mechanizmow hartowania
tlenem hiperbarycznym, przedstawianych jako osiagnigcie habilitacyjne. Uzyskane wyniki
pozwalaja sadzi¢, ze HBO-PC prowadzi do rearanzacji proteomu. Do zaistnienia takiej
przemiany moze by¢ konieczne aktywowanie systemu proteosomalnego, ktorego dziatanie
zredukuje biatka - mediatory $mierci komorki jeszcze przed wystapieniem uszkodzenia
mozgu.

Wobec ograniczonego zastosowania hartowania HBO i trudnosci wprowadzenia terapii
hiperbarycznej we wczesnym okresie udaru moézgu, postanowiono przeprowadzi¢ badania
doswiadczalne, w ktorych leczenie rozpoczeto w okresie p6zniejszym. Do tej pory nie badano
op6znionego stosowania HBO, do 48 godz. po eksperymentalnym nieodwracalnym
niedokrwieniu mézgu u dorostych osobnikow. Uwazano bowiem, ze tylko zastosowanie HBO
we wezesnym okresie udaru moze przynies¢ dobroczynne efekty. W warunkach klinicznych
obawiano si¢ interakcji HBO z lekami i logistycznego konfliktu stosowania HBO z innymi
komponentami terapii ostrego udaru (takze z uwagi na pierwszenstwo dla podania tPA).
Zaniepokojenie budzila tez mozliwos¢ utrudniajacego wptywu hiperbarii na intensywne
monitorowanie pacjenta oraz ograniczona dostgpno$¢ komor hiperbarycznych.

Dotychczasowe proby kliniczne, obejmujace pacjentdw z natlenieniem hiperbarycznym
zastosowanym we wczesnym okresie po udarze, nie przyniosty jednoznacznie pozytywnych
wynikow. W tej sytuacji, zastosowanie opoznionego poczatku podjgcia terapii tlenem
hiperbarycznym oraz zbadanie jego efektow wydawato si¢ by¢ uzasadnione. Przy
zastosowaniu HBO po uptywie wczesnego okresu uszkodzenia mozgu w nastgpstwie udaru,
na czoto wysuwa sie mozliwos¢ stymulowania reakcji naprawczych. Zalozeniem nastgpnej
pracy (Publikacja H6) byt fakt, ze wyktadnikiem reakcji naprawczych, w szczegdlnosci
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neurogenezy, jest proliferacja komorek, ktéra moze by¢ stymulowana przez tlen
hiperbaryczny. U podtoza rozplemu komorek o charakterze naprawczym leza mechanizmy
molekularne, wlaczajac dziatanie czynnikoéw transkrypcyjnych.

Wykazano, ze aktywacja czynnika transkrypcyjnego, regulujacego ekspresje¢ genow
zaleznych od cAMP (ang. CAMP-responsive element-binding protein; CREB), jest warunkiem
koniecznym i wystarczajacym dla aktywacji neurogenezy poischemicznej w zakrgcie zgbatym
po ogniskowym niedokrwieniu moézgu (Zhu et al, 2004). CREB dziata poprzez nasilenie
ekspresji podleglych mu genéw, indukujac neurotropowy czynnik pochodzenia mézgowego
(ang. brain-derived neurotrophic factor; BDNF), biatko Bcl-2 (ang. B-cell lymphoma 2) oraz
c-Fos. Wiadomo réwniez, ze fosfataza biatkowa 1y (ang. protein phosphatase / y; PPly)
defosforyluje CREB na Ser-133, przeciwdziatajac jego nadmiernej fosforylacji, ktéra
prowadzi do degradacji CREB na szlaku proteosomalnym (Taylor et al, 2000). Zatozono, ze
HBO, zapoczatkowany po 48 godz. od trwatego niedokrwienia, zablokuje degradacj¢ CREB i
zaktywuje procesy naprawcze W ischemicznym moézgu. Przeprowadzono badania
immunohistochemiczne z bromodeoksyurydyna (BrdU), ktora byla podawana inaczej dla
badania proliferacji komorek (2 iniekcje 1 badanie 24 godz. po ostatniej), a inaczej dla
przezywalnosci 1 migracji komoérek (badanie mozgu 14 dni po ostatniej z szesciu iniekcji
BrdU; przez 3 dni 2 iniekcje dziennie).

Natomiast w eksperymencie z podaniem tlenu hiperbarycznego 3 godz. po ischemii,
postanowiono zbada¢ ekspresj¢ PP1y oraz CREB po 24 godz. od indukcji niedokrwienia.
HBO podany po 48 godz. od niedokrwienia przez 1 godz. dziennie przy 2,5 ATA przez 10 dni
zredukowat rozlegto$¢ udaru, poprawit deficyt neurologiczny i poznawczy (uczenie si¢ i
pamigé przestrzenna) oraz zwigkszyt ekspresje biatka CREB, przynoszac zwigkszenie
proliferacji komérek w hipokampie i okolicy okolo-zawatowej 14 i 28 dnia po indukcji
ischemii. W eksperymencie ostrym wykazano spadek ekspresji PPly oraz wzrost
ubikwitynowanego CREB po 24 godz. od indukcji niedokrwienia. Tymczasem podanie HBO
w 3 godz. po niedokrwieniu odwroécito te zmiany i zredukowato wielko$¢ zawatu mozgu oraz
dato poprawg w badaniach neurobehawioralnych. Wyciszenie CREB albo PP1y, przez uzycie
interferujacego RNA, zredukowato dobroczynne dziatanie HBO, prowadzac do zwigkszenia
obszaru zawalu 1 pogorszenia deficytu neurologicznego. Uzycie PP1y siRNA ostabito tez
obnizajacy wpltyw HBO na ubikwitynacj¢ CREB. Wyniki te moga wskazywa¢ na udziat
CREB w korzystnym dziataniu tlenu hiperbarycznego zaréwno w terapii ostrej, jak i
opoznionej. W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze HBO zwigksza proliferacj¢ komorek w
okolicach uszkodzenia moézgu przez ogniskowe niedokrwienie. Wyniki tych badah moga
wskazywac na zasadno$¢ opdznionego zastosowania tlenu hiperbarycznego w celu aktywacji
mechanizmow naprawczych mozgu 1 usprawnienia funkcji neurologicznych po udarze.

Postanowiono tez dokona¢ analizy badan naukowych gazow medycznych w Polsce i ich
zastosowan, ze szczegdlnym uwzglednieniem tlenu hiperbarycznego (Publikacja H7). W tej
pracy przegladowej zaoferowano krotki rys historyczny, poczawszy od nakreslenia sylwetki
Michata Sedziwoja — Sendivogiusa, ktoéry dokonat odkrycia tlenu pod nazwa ,,pokarmu zycia”
na 170 lat przed odkryciem Priestleya. Scharakteryzowano tez pionierskie prace profesorow
Wroblewskiego i Olszewskiego w skraplaniu gazow. W ostatnich latach odnotowano szereg
badan klinicznych z tlenem hiperbarycznym, przeprowadzonych na niewielkiej liczbie
pacjentow, podczas gdy dopiero pojawiaja si¢ prace, probujace okresli¢ mechanizm dziatania
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HBO na poziomie molekularnym. W badaniach, przeprowadzonych w IMDIiK im. M.
Mossakowskiego PAN w Warszawie, stwierdzono, ze zaréwno tlen hiperbaryczny (HBO),
jak 1 powietrze hiperbaryczne byty skuteczne w powodowaniu wzrostu przezywalnosci
neuronow CA1 hipokampa i poprawy deficytu neurobehawioralnego po 5 min. catkowitym
niedokrwieniu moézgu. Te Korzystne zmiany przypisano efektowi temperaturowemu
hiperbarii, zapobiegajacej zwyzkom temperatury moézgu, wywotanym przez ischemie (Malek
et al, 2013). Natomiast HBO podany w modelu niedotlenienia noworodkéw promowat wzrost
poziomu endogennego zredukowanego glutationu (GSH), czym wzmacnial komorkowe
mechanizmy antyoksydacyjne. Jednoczesnie poziom aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej
(ang. superoxide dismutase; SOD), jako wyktadnika stresu oksydacyjnego, ulegal w tych
warunkach obnizeniu, cO wskazuje na mozliwo$¢ zmniejszenia produkcji wolnych rodnikow
tlenowych w wyniku dziatania HBO. Na podstawie analizy ogélnokrajowych kierunkow
badan nad tlenem hiperbarycznym wnioskowali$my, ze potrzebne sa dalsze badania,
zwlaszcza w aspekcie wptywu HBO na komorki macierzyste oraz badania potencjatu HBO w
terapii nowotworéw. W badaniach klinicznych autorzy podali kilka istotnych przyktadow
skutecznosci HBO, ktora nie jest jednoznacznie rozstrzygnigta w pismiennictwie naukowym.
I tak, HBO ograniczyt uszkodzenie tkankowe i rozleglos¢ amputacji u pacjentow ze stopa
cukrzycowa, a takze poprawit stan kliniczny pacjentdow z oparzeniami termicznymi i
elektrycznymi. Ponadto, pod wptywem HBO dokonata si¢ poprawa stluchu u znacznej
wigkszosci pacjentow z naglym niedostuchem czuciowo-nerwowym. HBO byl takze
skuteczny w leczeniu martwicy popromiennej kosci, powstatej wskutek radioterapii
nowotworow.

Napotkano takze szeroki nurt badan ozonowych, ktory na podstawie wynikow uzyskanych
przez polskich uczonych, moze przynies¢ poszerzenie wskazan do zastosowania leczenia
ozonem na polu stomatologii i ortopedii. Polscy badacze zidentyfikowali liczne szczepy
bakterii 1 wirusOw jamy ustnej podatnych na leczenie ozonem. W opracowaniu wskazano na
znaczenie testow proteomicznych krwi dla prac ozonowych, jako mogacych ustali¢ nowe
markery skuteczno$ci terapii ozonowej oraz pozwoli¢ na monitorowanie bezpieczenstwa
leczenia.

Interesujacym nurtem polskich prac badawczych sa badania mediatorow gazowych tj.
tlenku wegla (CO), tlenku azotu (NO) oraz siarczku wodoru (H,S). Autorzy dostrzegli
potencjal terapeutyczny CO oraz H,S, podczas gdy efekt inhalacji gazowym NO byt juz
badany w polskich probach klinicznych. NO dal popraweg wartosci parametrow
hemodynamicznych i gazometrycznych u chorych kardiochirurgicznych, w postaci redukcji
ci$nienia w tetnicy ptucnej oraz zwyzki PaO,. Wskazano na prace badajace potencjat CO w
mechanizmie hartowania przed transplantacja organow, jego rolg w hamowaniu zakrzepicy i
efekt przeciwzapalny.

Z literatury wynika, ze polscy badacze wiaczyli si¢ w ogélnoswiatowy dyskurs, dotyczacy
zalet i ograniczen anestetykow wziewnych wobec dozylnych. Badano rowniez mechanizmy
hartowania gazowymi anestetykami wskazujac na redukcj¢ wolnych rodnikow i mediatorow
zapalnych. Badania polskich badaczy wskazaly na redukcje biochemicznych markerow
uszkodzenia (MMP-9 oraz S-1008), jako wyktadnik protekcji mozgu i serca, poddanych
ekspozycji na anestetyki wziewne. W badaniach do$wiadczalnych wykazano rowniez ich
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wplyw na redukcje¢ uwalniania/syntezy aminokwasow pobudzajacych oraz zahamowanie
aktywacji mikro- i astro gleju po udarze mozgu.

Polscy naukowcy podjeli rowniez badania nad uzyciem gazow szlachetnych w warunkach
Klinicznych. Badali oni mieszaning helu i tlenu (heliox) pod katem przydatnosci w leczeniu
zaburzen oddechowych u noworodkéw w przebiegu zespotu aspiracji smotki; badania te byty
zarejestrowane na stronie clinicaltrials.gov. Uzyskano istotny statystycznie wzrost wskaznika
PaO,/FiO, w czasie wentylacji helioxem.

Biorac pod uwage catoksztatlt wynikow badan nad gazami medycznymi w Polsce,
nalezatoby postulowa¢ ulepszenie narzgdzi finansowania tego obszaru badawczego i wzrostu
ich integracji z badaniami z dziedziny biologii molekularnej i medycyny naprawczej.

iii. Omowienie ewentualnego wykorzystania osiagnietych wynikow.

Niewatpliwym osiagnigciem naukowym przedstawionego cyklu prac bylo wykazanie, ze
tlen hiperbaryczny wywiera dziatanie neuroprotekcyjne w warunkach eksperymentalnego
udaru i urazu moézgu z uwzglednieniem zaré6wno hartowania jak i terapii wczesnej i
opdznionej. Przedstawiono niebadane do tej pory mechanizmy dziatania HBO w ro6znych
typach uszkodzenia mozgu, wlaczajac po raz pierwszy wczesny okres doswiadczalnego SAH.
Uzyskane wyniki moga by¢ podstawa do ulepszonego projektowania prob klinicznych.
Ewentualny sukces badan klinicznych moglby pozwoli¢ na zastosowanie tlenu
hiperbarycznego, jako szeroko dostgpnego ekwiwalentu farmakoterapii lub s$rodka
wspomagajacego leczenie udaru i urazu mézgu.

Przedstawione badania moga przyczyni¢ si¢ do wypracowania optymalnego rezymu HBO,
okreslenia, ktore markery uszkodzenia mozgu ulegaja korzystnym zmianom oraz okre$lenia
mechanizméw terapeutycznych. Potwierdzi to nie tylko dziatanie ochronne na mozg, ale takze
pozwoli przewidzie¢ mozliwe interakcje lekowe, CO jest wazne przy opracowaniu wytycznych
dla terapii rownolegtych. Wyniki tych badan moga w szczegolnosci wskazywac na zasadno$¢
opoznionego zastosowania tlenu hiperbarycznego w celu aktywacji mechanizmoéw
naprawczych mézgu i usprawnienia funkcji neurologicznych po udarze.

W ostatnich latach wzrosta wiedza o mechanizmach udaru mézgu, co umozliwito (razem z
rosnaca dostgpnoscia zaawansowanego sprzgtu intensywnej opieki neurologicznej) ulepszone
prowadzenie chorych na oddziatach udarowych. Poszerzeniu ulegta rowniez wiedza na temat
patomechanizméw traumatycznego uszkodzenia mézgu w tym roli komponenty hipoksyjnej i
zapalnej. Jednak istnieje niewiele lekow zwalczajacych skutki udaru badz urazu mozgu,
ktorych skuteczno$¢ zostalaby wykazana w wieloosrodkowych badaniach klinicznych. Na
podstawie obecnego stanu wiedzy wytania si¢ potrzeba zastosowania procedur medycznych,
ktore potaczytyby cechy wieloczynnikowej neuroprotekcji oraz medycyny naprawczej. Na
podstawie przeprowadzonych badan wydaje sig, ze natlenienie hiperbaryczne moze
wykazywac i taczy¢ takie witasciwosci. Moze shuzy¢ jako procedura o wielokierunkowym
dziataniu, wspomagajaca inne Strategie terapeutyczne i przyczyni¢ si¢ do ograniczenia
wielolekowosci.

5. Oméwienie pozostalych osiagni¢é naukowo - badawczych.
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Poza pracami, stanowiacymi podstawe habilitacyjnego osiagnigcia naukowego, mdj
dorobek naukowy zawiera prace roznorodne tematycznie, ktére mozna zaklasyfikowaé do 4
glownych nurtow badan: neurotoksykologii, neuroprotekcji, badania endotelin w udarze
moézgu i zawale serca, oraz transplantologii.

Neurotoksykologia

Staz lekarski odbylem w Wojskowym Instytucie Medycyny Lotniczej, gdzie interesowalem
si¢ znaczeniem zaburzen metabolicznych, kardiologicznych i neurologicznych w ocenie
zdrowia pilotéw wojskowych oraz personelu naziemnego. Po ukonczeniu stazu w 1995r.
zaczatem pracowaé¢ w Instytucie-Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej Polskiej
Akademii Nauk, w kierowanej przez Docenta Mieczystawa Smiatka, Pracowni Neurochemii
Klinicznej w Zakladzie Neuropatologii.  Wiaczytem si¢ tam aktywnie w badania
neurotoksykologiczne, ktére zaowocowaly kilkoma pracami mojego wspotautorstwa. W
owym czasie prowadzone byly prace nad doswiadczalng encefaloneuropatia tellurowa. Warto
zaznaczy¢, ze u ludzi moga wystepowac skutki zawodowego narazenia na tellur, ktory w
przemysle uzywany jest do produkcji stopow, potprzewodnikdéw oraz paneli stonecznych.
Wigkszo$¢ doswiadczen z narazeniem na tellur przeprowadzono na szczurach dorostych, u
ktorych badano moézg, nerw kulszowy, watrobe i nerki po 7 i 30 dniach eksperymentu
(Publikacja 11A2) “Experimental Tellurium Encephaloneuropathy in the Rat. 1. Effect of
Intoxication with Sodium Tellurite.” Pol J Environ Stud Suppl,1997, 6, 186-188. Badania
ultrastrukturalne po 7 dniach po podaniu tellurynu sodu wykazaty obecno$é pojedynczych,
zmielinizowanych aksonéw w istocie biatej i ciele modzelowatym mozgu u 25-dniowych
oraz dorostych szczuréw. Wystgpowal obrzek astrocytow, obrzmienie synaps w korze mozgu
oraz uszkodzenie oligodendrocytow w hipokampie. Ujawniono zaburzenia procesu
mielinizacji w istocie bialej mézgu oraz zmiany ultrastrukturalne w nerwie kulszowym.
(Publikacja 11A2).

W publikacji “Experimental Tellurium Encephaloneuropathy in the Rat. Il. Does Squalene
Play an Important Role in pathogenesis of Tellurium Encephaloneuropathy? (Electron
Microscopic Studies).” Pol J Environ Stud Supl, 1997, 6, 189-191 (Publikacja 11A3)
postulowano, ze nagromadzenie skwalenu odgrywa wazna rol¢ w powstawaniu zmian
patologicznych w uktadzie nerwowym po zatruciu tellurem. Skwalen, wazny zwiazek na
szlaku syntezy cholesterolu, ulega konwersji do 2-3 epoksyskwalenu w reakcji katalizowanej
przez epoksydaz¢ skwalenowa (EC 1.14.99.7; obecna nazwa: monooksygenaza skwalenu, EC
1.14.13.132), ktora ulega inhibicji przez tellur. Mozna zatem przypuszczaé, ze przy
ekspozycji na tellur dochodzi do gromadzenia skwalenu w uktadzie nerwowym. Po 30 dniach
od podania skwalenu u dorostych osobnikow obserwowano rozwinigty obraz
encefaloneuropatii skwalenowej, objawiajacej si¢ pierwotnym uszkodzeniem komorek
glejowych, dezintegracja mieliny i degeneracja akSonalna. W cytoplazmie neuronéw kory
mozgowej 1 hipokampa stwierdzano obecnos¢ thuszczo-podobnych kropelek oraz wykryto
przerost i apoptoz¢ komorek s$rodbtonka mozgowych naczyn krwionosnych. Kropelki
thuszczo-podobne wystgpowaly rowniez w ostonkach mielinowych nerwu kulszowego
(Publikacja 11ALl) , ,The experimental squalene encephaloneuropathy in the rat.”Folia
Neuropathol, 1997, 35, 262-264.
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Powyzsze prace ustalily roznice pomigdzy efektami wywotanym przez podanie telluru i
skwalenu. Tellur wywoluje uszkodzenia komoérek Schwanna w PNS (ang. peripheral nervous
system), a uszkodzenie mieliny (wglobienie mieliny w aksony, hipomielinizacja) jest wtorne.
Po tellurze nie obserwuje si¢ przerostu endotelium, czy depozytéw ttuszczo-podobnych w
nerwie kulszowym (Publikacja 11A7) ,,The experimental squalene encephaloneuropathy.”
Exp Toxicol Pathol, 1999, 51, 75-80. Do charakterystycznych cech encefaloneuropatii
skwalenowej nalezy akumulacja kropelek tluszczo-podobnych w komorkach moézgu i
nerwach obwodowych oraz apoptoza $rodbtonkoéw naczyn mézgowych. Po podaniu skwalenu
zachodzi penetracja ttuszczo-podobnych substancji do komoérki Schwanna, a nie pierwotne jej
uszkodzenie. Skwalen jawi si¢ wigc jako czynnik neurotoksyczny, wywolujacy specyficznag
encefaloneuropati¢. Do prac tych odwotywali si¢ pdzniej badacze amerykanscy przy dyskusji
na temat obecnosci skwalenu w szczepionce przeciw waglikowi (Asa et al, 2002).

Ogniskowe niedokrwienie moézgu w zatorze gazowym | nheuroprotekcja hipotermiczna.
Endotelinowe niedokrwienie mézgu i neuroprotekcja CoQ1g

Drugim nurtem badan byta neuroprotekcja przy zastosowaniu hipotermii oraz ubichinonu w
dwoch modelach doswiadczalnych. Pierwszy model bazowat na wstrzyknigeciu powietrza i
podwiazaniu tgtnicy szyjnej wspoOlnej, natomiast drugi polegal na domoézgowej iniekcji
endotelin powodujacych wieloogniskowe niedokrwienie moézgu z martwica selektywna.
Zatory gazowe sa przedmiotem badan m.in. w zwiazku z ich wystgpowaniem w chorobie
dekompresyjnej, wskutek obnizenia ci$nienia w kabinie samolotu podczas utraty szczelnos$ci
lub zwigkszenia wysokos$ci. Po zastosowaniu 4 godzinnej umiarkowanej hipotermii U Szczura
z zatorem gazowym 1 zamknigciem tgtnicy szyjnej wspdlnej wystapit spadek poziomu
mleczanu w mozgu w poréwnaniu z grupa NOrmo-termiczna, jednak efekt ten zmniejszyt si¢
po 24 godzinach od zatoru. Badania wskazaly na kluczowa istotno$¢ czasu rozpoczgcia oraz
podtrzymywania hipotermii dla utrzymania efektu leczniczego. (Publikacja 11A5) “Effect of
hypothermia on lactate acidosis in experimental ischemia in the rat brain.” Neurol Neurochir
Pol, 1998, 32(6),1385-1395. Drugi model uszkodzenia moézgu byt zblizony do zespotu
klinicznego niedokrwienia mézgu. W dokomorowej iniekcji stereotaktycznej podawano do
mozgu szczura endoteling-1 (ET-1) - zwiazek silnie obkurczajacy naczynia. Zbadano wptyw
koenzymu Qi (CoQ10) na kwasice mleczanowa po podaniu ET-1. Okazato sig, ze endotelina
po podaniu do mdzgu, wywoluje istotny wzrost poziomu mleczanéow w potkulach mézgu po
1, 41 24 godz. od podania. Koenzym Qi obnizat poziom mleczanéw po 24 godz. od podania
endoteliny, co moze stanowi¢ przyczynek do rozwazan nad jego zastosowaniem w
niedokrwieniu mézgu w klinice. Wyniki tej pracy zasugerowaly dalsze badania nad CoQo W
celu oceny jego wplywu na zmiany morfologiczne oraz endogenne uktady antyoksydacyjne
moézgowia po podaniu endoteliny. (Publikacja 11A6) “Effect of coenzyme Qi on lactate
acidosis in endothelin-1 model of experimental cerebral ischemia.” Neurol Neurochir Pol,
32(6), 1397-1404.

Blizszej ocenie poddano efekt koenzymu Qo na charakter zmian morfologicznych,
spowodowanych podaniem endoteliny-1. Wykazano obecno$¢ ognisk martwicy selektywnej
oraz ciemnych neuronow w hipokampie i korze moézgu, z depozytami glikogenu na ich
obwodzie 24 godz. po podaniu endoteliny. Obserwowano zmniejszenie nasilenia zmian pod
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wplywem leczenia koenzymem Qio. (Publikacja 11A4)  “Evaluation of morphological
changes after treatment with coenzyme Q1o (CoQig) in experimental ischemia in the rat.”
Folia Neuropathol, 1998, 36,185-188.

W dalszych etapach badan skupiono si¢ na oddziatywaniu koenzymu Qo na endogenne
uktady antyoksydacyjne. Przeprowadzono badania porownawcze wptywu CoQip po podaniu
ET-1 oraz ET-3 na aktywnos$¢ SOD, ktora jest enzymatycznym wymiataczem wolnych
rodnikéw ponadtlenkowych. Podanie endotelin spowodowato obnizenie aktywnosci SOD w
korze mézgu, mozdzku i pniu mozgu oraz hipokampie. Dowiedziono, ze ET-1 powoduje
glebszy niz ET-3 spadek aktywno$ci enzymatycznej w pierwszej godzinie doswiadczenia.
Normalizacja aktywnoséci SOD po podaniu CoQ1g byta obserwowana juz po 4 godz. w grupie
z ET-3 i po 24 godz. z ET-1. Jedynie w pniu mozgu normalizacja nie wystapila, jednakze
CoQqp istotnie zwigkszyt tam aktywno§¢ SOD w poréwnaniu do przypadkéw nieleczonych po
24 godz. (Publikacja 11A8) “Effect of coenzyme Q10 (C0oQi) On superoxide dismutase
activity in ET-1 and ET-3 experimental models of cerebral ischemia in the rat.” Folia
Neuropathol, 1999, 37, 247-251.

Neuroprotekcja koenzymem Qio po domédzgowym podaniu endotelin byta wiodacym
nurtem moich badan i stata si¢ tematem pracy doktorskiej. Wykazano w niej, ze ET-1 podana
do mézgu powodowata wyzsze stezenia mleczanow, glebszy spadek GSH i aktywnosci SOD,
oraz wyzszy iloraz utlenionego i zredukowanego glutationu (GSSG/GSH) niz ET-3. Ponadto
w odroznieniu od ET-3, ET-1 powodowatla liczne ubytki neuronalne w korze mozgu i
hipokampie. Jednoczesnie CoQ1p normalizowat metabolizm energetyczny mézgu po podaniu
endotelin poprzez wzrost ATP 1 redukcje mleczanow. CoQjo zredukowal tez stres
oksydacyjny, co wyrazito si¢ normalizacja aktywnosci SOD, a takze redukcja spadku GSH i
przeciwdziataniem wzrostowi GSSG w korze mozgu, hipokampie, mézdzku i pniu moézgu. W
grupie z podaniem CoQ;o obserwowano redukcje¢ stopnia uszkodzen neuronalnych. Wyniki
zamieszczone w rozprawie doktorskiej zostaly opublikowane w Brain Research Bulletin w
2000r. (Publikacja 11A9) , Effect of coenzyme Qip on biochemical and morphological
changes in experimental ischemia in the rat brain.” Brain Res Bull, 2000;53:399-407.

Endoteliny

W dziedzinie kardiologii eksperymentalnej postanowiono zbada¢ wptyw ET-1 na regulacje
leptyny, ktora, jako hormon tkanki tluszczowej regulujacy metabolizm energetyczny
organizmu, moze odgrywa¢ role w patogenezie zawatlu serca. Hiperleptynemia jest
czynnikiem predykcyjnym zawatu serca i udaru krwotocznego mézgu (Koh et al, 2008).
Wiadomo tez, ze endotelina-1 stymuluje produkcje¢ leptyny w komorkach adipocytéw (Xiong
et al, 2001). Postanowiono zatem zweryfikowaé, czy mieszany antagonista receptorow
endotelinowych - bosentan wywiera wptyw na pozawatowe uszkodzenie serca i poziom
leptyny osoczowej. Ustalono, ze w doswiadczalnym zawale serca rozleglto$¢ zawatu byla
podobna w grupie z lekiem lub bez leku. Jednakze bosentan wptywat obnizajaco na osoczowy
poziom leptyny. Wzrost poziomu leptyny w grupie z bosentanem pojawit si¢ tylko w 24
godzinie od zawatlu serca. Co nie mniej wazne, podanie bosentanu przyniosto istotne
obnizenie $miertelno$ci pozawatowej, wskazujac na potencjalng korzys¢ jego zastosowania
klinicznego w ostrym zawale serca. (Publikacja 11Dbl) “Effect of endothelin receptor
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antagonist bosentan on plasma leptin concentration in acute myocardial infarction (Ml) in
rats. ” Pathophysiology, 2003, 9, 249-256.

W dalszym etapie badan zastosowano bosentan w modelu zatrzymania krazenia z
resuscytacja, powodujacym catkowite niedokrwienie modzgu, obarczone znaczna
$miertelnoscia. Bosentan znacznie obnizyl poziom endoteliny-1 w hipokampie po
niedokrwieniu. Uzyskano przy tym zwigkszenie poziomu endoteliny osoczowej, co moze
swiadczy¢ o nasilonym wypieraniu jej z polaczen receptorowych. Jednoczesnie samo
zatrzymanie krazenia zwigkszalo stgzenie leptyny po 24 godz., podczas gdy zastosowanie
antagonisty endotelinowego hamowato ten efekt. Nie stwierdzono jednak wptywu blokady
endotelinowej na $miertelno$¢ po zatrzymaniu krazenia.  Badania ultrastrukturalne
udokumentowaty neuroprotekcyjny efekt bosentanu wobec neuronéw CAIl hipokampa.
Mozna wnioskowa¢, ze endoteliny uczestnicza w wywieraniu stresu na organelle komoérek w
trakcie niedokrwienia moézgu. Co wigcej, obnizenie poziomu leptyny przez bosentan nie
wskazuje na jej udzial w korzystnym wplywie bosentanu na poniedokrwienne uszkodzenie
mozgu (Publikacja 11A11) “Effect of Bosentan on Leptin and Endothelin-1 Concentration in
Plasma and Brain after Cardiac Arrest in Rats.” Drug Dev Res, 2005, 64,137-144.

Domniemana rola leptyny w zakresie neuroprotekcji nie zostala potwierdzona w dalszych
badaniach z uzyciem modelu ogniskowego niedokrwienia moézgu i zastosowania tlenu
hiperbarycznego (HBO). Mimo redukcji uszkodzenia moézgu przez zastosowanie HBO,
poziom leptyny osoczowej nie ulegt modyfikacji przez terapi¢ hiperbaryczna. (Publikacja
11Db4) “Serum leptin levels decrease after permanent MCAOo in the rat and remain unaffected
by delayed hyperbaric oxygen therapy.” Med Gas Res 2013, 3, 8. doi: 10.1186/2045-9912-3-
8.

Badania izotopowe

W  Pracowni Doswiadczalnej Medycyny Nuklearnej IMDIK podjeto badania z
zastosowaniem izotopow promieniotworczych. Jednym z gltownych tematow badan byla
zdolnos¢ przechodzenia zwiazkdéw znakowanych przez barierg¢ krew-mozg (ang. blood-brain
barrier; BBB). Warto zwrdci¢ uwagg na badania w kooperacji z Zaktadem Fizjologii
Oddychania IMDiK i Wydzialem Chemii Uniwersytetu Warszawskiego nad N-oleinoilo-
dopaming (OL-DA), pochodna dopaminy i1 kwasu oleinowego. Jej przechodzenie do mézgu
po podaniu do tetnicy szyjnej wewngtrznej byto obiektem badan, ktore wykazaty 3-4 krotne
wzmozenie pasazu trytowanej N-oleinoilo-dopaminy przez BBB w poroéwnaniu z dopaming
niezmodyfikowana, znakowana trytem. Wyniki te wskazuja na mozliwos¢
farmakologicznego zastosowania egzogennej OL-DA w celu lepszego zaspokojenia
zapotrzebowania méozgu na dopaming. (Publikacja 11A10) “Brain uptake of radiolabeled N-
oleoyl-dopamine in the rat.” Drug Dev Res, 2003, 60, 217-224.

Neuroprotekcja w krwotoku podpajeczynéwkowym

Wiodacych tematem moich badan w Laboratoriach Badawczych Neurobiologii,
kierowanych przez profesora Johna Zhanga w Zaktadzie Neurochirurgii Uniwersytetu
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Stanowego Luizjany w Shreveport oraz w Zakltadzie Fizjologii i Farmakologii na
Uniwersytecie Loma Linda w Kalifornii byly mechanizmy neuroprotekcji w terapiach
eksperymentalnych na modelach krwotoku podpajeczynowkowego.

W doswiadczalnym krwotoku podpajeczyndéwkowym obserwowano supresje zjawisk
zaleznych od hipoksyjnych szlakéw sygnatowych i redukcje stresu oksydacyjnego po
zastosowaniu HBO, w szczeg6lnosci zahamowanie ekspresji i aktywnosci NADPH oksydazy.
(Publikacja 11A13;14) “Neuroprotective effect of hyperbaric oxygen in a rat model of
subarachnoid hemorrhage.”” Acta Neurochir Suppl, 2006, 96, 188-193.

Jednakze roli NADPH w stresie oksydacyjnym po krwotoku podpajeczyndéwkowym nie
udato si¢ potwierdzi¢ na myszach ze znokautowanym genem gp91°"™, chociaz w przypadku
ischemii inni autorzy stwierdzili redukcj¢ uszkodzenia moézgu u myszy z brakiem
funkcjonalnej NADPH oksydazy (Walder et al, 1997). Po SAH myszy znokautowane
wykazywaly podobne poziomy peroksydacji lipidow oraz produkcji  rodnika
ponadtlenkowego w mozgu jak myszy nieznokautowane. Moze to wskazywac na redundancjg
funkcji w obrebie systemu NADPH oksydaz, zapewniona przez rézne izoformy podjednostek
enzymu lub niekompatybilno$¢ modelu mysiego SAH ze szczurzym, przy czym ten ostatni
lepiej odzwierciedla ludzki SAH (Milner et al, 2014). (Publikacja 11A16) “Oxidative Stress
after Subarachnoid Hemorrhage in gp91°"™ Knockout Mice”. Can J Neurol Sci, 2007, 34,
356-361.

Do prac przeprowadzonych na modelu SAH, aby bada¢ neuroprotektanty, nalezy zaliczy¢ te
z zastosowaniem inhibitorow kinaz. Wykazano, ze SP600125, inhibitor kinazy biatkowej
fosforylujacej N-koniec biatka Jun (ang. c-Jun N-terminal kinase; JNK), zapobiegat
fosforylacji c-Jun oraz hamowat ekspresje akwaporyny 1 (ang. aquaporin 1; AQP1), MMP-9,
VEGF oraz redukowal aktywacje kaspazy-3. Towarzyszylo temu zmniejszenie uszkodzen
neuronalnych moézgu, ochrona bariery krew-mozg, redukcja obrzgku moézgu oraz poprawa
deficytu neurologicznego. Wyniki tych badan moga wskazywa¢ na wiodaca role JNK we
wczesnym okresie uszkodzenia neuronalno-naczyniowego moézgu po SAH. (Publikacja
I1A18) “Role of c-Jun N-terminal kinase in early brain injury after subarachnoid
hemorrhage.” J Neurosci Res, 2007, 85, 1436-1438.

Jednakze inhibitory farmakologiczne stwarzaja szereg niedogodno$ci w interpretacji
wynikow, szczegolnie co do specyficznosdci ich dziatania. Dlatego tez postanowiono uzy¢
wyciszenia okreslonych genow za pomoca krotkiego interferujacego RNA (ang. small
interfering RNA; siRNA). Postulowano, ze biatko homologiczne C/EBP (ang. C/EBP
homologous protein, CHOP) moze bra¢ udzial w mechanizmie wczesnego uszkodzenia
moézgu po SAH. W osobnych badaniach poddano tez weryfikacji jego role w uszkodzeniu
duzych naczyn mozgowych po SAH. CHOP jest czynnikiem transkrypcyjnym,
uruchamianym w odpowiedzi na stres siateczki srodplazmatycznej poprzez dziatanie m.in.
kinazy biatkowej PERK (ang. PKR-like ER kinase), zlokalizowanej w retikulum
endoplazmatycznym, eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 2 elF-2 (ang. eukaryotic
initiation factor 2) i czynniki transkrypcyjne ATF4 i ATF6 (ang. activating transcription
factors). Rowniez enzym zalezny od inozytolu 1 (ang. inositol-requiring enzyme-1; IRE1),
poprzez kinaz¢ biatka p38 aktywowana przez mitogen (ang. p38 mitogen-activated protein
kinase; p38 MAPK), moze aktywowa¢ CHOP (Oyadomari & Mori, 2004). Ten ostatni
aktywuje apoptoze poprzez aktywatorowe biatko proapoptotyczne z podrodziny BH3-only,
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Bim (ang. B cell lymphoma-2 interacting mediator of cell death) i proteazy cysteinowe
specyficzne dla asparaginianu, kaspazy (Puthalakath et al, 2007). Zastosowano wyciszenie
poprzez podanie dokomorowe jednej z dwoch siRNA dla CHOP. Po ich podaniu uzyskano
tendencje do zmniejszenia $miertelnosci z 18 do 7,5%, (SiRNA1). Po 24 godz. uzyskano
redukcje poziomu wynaczynionego do moézgu barwnika Evans Blue oraz normalizacje
zawarto$ci wody w moézgu, $wiadczace 0 zmniejszeniu przepuszczalnoSci bariery krew-
mozg. Wyciszenie przyniosto obnizenie poziomu biatka CHOP, Bim oraz kaspazy 3, oraz
zmniejszytlo spadek Bcl-2. Zredukowane ilosci komoérek TUNEL-pozytywnych,
kolokalizujacych z CHOP, obserwowano po wyciszeniu w warstwach podkorowych i
hipokampie. W tetnicy podstawnej mozgu, podaniem siRNA osiagni¢to zmniejszenie
poziomu CHOP, Bim i kaspazy 3 w tkance naczyniowej oraz zredukowanie nasilenia zmian
apoptotycznych w $§rodbtonkach, a takze redukcj¢ $rednicy i grubos$ci $ciany tgtnicy po 72
godz. od doswiadczalnego SAH. Wydaje si¢, ze CHOP moze odgrywac istotna role nie tylko
we wezesnym uszkodzeniu mozgu po SAH, ale i w mechanizmie apoptotycznego
uszkodzenia $rodbtonkéw naczyniowych, bedacym podstawa rozwoju skurczu naczyn
moézgowych po krwotoku podpajeczyndéwkowym. CHOP moze stanowi¢ cel interwencji
terapeutycznej opartej na wyciszeniu ekspresji genu. (Publikacja 11A52) “CHOP Silencing
Reduces Acute Brain Injury in the Rat Model of Subarachnoid Hemorrhage.” Stroke, 2012,
43, 484-490. (Publikacja 11A53) “Targeting C/EBP homologous protein with SiRNA
attenuates cerebral vasospasm after experimental subarachnoid hemorrhage.” Exp Neurol,
2012, 238, 218-224.

Z badan przeprowadzonych w ostatnich latach wynika, ze réwniez immunomodulacja moze
by¢ podstawa opracowania nowych terapii w SAH. Postanowiono zastosowaé
immunomodulacj¢ za pomoca statyn, ktore maja wilasciwosci zmieniania kompozycji
podtypow limfocytow T pomocniczych z Thl, ktére moga promowac nasilona odpowiedz
immunologiczno-zapalng w kierunku mniej agresywnych, immunomodulacyjnych Th2. W
procesie tym uczestniczy transformujacy czynnik wzrostu (ang. transforming growth factor
p1; TGF-BL), wydzielany przez limfocyty Treg (regulujace negatywnie wydzielanie cytokin
Th2). Th2 wydaje si¢ korzystniej wptywac na przezycie neuronow i regeneracj¢ OUN niz Thl
(Hendrix & Nitsch, 2007). Simvastatyna zmniejszata uposledzenie neurologiczne zwierzat
laboratoryjnych po SAH. Towarzyszyta temu zwyzka poziomoéw TGF-1B w korze mozgu i
pniu mozgu, przy obnizeniu interleukiny 1B (IL-1B), zwiazanej z odpowiedzia Thl. W
barwieniach podwdjnych immunofluorescencyjnych wzmozenie sygnatu TGF-18
kolokalizowato z markerem limfocytow T. Tym samych wykazano, Ze statyny niosa potencjat
immunomodulacyjny  dla poprawy  stanu  neurologicznego po  krwotoku
podpajeczynowkowym. (Publikacja 11A54) “Statin-induced T-lymphocyte modulation and
neuroprotection following experimental subarachnoid hemorrhage.” Acta Neurochir Suppl.,
2013, 115, 259-266.

Stosowano réwniez mysi model SAH do badan neuroprotekcji, uzyskiwanej poprzez gazy
anestetyczne. Zbadano efekt izofluranu na wyktadniki reakcji zapalnej moézgu po SAH.
Izofluran, podany przez godzing poczawszy od 1 godziny od krwotoku, dziatat obnizajaco na
poziomy markerow komorek zapalnych- mieloperoksydazy (MPO), czasteczki adaptorowe;j
wiazacej zjonizowany wapn 1 (ang. ionized calcium binding adaptor molecule-1; Iba-1), oraz
cytokin - czynnika nekrozy nowotworéw a  (ang. tumor necrosis factor «; TNF-a),
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interleukiny 1P (IL-1P), a takze czasteczek adhezji komorkowej, wlaczajac czasteczke adhez;ji
migdzykomodrkowej 1 (ang. intercellular adhesion molecule 1; ICAM-1) i selektyng P, oraz
induktoréw zapalnych - COX-2 i ufosforylowanej kinazy biatkowej fosforylujacej N-koniec
biatka Jun (JNK; phosphorylated c-Jun N-terminal kinase) w 24 godz. po krwotoku. Roéwnolegle
obnizyt on cigzkos$¢ stanu neurologicznego 1 obrzgku mézgu. Kliniczne efekty izofluranu byty
zablokowane przez dokomorowe podanie inhibitora kinazy sfingozynowej DMS, a takze
antagonist¢ sfingozyno-1/3-fosforanu VPC23019, ktore takze wzmogly ekspresjc ICAM-1
oraz IL-1B. Uzyskane rezultaty §wiadcza o tym, ze izofluran moze hamowac reakcje zapalna
mozgu na SAH poprzez aktywacje szlaku kinazy sfingozynowej. (Publikacja I11A58)
“Isoflurane on brain inflammation.” Neurobiol Dis, 2014, 62, 365-371.

Badania poswigcone SAH staty si¢ przedmiotem kilku prac pogladowych. W artykule,

skupiajacym si¢ na wczesnych stadiach po SAH, opisano wieloczynnikowo$¢ patogenezy
krwotocznego uszkodzenia mdzgu. W pracy tej podkreslono znaczenie ostrej ischemii po
SAH dla obrazu uszkodzenia mézgu, W odroznieniu do dotad wiodacej roli, przypisywanej
poznemu skurczowi naczyn mézgowych. (Publikacja 11A15) » Molecular Mechanisms for
Early Brain Injury after Subarachnoid Hemorrhage.” Neurol Res,2006, 28, 399-414.
Wobec ztozonosci mechanizméw patogenetycznych uszkodzenia mézgu po SAH dokonano
przegladu modeli SAH pod katem ich przydatnosci do modelowania réznych stadiow
krwotoku (Publikacja 11A28) ,,Experimental models of subarachnoid hemorrhage for studies
of cerebral vasospasm.” Neurol Res, 2009, 31, 568-581. W oparciu o dane z krwotoku
doswiadczalnego dokonano réwniez analizy mozliwosci zastosowan oraz skuteczno$ci tlenu
hiperbarycznego w zapobieganiu i leczeniu ostrych uszkodzen krwotocznych, a takze skurczu
naczyniowego oraz wywotanego nim niedokrwienia mézgu po krwotoku. W pracy tej
zasugerowano aspekt kondycjonujacy uzycia HBO po SAH, jako przeciwdziatajacy
rozwinigciu si¢ i konsekwencjom skurczu naczyn mézgowych w nastepstwie krwawienia do
przestrzeni podpajeczynowkowej. (Publikacja 11A46) “Hyperbaric Oxygen for Cerebral
Vasospasm and Brain Injury Following Subarachnoid Hemorrhage.” Transl Stroke Res, 2011,
3, 316-327.

Neuroprotekcja w krwotoku srodmodzgowym

Podjeto badania potencjalnych terapii uszkodzenia moézgu rowniez po krwotoku
srodmozgowym (ang. intracerebral hemorrhage; ICH), ktory jest czgstszy u ludzi niz
podpajeczyndéwkowy 1 obarczony wysoka $miertelnoscia. Postanowiono zastosowac
apocyning, bedaca inhibitorem oksydazy NADPH, w celu zmniejszenia stresu oksydacyjnego
w doswiadczalnym krwotoku srodmézgowym.

Wykazano brak istotnego wptywu apocyniny na oksydazg NADPH, jednakze etanol,
poczatkowo uzyty jako nos$nik apocyniny, wykazal dziatanie neuroprotekcyjne, skutkujace
redukcja deficytu neurologicznego i obrzgku moézgu. Dzialanie etanolu nie wigzalo si¢ z
redukcja peroksydacji lipidowej, ani wptywem na oksydazg NADPH. Wyniki te mogty
przyczyni¢ si¢ do dalszego rozwoju badan nad neuroprotekcyjym dziataniem etanolu, ktorych
przyktady mozna znalez¢ w bardzo niedawnych publikacjach innych autorow (Qi et al, 2010;
Wang et al, 2012). (Publikacja 11Al7) “Effects of Apocynin and ethanol on intracerebral
hemorrhage-induced brain injury in rats.” Clin Exp Pharmacol Physiol, 2007, 34, 356-361.
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Oprocz badan czynnikow odpowiedzialnych za wytwarzanie wolnych rodnikéw w
patogenezie uszkodzen moézgu po krwotoku $rodmézgowym, postanowiono zbadaé wplyw
egzogennych  antyoksydantow  enzymatycznych:  miedziowo-cynkowe]  dysmutazy
ponadtlenkowej, potaczonej kowalentnie z lecytyna (PC-SOD) oraz Kkatalazy, potaczonej z
tancuchem glikolu polietylenowego (PEG-CAT), na poziom produktéw rozpadu zwiazkow
lipidowych, obrzek moézgu i deficyt neurologiczny. Wyniki badan wykazaty, ze PC-SOD i
PEG-CAT podane bezposrednio po krwotoku, wywotanym przez kolagenaze bakteryjna, nie
mialy istotnego wplywu na uszkodzenie mozgu. Negatywne wyniki podawania czynnikow
hamujacych wytwarzanie wolnych rodnikow, jak i podania egzogennych antyoksydantow,
zasugerowaly §ledzenie innych podej$¢ terapeutycznych niz walka ze stresem oksydacyjnym
po ICH. (Publikacja 11A24) “The Effects of Superoxide Dismutase and Catalase Derivates
on Intracerebral Hemorrhage-Induced Brain Injury in Rats.” Acta Neurochir Suppl., 2008,
105, 33-35.

Badania na modelu kolagenazowym krwotoku wykazaly réwniez brak skuteczno$ci
amantadyny, ktéra poprzez modulacj¢ receptorow NMDA moglaby wptywa¢ na rozleglos¢
uszkodzen po krwotoku $rodmozgowym. Jednak ani spadek obrzeku mozgu, ani poprawa
funkcji neurologicznej nie byty odnotowane w grupie leczonej (Publikacja 11A25) “Effects
of Amantadine Sulphate on Intracerebral Hemorrhage-induced Brain Injury in Rats.” Acta
Neurochir Suppl., 2008, 105, 119-124.

Postulowano zatem, ze po krwotoku $roédmiazszowym moézgu dominuje nasilona reakcja
zapalna zwiazana z krwiakiem, w ktorej wiodaca jest komponenta komoérkowa. Postawiono
tez hipotezg, ze infiltracja zapalna oraz produkcja i uwalnianie cytokin zapalnych odbywa sig
poprzez dziatanie granulocytow obojgtnochtonnych. Zatozono, ze znokautowanie ich
zasadnicze] molekuty adhezji CD18 pozbawi lub znacznie ograniczy mozliwos¢ ich interakcji
z komoérkami $rodblonka mikronaczyn, a co za tym idzie, zmniejszy naciekanie uszkodzonej
tkanki przez te komorki. Wyniki potwierdzily istotna skuteczno$¢ nokautu CDI8 w
ograniczaniu obrz¢gku moézgu oraz redukowaniu S$miertelnosci 1 wykazaly tendencj¢ do
poprawy neurologicznej oraz zmniejszenia aktywnosci MPO, jak tez immunoreaktywnosci
MPO oraz nitrotyrozyny. Na tle tych wynikéw, biatko CD18 jawi sig jako istotny komponent
czasteczek adhezyjnych, bioracych udzial w odpowiedzi mézgu na krwotok srodmiazszowy.
(Publikacja 11A22) “Deficiency of CD18 Gene Reduces Brain Edema in Experimental
Intracerebral Hemorrhage in Mice.” Acta Neurochir Suppl., 2008, 105, 85-88. (Publikacja
11A23) “Reduced brain injury in CDI18 deficient mice after intracerebral hemorrhage.” J
Neurosci Res, 2008, 86, 3240-3245.

W leczeniu eksperymentalnego ICH zastosowano tez izofluran, ktéry spowodowat
zmniejszenie liczby komoérek TUNEL pozytywnych oraz podwojnie znakowanych
TUNEL/MAP2 (ang. microtubule-associated protein 2) w moézgu, oraz redukcje obrzeku
mozgu, jak i deficytu neurologicznego. Przy czym bardziej korzystna okazala si¢ ekspozycja
1 godzinna od 2 godzinnej. Izofluran, po ustaleniu optymalnego protokotu leczenia, mogiby
sta¢ si¢ srodkiem neuroprotekcji pokrwotocznej poprzez dziatanie antyapoptotyczne i duzej
dostegpnosci klinicznej. (Publikacja 11A42) “Isoflurane as a post-treatment therapeutic
modality reduces brain injury after intracerebral hemorrhagic stroke in mice.” Anesth Analg,
2011, 113, 343-348.
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Jednym z interesujacych aspektow ICH jest jego szczegodlna epidemiologia. W jednej z
naszych prac wykazano, ze ple¢ zenska i stan po porodzie kreuje czynniki podwyzszajace
cigzko$¢ uszkodzenia mozgu w wyniku krwotoku do mozdzku. Poprzez pordwnanie samic w
potogu i1 samcoéw o rownowaznej masie ciata, stwierdzono wigksza $miertelno$¢, gorsza
punktacj¢ neurologiczna i wigksza objetos¢ krwiaka po takiej samej dawce kolagenazy.
Ponadto u samic popotogowych bez krwotoku poziom AQP4 w mozdzku byt istotnie wyzszy,
a biatka obwodki zamykajacej (ang. zonula occludens protein 1; ZO-1) nizszy niz u
kontrolnych samcow (Publikacja 11A44) “The Postpartum Period of Pregnancy Worsens
Brain Injury and Functional Outcome After Cerebellar Hemorrhage in Rats.” Acta Neurochir
Suppl., 2011, 111, 37-41.

Prace nad czynnikami neuroprotekcyjnymi w ICH kontynuowano przy zastosowaniu
inhalacji 2% wodorem. Wodor obnizyt procentowa zawartos¢ wody w korze moézgowe;j i
jadrach podstawy i wywotal poprawe stanu funcjonalnego myszy z ICH po 24 godz. lecz nie
po 72 godz. od krwawienia. Ponadto, tylko 1 godz. (lecz nie 2 godz.) inhalacja wodorowa
data istotne zmiany. Sama terapia wodorowa nie okazala si¢ wystarczajaca, aby efekt
leczniczy byt roéwnie silny w 3 dobie po krwotoku. Biorac jednak pod uwage silny efekt
neuroprotekcyjny wodoru inhalacyjnego w okresie ostrym, moze on stanowi¢ cenne leczenie
wspomagajace obok ewakuacji krwiaka w niektorych przypadkach krwotoku do moézgu.
(Publikacja 11A45) “Hydrogen Inhalation is Neuroprotective and Improves Functional
Outcomes in Mice After Intracerebral Hemorrhage.” Acta Neurochir Suppl., 2011, 111:179-
183.

Doswiadczalny ICH stat si¢ rowniez obiektem badan z uzyciem immunomodulacji.
Postanowiono zastosowa¢ FTY720, znany rowniez jako fingolimod, analog fosforanu
sfingozyny, (ang. sphingosine 1-phosphate; S1P) ktéry poprzez interakcje z receptorami S1P
hamuje wyjécie limfocytow z centralnych i obwodowych narzadéw limfoidalnych. W
badaniach ICH po podaniu fingolimodu stwierdzono zmniejszenie nacieku limfocytow z
markerem CD3 w moézgu oraz zredukowana limfocytoze w 72 godz. po krwotoku. Co wigce;,
fingolimod redukowat obrzek moézgu 1 dawat poprawe funkcji OUN zar6wno we wczesnym
okresie 24-72 godz., jak i po 8 tygodniach po krwotoku. Przy pomocy Western blot
stwierdzono, wywotana przez fingolimod, redukcje poziomu czasteczek adhezji
migdzykomorkowej-1, interferonu y i interleukiny-17 w jednoimiennej potkuli mozgu 72
godz. po krwotoku. Wyniki badan wskazuja, ze modulacja limfocytarna przez fingolimod
moze stanowi¢ efektywna strategi¢ redukcji uszkodzenia mozgu 1 stymulacji regeneracji
funkcji OUN po krwawieniu s$rodmozgowym. (Publikacja 11A47) “FTY720 is
Neuroprotective and Improves Functional Outcomes after Intracerebral Hemorrhage in
Mice.” Acta Neurochirur Supp, 2011, 111, 213-217. (Publikacja 11A57) “Fingolimod
reduces cerebral lymphocyte infiltration in experimental models of rodent intracerebral
hemorrhage.” Exp Neurol, 2013, 241, 45-55.

Postanowiono takze powr6ci¢ do idei leczenia HBO w krwawieniu $rédmozgowym, tym
bardziej, ze grupa prof. Xi z Uniwersytetu Michigan uzyskata rézne efekty HBO, ktory
ostabial lub nasilal obrzegk moézgu w zaleznosci od rodzaju podawanych komponentow krwi
(Qin et al, 2008). Wykazano, ze HBO powodowat poprawe funkcji poznawczych badanych 3
tyg. po krwotoku w noworodkowym modelu krwotoku do podwyscidtkowej strefy
germinalnej (badania w labiryncie T i basenie Morrisa), a poprawe funkcji czuciowo-
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ruchowych w 4 tyg. po krwotoku. Miat tez dzialanie redukujace zar6wno atrofi¢ mozgu, jak i
splenomegalig, oraz przerost serca w tym samym czasie. (Publikacja 11A43) “Beneficial
Effect of Hyperbaric Oxygenation After Neonatal Germinal Matrix Hemorrhage.” Acta
Neurochir Suppl, 2011, 111, 253-257.

Tlen hiperbaryczny w procedurach transplantacji wysepek trzustkowych

Wciaz poszukiwane sa metody, ktore moglyby polepszy¢ wyniki przeszczepiania wysepek
trzustkowych, ktorych komorki 3 przechodza po przeszczepie masywna apoptoze i nekrozeg
na tle potransplantacyjnej hipoksji (Biarnes et al, 2002; Zheng et al, 2012). Przeszczepy
syngenicznych wysepek trzustkowych (w liczbie 400) wykonano pod torebke nerkowa w
modelu mysim (myszy balb/c) cukrzycy streptozotocynowej. W obrebie przeszczepionych
wysepek, poziom HIF-1a wzrost 3 dnia po transplantacji, razem z intensywno$cia TUNEL i
proapoptotycznym biatkiem BNIP3, regulowanym przez HIF-1. Obnizyla si¢ rowniez
tkankowa ekspresja insuliny, a wzmogta apoptoza komoérek . Sibdmego dnia obserwowano
wzrost poziomow czynnika wzrostu nerwow (ang. nerve growth factor; NGF) oraz czynnika
transkrypcyjnego specyficznego dla trzustki i komorek p -1 (ang. pancreatic and duodenal
homeobox factor-1; PDx-1) wraz 2z rozpoczeciem przebudowy unaczynienia
przeszczepionych wysepek. Obserwowano réwniez przyrost poziomu VEGF z intensywnym
rozwojem nowych naczyn przy zmniejszeniu poziomu HIF-1a. Tlen hiperbaryczny przy 2,5
ATA, stosowany 2 razy dziennie po godzinie zredukowat poziom HIF-1la i liczbg komorek
apoptotycznych oraz wzmogt sekrecjg insuliny. W 14 dniu tlen hiperbaryczny poprawit
kontrolg glikemii nawet u osobnikdw z marginalng liczba przeszczepionych wysepek.
Whnioskowano, ze wczesna terapia tlenem hiperbarycznym moze zsupresjonowa¢ HIF-lo w
przeszczepie wysepek trzustkowych, redukujac hipoksyjne uszkodzenie komodrek [3.
(Publikacja 11A13) “Dynamic Production of Hypoxia-Inducible Factor-la in Early
Transplanted Islets.” Am J Transplant, 2006, 6, 2636-2643.

Jednakze wobec ograniczonej wartosci translacyjnej przeszczepoéw pod torebke nerkowa,
postanowiono zbada¢ podanie wysepek trzustkowych do zyly wrotnej (transplantacja 500
wysepek). Do oceny rezultatow przeszczepu uzyto migdzy innymi badanie dynamiczne
rezonansu magnetycznego po podaniu Srodka kontrastujacego (ang. dynamic contrast-
enhanced magnetic resonance imaging; DCE MRI). Poprzez zastosowanie HBO o podobnych
jw. parametrach przez 6 dni po transplantacji uzyskano istotne obnizenie liczby komorek
HIF-la pozytywnych oraz intensywnosci znakowania TUNEL w przeszczepionych
wysepkach 1 otaczajacej tkance watrobowej. Ponadto, w tym czasie poziom insuliny w
surowicy byt podwyzszony, a test tolerancji glukozy wykazywat istotna poprawe glikemii.
Chociaz 7 dnia sygnat DCE MRI wskazujacy na niedojrzate naczynia byl wigkszy bez
leczenia tlenem, to catkowita liczba naczyn okotowysepkowych byla taka sama w obu
grupach. Przemawia to za wptywem natlenienia hiperbarycznego na poprawe dojrzewania
naczyn i zmniejszenie hipoksji w przeszczepionych wysepkach w krytycznych dniach po
przeszczepie. (Publikacja 11A35) “Hyperbaric Oxygen Treatment Improves Islet Function
after Intra-Portal Transplantation.” Pediatr Diabetes, 2010, 11, 471-478.

Neuroprotekcja w ogniskowym niedokrwieniu mézgu
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Po kilkuletniej przerwie wznowilem badania nad doswiadczalnym ogniskowym
niedokrwieniem moézgu. Poczatkowo wspoétpracowatem z gronem badaczy, ktorzy podjeli
probe okreslenia substancji posredniczacej] w powstawaniu efektu hartowania tlenem
hiperbarycznym (HBO-PC). W owym czasie dopiero zaczgto poznawaé podwaliny tego
wieloczynnikowego mechanizmu. Wyniki wskazaty, ze u podtoza tego procesu moze lezec
aktywacja HIF-1a. W pracy wykazano aktywacje HIF-1a samym hartowaniem hiperbaryczno
tlenowym (wzrost poziomu biatka i aktywnosci transkrypcyjnej), potaczona ze wzrostem
ekspresji HIF-1 zaleznego genu, erytropoetyny — (EPO; poziomu biatka i mRNA) w korze i
hipokampie mozgu. EPO, ktora reguluje proliferacjg, réznicowanie i dojrzewanie erytrocytow
ma rowniez wilasciwosci neuroprotekcyjne poprzez szlak EPOR-PI3K-Akt/PKB (Juul &
Felderhoff-Mueser, 2007). Natomiast po ogniskowej ischemii nastapito zmniejszenie obszaru
zawalu moézgu i deficytu neurologicznego pod wpltywem hartowania. Sam mechanizm
aktywacji HIF-1a nie zostal dostatecznie poznany, ale przypuszcza si¢, ze ma miejsce
stabilizacja HIF-1a przez wolne rodniki, powstajace czasie natlenienia lub przestawienie
progu detekcji hipoksji na wyzszy poziom. (Publikacja 11A19) “Mechanism of ischemic
tolerance induced by hyperbaric oxygen preconditioning involves up-regulation of hypoxia-
inducible factor -1/« and erythropoietin in rats.” J Appl Physiol, 2008, 104, 1185-1191.

Obiecujace wyniki opublikowanych prac laboratoryjnych i matych badan klinicznych,
posiadajace warto$¢ translacyjna dla poszerzenia zastosowania tlenu hiperbarycznego w
roznych jednostkach klinicznych, daty podstawe do zaproponowania wieloosrodkowych prob
klinicznych z uzyciem HBO w odrgbnej publikacji. Dokonano w niej przede wszystkim
nakre$lenia warunkoéw podjgcia badan, zasad rekrutacji pacjentéw 1 organizacji badan oraz
zawarto podioze teoretyczne i dyskusje. (Publikacja 11A41) “Neurologic Aspects of
Hyperbaric Medicine — Proceedings. Hyperbaric oxygen for neurologic indications: Action
Plan for Multicenter Trials in: Stroke, Traumatic Brain Injury, Radiation Encephalopathy and
Status Migrainosus.” Undersea Hyperb Med, 2011, 5, 309-319.

Wracajac do badan nad HIF-1 w mozgu; wykazano, ze w warunkach normoksyjnych
istotnym elementem modulujacym HIF-1la moze by¢é rowniez kwasica wywotywana
acetazolamidem. Acetazolamid, uzywany do leczenia ostrej choroby wysokogorskiej,
wywotal wzrost poziomu HIF-la oraz jego aktywnosci transkrypcyjnej w korze moézgu.
Poziomy informacyjnego RNA dla EPO, VEGF i transportera glukozy 1 (GLUTI1) takze
wzrosty. W zakwaszonych hodowlach normoksyjnych wykazano, ze wyindukowany HIF-1a
aktywuje ekspresje acetylotransferazy chloramfenikolu (CAT) z plazmidu CAT,
zawierajacego wbudowana sekwencje elementu odpowiedzi na hipoksj¢ promotora VEGF.
Badania innych autorow wykazaty, ze kwasica neutralizuje funkcj¢ ligazy E3 ubikwitynowe;j
von Hippel Lindau, ktéra odgrywa wazna role w degradacji proteosomalnej HIF-1a (Mekhail
et al, 2004). Zasugerowano, ze aktywacja HIF-la i genow mu podleglych moze leze¢ u
podtoza mechanizmu leczenia choroby wysokogorskiej przez acetazolamid, jako
wspomagajacego reakcj¢ adaptacyjna do warunkéw hipoksji wysokosciowej. (Publikacja
11A29) ,, Normoxic induction of cerebral HIF-1a by acetazolamide in rats: Evidence for
acidosis.” Neurosci Lett, 2009, 451, 274-278.

Rola HIF-1a w stanach niedotlenienia wydaje si¢ dwukierunkowa: zar6wno adaptacyjna,
jak i proapoptotyczna. Jego wybitnie nasilona ekspresja w komorkach, przekraczajaca ramy
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adaptacyjne, moze przyczyniac si¢ do ich uszkodzenia. W naszych badaniach okazalo sig, ze
supresja HIF-1a i jego genow podlegltych moze prowadzi¢ do zahamowania transformacji
krwotocznej zawatu mozgu, wywolanego zamknigciem tetnicy Srodkowej mozgu (ang.
middle cerebral artery occlusion; MCAQ), skojarzonym z hiperglikemia w warunkach
doswiadczalnych. Zastosowane inhibitory HIF-1a, 2ME2 oraz YC-1, podane na poczatku
reperfuzji, zredukowaly poziomy biatka HIF-1a, VEGF oraz deficyt neurologiczny i obszar
martwicy po 24 1 72 godzinach od udaru. 2ME2 spowodowat zmniejszenie transformacji
krwotocznej. Pod wptywem 2ME2 redukcji réwniez ulegly poziomy MMP-2 oraz MMP-9 w
potkuli jednoimiennej. Wyniki pracy stwarzaja sugesti¢, ze inhibitory HIF-1a powinny by¢
przebadane pod katem ewentualnego wykorzystania w zapobieganiu konwersji krwotocznej
udaru niedokrwiennego w warunkach klinicznych. (Publikacja 11A31) “Suppression of HIF-
la and its Downstream Genes Reduces Acute Hyperglycemia-Enhanced Hemorrhagic
Transformation in a Rat Model of Cerebral Ischemia. ” J Neurosci Res., 2010, 88, 2046-2055.

Podobny efekt ograniczenia ukrwotocznienia ogniska niedokrwiennego udaru uzyskano,
gdy podano mieszaning gazoéw inhalacyjnych, zawierajacych 2,9% wodor. Jedno- lub
dwugodzinna inhalacja w komorze wodorowej zredukowata zawarto$¢ wynaczynionej krwi w
ognisku niedokrwiennym. Jednak tylko inhalacja 2 godzinna znamiennie zredukowata obszar
zawatu oraz deficyt neurologiczny w 24 godz. po reperfuzji. W mdzgu zmniejszona przy tym
byla immunoreaktywno$¢ 8-oksoguaniny oraz poziomy 4-hydroksynonenalu oraz 3-
nitrotyrozyny, wykladnikéw uszkodzen wolnorodnikowych kwaséw nukleinowych, lipidow
oraz biatek. Mozna zatem sadzi¢, ze poprawa w udarze niedokrwiennym za sprawa leczenia
wodorem dokonata si¢ przez neutralizacj¢ rodnika hydroksylowego i nadtlenoazotynu, a w
konsekwencji obnizenia uszkodzenia bariery krew-mézg. Wymaga to jednak dalszych badan
jako ze niektore istotne badane wykladniki wzrostu przepuszczalnosci BBB nie ulegly
modyfikacji pod wptywem leczenia wodorem. (Publikacja 11A30) ,, Hydrogen Gas Reduced
Acute Hyperglycemia-Enhanced Hemorrhagic Transformation in a Focal Ischemia Rat
Model.” Neuroscience, 2010, 169, 402-414.

Rowniez za pomoca modelu wtornie ukrwotocznionego ogniska niedokrwiennego
wykazano, ze HBO-PC zmniejsza rozleglos¢ zawalu mézgu, deficyt neurologiczny oraz, w
mniejszym stopniu, redukuje ukrwotocznienie zawatu po 24 godzinach od indukcji
niedokrwienia. Jednakze nie wykazano udzialu postulowanego mechanizmu ochronnego,
opartego na transkrypcyjnym czynniku jadrowym 2 zwiazanym z NF-E2 (ang. nuclear factor
erythroid 2-related factor 2; Nrf2) i podlegtej mu HO-1, mimo, ze wcze$niej inni autorzy
wykazali, ze czynniki te moga by¢ indukowane w warunkach natlenienia hiperbarycznego
(Godman et al, 2010). (Publikacja 11Db3) “Hyperbaric oxygen preconditioning attenuates
hyperglycemia enhanced hemorrhagic transformation after transient MCAQO in rats.” Med
Gas Res,2012, 2, 9. doi:10.1186/2045-9912-2-9.

Co ciekawe, ekspozycja na promieniowanie jonizujace takze moze mie¢ efekt hartujacy
przeciw niedokrwieniu mézgu. Dawka 8Gy z akceleratora protonowego, podana 10 dni przed
doswiadczalnym udarem, uzyskano zmniejszenie lezji niedokrwiennej w badaniu T2
rezonansu magnetycznego, znamienne w 2 dniu po udarze wskutek MCAO i z tendencja do
redukcji w 14 1 28 dniu. Inwolucja zmian poniedokrwiennych wykazala silniejsza akceleracje
u napromieniowanych. W tej grupie rzeczywisty wspotczynnik dyfuzji wzrost wokot lezji w
dniu 2, a w ognisku niedokrwienia w dniu 14 i 28, co moze odzwierciedla¢ zredukowana
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reakcje glejowa. Obserwowano tez histologicznie zmniejszenie rozlegtosci martwicy i spadek
liczby komorek z popgkanym DNA w badaniu TUNEL w 28 dniu po ischemii. Uzyskano
takze zmniejszenie blizny glejowej okoto lezji, co moze by¢ zjawiskiem przyczyniajacym sig
do neuroprotekcji radiacyjnej po udarze. Hartowanie napromienieniem, jako metoda
neuroprotekcyjna, wydaje si¢ zastugiwac¢ na dalsze badania. (Publikacja 11A36) “Radiation
Exposure Prior to Ischemia decreases lesion volume, cytotoxic Edema and Cell Death.” Acta
NeurochirSuppl.,2010,106,51-53.(Publikacja 11A49) “Brain irradiation improves focal
cerebral ischemia recovery in aged rats.” J Neurol Sci, 2011, 306:143-153.

Napromienianie postanowiono wykorzysta¢ w innym paradygmacie podej$cia do leczenia
udaroéw, mianowicie jako §rodek do zmniejszenia liczebno$ci komoérek immunologicznych w
$ledzionie. Badania innych autorow wykazaty, ze w odpowiedzi na udar mézgu, $ledziona
uwalnia komorki immunologiczne, ktore z Kkrwiobiegiem przemieszczaja si¢ do mozgu
naciekajac jego tkanki i powodujac zapalenie. Wcze$niej autorzy sugerowali, ze usunigcie
§ledziony moze poprawi¢ stan neurologiczny po udarze (Ajmo et al, 2008). Jednakze
zaproponowana metoda chirurgiczna splenektomii jest zbyt obciazajaca dla pacjenta, a
doswiadczalnie byta przeprowadzona przed udarem, co ogranicza znaczenie translacyjne dla
Kliniki neurologiczne;j.

Napromienienie §ledziony stalo si¢ podstawa projektu autorskiego, dotyczacego nowej
techniki leczenia udaru. Uzyto napromienienie okolicy $ledzionowej Co-60 przez kolimator,
w dawce 8Gy, po okresleniu lokalizacji $ledziony obrazowaniem CT. Grupa zwierzat z
nieleczong ischemia otrzymata napromienienie rzekome. Przez zastosowanie napromienienia
kobaltem Co-60 po 3 lub 4 godz. od niedokrwienia ogniskowego wywotanego przez 120 min
MCAO, po 2 dniach uzyskano zmniejszenie objgtosci lezji w barwieniu chlorkiem
tetrazoliowym, oraz redukcje liczby komoérek TUNEL pozytywnych. Odnotowano
zmniejszenie wielko$ci $ledziony i spadek liczebno$ci komorek inmmunologicznych w jej
obrebie, a w mozgu zredukowanie liczby limfocytow T oraz komorek zapalnych i neuronéw
z cechami apoptozy. Obnizenie poziomu limfocytoéw we krwi korelowato ze zmniejszeniem
masy $ledziony po napromienieniu. Zwracata uwage mnogos¢ komorek apoptotyczych w
§ledzionach napromienionych w 4 godz. po ischemii, wobec niewielkiej liczby przy
napromienieniu W pézniejszym czasie. Jako przyszty kierunek badan zaproponowano
zastosowanie napromienienia protonowego S$ledziony, jako pozwalajacego uzyskac
dokladniejsze ksztaltowanie wiazki promieniowania i redukcje¢ dawki otrzymywanej przez
tkanki sasiadujace. (Publikacja 11A56) “Acute splenic irradiation reduces brain injury in the
rat focal ischemic stroke model.” Transl Stroke Res, 2013, 3(4 ), 473-481.

Neuroprotekcja w niedotlenieniu noworodkowym

Pracg nad doswiadczalnym niedotlenieniem noworodkowym zaczgto od analizy udziatu
HIF-1 w mechanizmach okotoporodowego uszkodzenia mézgu. Przeglad literatury pozwolit
na doglebne zapoznanie si¢ ze specyfika szlakow sygnalowych w tym rodzaju uszkodzenia 1
przez to kompetentny udziat w dalszych projektach. (Publikacja 11A26) ,Prodeath or
prosurvival: two facets of hypoxia inducible factor-1 in perinatal brain injury.” Exp Neurol,
2009, 216, 7-15.
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Pierwszym projektem badawczym neonatologii eksperymentalnej byto zbadanie
odpowiedzi niedojrzatego mézgu w 10 dniu po urodzeniu (P10) u szczura na leczenie 2,9%,
wodorem w uszkodzeniu, spowodowanym umiarkowana i cigzka hipoksja-ischemia
(umieszczenie w atmosferze 8% tlenu przez 120 lub 150 minut w potaczeniu z permanentnym
zamknigciem tetnicy szyjnej wspolnej). W badaniach nie stwierdzono jednak pozytywnego
efektu inhalacji wodorowej na obszar martwicy w moézgu, czy poziom MDA w poétkulach
moézgu, jako korelatu peroksydacji lipidow po 24 godz. od niedotlenienia, a nawet nastapito
powigkszenie rozleglosci udaru w przypadku zastosowania wodoru przed niedotlenieniem.
Natomiast u szczuro6w dorostych z okluzja tetnicy $rodkowej moézgu wystapita jedynie
tendencja w kierunku zmniejszenia rozlegtosci udaru, chociaz znamienny efekt raportowano
we wczesniejszych pracach innych autorow (Ohsawa et al, 2007). W oparciu o wyniki naszej
pracy wnioskowano, ze wodor moze nie stanowi¢ tagodnej formy terapii noworodkow. U
podstaw braku efektu leczniczego moze leze¢ przekroczenie potencjatu terapeutycznego
wodoru wobec $redniego i1 cigzkiego stopnia niedotlenienia u niedojrzatych osobnikdw.
(Publikacja 11A27) “Hydrogen Gas Is Ineffective in Moderate and Severe Neonatal Hypoxia-
Ischemia Rat Models.” Brain Res, 2009, 1259, 90-97.

Postanowiono wobec tego podja¢ proby zmniejszenia komponenty zapalnej, silnie
wyrazonej w noworodkowym uszkodzeniu niedotlenieniowym mozgu w warunkach
doswiadczalnych. Postawiono hipotezg¢, ze centralna rol¢ mediatora zapalnego w
niedotlenieniu okotoporodowym pelni COX-2. Jest ona forma indukowalna enzymu, ktoéra to
indukcja zachodzi intensywnie po niedotlenieniu, a jej produkty enzymatyczne w
podwyzszonym st¢zeniu wykryto w ptynie mozgowo-rdzeniowym u noworodkow z hipoksja.
Efekt inhibicji COX-2 byt wczesniej badany przez innych autoréw i okazal si¢ korzystny w
uszkodzeniu OUN u osobnikow dorostych (Sugimoto & ladecola, 2003). W
przeprowadzonych przez nas badaniach, selektywny inhibitor COX-2, NS398 zredukowat
ilos¢ makrofagdbw, mikrogleju 1 naciekajacych granulocytow obojetnochtonnych z
towarzyszacym zmniejszeniem poziomu IL-6 w moézgu 3 dni po 120 minutowym
niedotlenieniu z zamknigciem prawej tetnicy szyjnej wspolnej szczura P10. W grupie leczonej
stwierdzono mniejsza redukcj¢ wagi mozgu i zmniejszenie objgtosci zawatu po 2 tyg. Podanie
NS398 przyniosto tez poprawg rozwoju somatycznego oraz istotne polepszenie funkcji
neurologicznej po 6 tyg. od niedotlenienia. Mozna sadzi¢, ze wyniki tych badan moga
stworzy¢ podwaliny dla badan inhibitorow COX-2 w hipoksyjnej encefalopatii
noworodkowej w warunkach klinicznych. (Publikacja 11A33) “Cyclooxygenase-2 inhibition
provides lasting protection against neonatal hypoxic-ischemic brain injury.” Crit Care Med,
2010, 38, 572-578.

Dokonano przy tym przegladu prac naukowo-badawczych, dotyczacych roli procesow
zapalnych w uszkodzeniu OUN po niedotlenienieu noworodkowym, (Publikacja 11A40)
“The Evolving Landscape of Neuroinflammation after Neonatal Hypoxia-lIschemia.” Acta
Neurochirur Suppl, 2011, 111, 93-100.

W dalszym etapie badan poszukiwano substratu komorkowego nasilonych zmian zapalnych
w mozgu po niedotlenieniu noworodkowym. Postawiono hipotezg, ze rezerwuarem
immunologicznych komorek prozapalnych jest §ledziona. Jej chirurgiczna eliminacja,
przeprowadzona trzy dni przed indukcja niedotlenienia, spowodowala znaczne zmniejszenie
objetosci lezji moézgu w 72 godz. po niedotlenieniu. Splenektomia spowodowata rowniez
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spadek liczebnosci limfocytow T i1 komérek NK wraz z supresja pozioméw COX-2,
mediatora zapalnego IL-15, i markeré6w apoptozy w mozgu (aktywna kaspaza-3, TUNEL w
neuronach), przy tym wzrosta ekspresja pro-zyciowych kinaz PI3K/Akt (3-kinazy
fosfatydyloinozytolu/kinazy Akt) w potkulach moézgu po stronie uszkodzenia po 3 dniach po
hipoksji.

Warto przy tym podkresli¢, ze redukcje ekspresji COX-2 wykazywaty komorki nacieku
immunologicznego, natomiast ekspresja IL-15 spadta w astrocytach. Ponadto, inne komorki
prozapalne, wlaczajac granulocyty obojetnochlonne, makrofagi i mikroglej rowniez byty
znajdowane w mniejszej liczbie w tkankach mézgu po niedotlenieniu ze splenektomia.
Podobny efekt w zakresie normalizacji COX-2 uzyskano poprzez wyciszenie genowe CD161
(potwierdzone w RT-PCR), ktéry odpowiada za aktywacj¢ komoérek NK i uwalnianie cytokin
(Montaldo et al, 2012). Splenektomia przyniosta poprawg rozwoju somatycznego i
funkcjonalnego badanych zwierzat w 3 tyg. po niedotlenieniu. Mozna sadzié¢, ze
splenektomia, poprzez redukcje nacieku komoérek immunologicznych, moze zmniejszacé
rozmiar zapalenia mézgu 1 apoptotycznej $mierci komoérek przez hamowanie interakcji COX-
2-interleukina-15 po niedotlenieniu noworodkowym. Dalszych badan wymaga szczegotowe
okreslenie, ktore funkcje i podtypy komorek immunologicznych $ledziony petnia rolg
niszczaca po niedotlenieniu noworodkowym. (Publikacja 11A55) ”Splenic Immune Cells in
Experimental Neonatal Hypoxia-lschemia. ” Transl Stroke Res, 2013, 4, 208-219.

Na podstawie badan wiasnych oraz innych autoréw mozna wysnué tezg, ze czynniki
modulujace komoérki zapalne moga wywiera¢ efekt neuroprotekcyjny w niedotlenieniu
noworodkowym. Obiecujacym lekiem eksperymentalnym w leczeniu niedokrwienia mozgu
jest czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow (ang: granulocyte colony-
stimulating factor; G-CSF). Jest to aktywator komorek progenitorowych dla granulocytow,
prowadzacy do wytwarzania 1 uwalniania do krwi dojrzatych granulocytéw
oboje¢tnochtonnych (Panopoulos & Watowich, 2008). Postawiono hipoteze, ze moze on mieé
rowniez dziatanie neuroprotekcyjne w eksperymentalnym niedotlenieniu noworodkowym
poprzez wptyw regulujacy na hormony osi podwzgorze-przysadka-nadnercze. G-CSF oraz
metyrapone, ktory hamuje syntez¢ i uwalnianie kortykosteronu na poziomie nadnerczowym,
obnizyly rozlegto§¢ udaru. G-CSF obnizyt przy tym hipoksyjny wzrost kortykosteronu we
Krwi po 4 i 24 godz. od niedotlenienia, nie majac wptywu na poziom ACTH. Jednak kiedy G-
CSF podany byt z deksametazonem, rozlegtos¢ udaru nie byta zredukowana. Podanie G-
CSF przyniosto rowniez redukcje ilorazu Bax (ang. Bcl-2 associated X protein)/Bcl-2 i
spadek ekspresji kaspazy-3 w poétkulach mézgu objetych uszkodzeniem, a takze poprawe
stanu neurologicznego. Rowniez 1 te efekty byly zantagonizowane przez deksametazon.
Nasze badania $wiadczy¢ mogg o tym, ze ostabienie aktywnosci osi podwzgorze-przysadka-
nadnercza przez podanie G-CSF skutkuje neuroprotekcja po niedotlenieniu noworodkowym.
(Publikacja 11A51) ”Role of the pituitary-adrenal axis in granulocyte-colony stimulating
factor-induced neuroprotection against hypoxia-ischemia in neonatal rats.” Neurobiol Dis,
2012, 47, 29-37.

Rownolegle kontynuowano eksperymentalne leczenie gazami anestetycznymi. Hipoteza
badawcza zaktadata rolg szlaku, utworzonego przez S1P oraz PI3K i kinazg Akt w
neuroprotekcji izofluranowej u szczura P10 po 2 godzinnej hipoksji. Fosforan sfingozyny,
wiazac si¢ z receptorami S1P, reguluje wiele proceséw - proliferacji, przezycia, migracji i
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apoptozy komorek poprzez kinazy PI3K/Akt (Kluk & Hla, 2002). Sfingozyna powstaje
poprzez rozpad sfingomieliny za posrednictwem sfingomielinazy. Izofluran nasila produkcj¢
S1P poprzez aktywacj¢ kinazy sfingozyny (Lochhead & Zager, 1998). Jednogodzinna
inhalacja izofluranem natychmiast po dokonanym niedotlenieniu moézgu prowadzita do
aktywacji szlaku bioaktywnego lipidu S1P i kinazy Akt oraz zmniejszenia rozmiarow lezji po
48 godz. od niedotlenienia. Izofluran poprawit tez funkcje neurologiczne 4 tygodnie po
niedotlenieniu. Izofluran w neuronach utrzymywat poziom ufosforylowanej Akt pomimo
hipoksji i obnizyt poziom kaspazy-3 w potkuli mozgu po stronie uszkodzenia. Ostabienie tych
efektow uzyskano poprzez zastosowanie antagonisty S1P, VPC23019 oraz inhibitora PI3K,
wortmaniny. Oba inhibitory zniosty redukujacy efekt izofluranu na rozmiar martwicy mézgu
oraz poprawe¢ stanu neurologicznego po niedotlenieniu. Antagonista opioidowy nalokson nie
zdotat odwroéci¢ efektu neuroprotekcyjnego izofluranu. Wyniki pracy sugeruja, ze podanie
izofluranu  zapewnia dhlugotrwaly efekt neuroprotekcyjny przeciw niedotlenieniu
noworodkowemu z kluczowa rola dla aktywacji szlaku wyzwalanego przez sflingozyno-1-
fosforan. (Publikacja 11A38) “Isoflurane post-treatment protects against neonatal hypoxic-
ischemic brain injury in rats: Role of S1IP/PI3K/Akt pathway.” Stroke, 2010, 41, 1521-1527.

W leczeniu niedotlenienia noworodkowego postanowiono tez zastosowaé metody
niefarmakologiczne. Wybrano oddalone konczynowe posktondycjonowanie niedokrwienne.
Jest to procedura zastosowana po wystapieniu cig¢zkiego niedokrwienia witalnego narzadu,
kiedy krotki bodziec niedokrwienny innego narzadu wytwarza ochrong owego witalnego
narzadu uprzednio zaatakowanego cigzkim niedokrwieniem. Zaré6wno fakt, ze
postkondycjonowanie niedokrwienne stosuje si¢ po wystapieniu bodZca uszkadzajacego, jak i
ze wywotywania go przez niedokrwienie narzadu innego niz uszkadzany, przemawiaja na
rzecz translacyjnos$ci tej metody. Nadal jednak niepoznane sa mechanizmy, lezace u podtoza
skutecznosci tej metody w ograniczaniu rozmiardw uszkodzenia nerek, serca i mozgu przez
niedokrwienie w warunkach eksperymentalnych i klinicznych.

Zastosowanie postkondycjonujacej ischemii konczyny pozwolito uzyska¢ obnizenie
objetosci zawalu mozgu po 48 godz. od niedotlenienia oraz poprawi¢ sprawno$¢
neurologiczna, badang po 4 tyg. Postkondycjonowanie przywrocito poziom ufosforylowanej
kinazy Akt po 24 i 48 godz. oraz obnizylo ekspresj¢ Bax, nie majac jednak wplywu na
ufosforylowane formy kinaz regulowanych zewnatrzkomorkowo 1/2 (ang. extracellular
signal regulated kinases 1/2; ERK1/2) po 24 godz. od niedotlenienia. Obnizenie poziomu Bax
moze wynika¢ z dziatania pAkt, ktora fosforyluje Bax, zmniejszajac jego okres pottrwania.

ZatozyliSmy, ze w mechanizmie postkondycjonowania uczestnicza receptory opioidowe,
ktore sa sprzg¢zone z biatkami G 1 moga aktywowaé PI3K/kinaz¢ Akt przez uwolniony
kompleks [y. Istotnie, podanie antagonisty opioidowego naloksonu lub wortmaniny
(inhibitora transdukcji sygnatu PI3K) zniosto efekt neuroprotekcyjny, wskazujac na udziat
receptoréw opioidowych i PI3K w tym badanym szlaku neuroprotekcji. Ponadto morfina,
podana podskodrnie, rowniez zredukowata objeto$¢ udaru, a wortmanina odwrocita ten efekt.
Wyniki moga wskazywac¢ na to, ze opioidy uwalniane z niedokrwionych konczyn stuza do
transferu cytoprotekcji migdzy organami. (Publikacja 11A50) “Remote Limb Ischemic
Postconditioning Improves Neurological Outcomes after Neonatal Hypoxic-ischemic Brain
Injury in Rat Pups by Opioid receptor/phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)/Akt Signaling
Pathway.” Stroke, 2011, 42, 439-444.
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Od poczatku mojego udziatu w badaniach nad niedotlenieniem neonatalnym uczestniczylem
réwniez w badaniu udziatlu metaloproteinaz macierzy (MMP) w mechanizmie uszkodzenia,
spowodowanego niedotlenieniem niedojrzatego mozgu. Podwyzszona ekspresja MMP-2 oraz
MMP-9 moze by¢ szkodliwa dla mozgu po niedotlenieniu noworodkowym. Nie wiadomo
jednak bylo w owym czasie, czy chroniczne niedotlenienie ptodu zmienia ekspresj¢ MMP i
TIMP (ang. tissue inhibitors of metalloproteinases) w mozgu noworodka. W powzigtym
doswiadczeniu niedotlenienie w ciazy spowodowato spadki catkowitej masy ciata i moézgu
noworodkow. Aktywno$¢ zelatynolityczna MMP-9 byta podwyzszona w dniach 0 i 4 po
urodzeniu, a aktywno$¢ MMP-2 przy urodzeniu, podczas gdy ekspresja TIMP-1 oraz TIMP-2
byta zredukowana w 0, 4 i 7 dniu zycia. Co do ekspresji tkankowej MMP, dominowata
lokalizacja okolohipokampalna w astrocytach. W tych samych dniach odnotowano wzrost
liczby martwych komodrek w hipokampie. U podloza tego zjawiska moze leze¢ obnizenie
poziomu TIMP-1, ktéry ma wlasciwosci antyapoptotyczne. Wykryto roOwniez pogorszenie
sity chwytnej za pomoca testbw neurobehawioralnych. Ta pierwsza praca, demonstrujaca
zachwianie balansu migdzy MMP a TIMP, spowodowane chronicznym niedotlenieniem u
matki, podpowiada kierunek eksperymentalnych wewnatrzmacicznych interwencji
terapeutycznych, nakierowanych na ograniczenie zewnatrzkomorkowej proteolizy poprzez
wzbudzenie aktywnosci jej endogennych inhibitorow. (Publikacja 11A37) “Maternal hypoxia
increases the activity of MMPs and decreases the expression of TIMPs in the brain of
neonatal rats.” Dev Neurobiol, 2010, 70, 182-194.

Wyniki tych badan przyniosty potrzebg znalezienia leczenia, ktore jest nakierowane na
zwalczanie niedoboru tlenu oraz mediatorow uszkodzenia mézgu, zwiazanych z macierza
zewnatrzkomorkowa. Dlatego tez wybrano leczenie egzogenna EPO. Zamierzono zbadac
odpowiedz osi MMP-TIMP, jako bioracej udzial w mechanizmie leczenia erytropoetyna 2,5
godz. niedotlenienia noworodkowego modelowanego u szczura P10 i w hodowli komdrkowe;j
poddanej 2 godz. deprywacji tlenu i glukozy (ang. oxygen and glucose deprivation; OGD).
Fizjologicznie EPO jest genem odpowiedzi adaptacyjnej, regulowanym przez HIF-1 (Juul &
Felderhoff-Mueser, 2007).

Nasze badania ujawnily, ze w neuroprotekcji przeciw niedotlenieniu noworodkowemu,
wywotanej podaniem EPO, krytycznymi komponentami sa kinaza Janusa 2 (JAK-2) i
regulowany przez nig TIMP-1. Podanie EPO in vivo spowodowato wzrost ekspresji i
aktywnosci TIMP-1 oraz obnizenie aktywnosci MMP-9 w jednoimiennej korze moézgu,
skojarzone z obnizeniem rozlegtosci martwicy mozgu 48 godz. po niedotlenieniu. Podanie
EPO wywotato tez wzrost poziomu pJAK-2 w moézgu. In vitro, w komorkach PC12, 18 godz.
po OGD z podaniem EPO obserwowano fosforylacje JAK-2 i STAT-3, wzrost aktywnosci
TIMP-1 oraz obnizenie aktywnosci MMP-9 razem ze wzrostem przezywalno$ci
niedotlenionych komorek. Potwierdzono udziat proponowanych mediatoréw cytoprotekcji
poprzez zastosowanie inhibitora JAK-2, AG490 lub przeciwcial neutralizujacych TIMP-1,
podanych razem z EPO w hipoksyjnej hodowli komoérkowej, lub domdzgowo, co zniosto
neuroprotekcje erytropoetynowa, odpowiednio in vitro oraz in vivo. Na podstawie wynikow
tych badan wnioskowano, ze mediatorami neuroprotekcji uzyskanej podaniem EPO w
niedotlenieniu noworodkowym sa TIMP-1 oraz JAK-2 i STAT-3. (Publikacja 11A48)
“Tissue Inhibitor of Matrix Metalloproteinase Mediates Erythropoietin-induced
Neuroprotection in Hypoxia Ischemia.” Neurobiol Dis, 2011, 44, 28-37.
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Nastgpnie podniesiono kwestig¢, czy EPO posiada wpltyw na HIF-lo. Wiadomo, ze
nadmierna aktywacja HIF-1 moze wyzwoli¢ kaskadg apoptotyczna, sformowana przez BNIP3
oraz inne biatka apoptotyczne (Schmidt-Kastner et al, 2004). W badaniach wstgpnych
stwierdzono, ze chociaz EPO jest genem podlegtlym HIF-1, to powoduje zahamowanie
ekspresji HIF-1a w 18 godz. po hipoksji i deprywacji glukozy in vitro, trwajacej 2 godz. na
zroznicowanych komorkach PC-12. Postanowiono ustali¢ czynnik posredniczacy w tym
zahamowaniu poprzez sprawdzenie hipotetycznego udziatu hydroksylazy prolinowej 2
(PHD2). Stwierdzono, ze EPO powoduje wzrost transkrypcji i translacji PHD2 oraz
zahamowanie ekspresji biatka (lecz nie mRNA) dla HIF-1a, supresj¢ formowania wolnych
rodnikéw 1 spadek aktywnosci MMP-9 w potaczeniu ze wzrostem przezycia komorek po
OGD. Poziom HIF-2a pozostal niezmieniony w czasie calego eksperymentu. Skuteczne
wyciszenie genu PHD2 rownolegle do podania EPO, spowodowalo odwrocenie
neuroprotekcji erytropoetynowej, skojarzone ze wzrostem poziomu mRNA i biatka HIF-1a
oraz aktywnosci MMP-9 w warunkach hipoksyjnych. Réwniez chimera EPOR, podana z
EPO, podwyzszyta poziom biatka HIF-1a oraz zredukowata poziomy biatka i mRNA dla
PHD2. Pod wplywem jej dziatania podwyzszeniu ulegly tez aktywnosci MMP-9 oraz wzrost
odsetek martwych komorek. Co wigeej, samo EPO podwyzszalo poziom mRNA dla biatka
VHL (ang. von Hippel Lindau tumor suppressor), bedacego czescia ligazy E3 ubikwitynowe;j,
ktora jest efektorem degradacji HIF-1a. Jednakze nie powiodta si¢ proba detekcji biatka VHL
w hodowanych komorkach, pozostawiajac PHD2 z lepiej potwierdzonym udzialem w
inhibicji HIF-1o. W podsumowaniu eksperymentow wskazano na PHD2, jako wiodaca
komponentg szlaku dziatania neuroprotekcyjnego EPO. (Publikacja 11A59) “Erythropoietin
inhibits HIF-1« expression via upregulation of PHD-2 transcription and translation in an in-
vitro model of Hypoxia-Ischemia.” Transl Stroke Res, 2014, 5, 118-127.

Neuroprotekcja w catkowitym niedokrwieniu mézgu

Waznym zagadnieniem badawczym sa markery i zwiazki neuroprotekcyjne w catkowitym
niedokrwieniu mozgu. W IMDIiK PAN byto ono uzyskiwane m.in. w modelu catkowitego
zatrzymania krazenia krwi (,,cardiac arrest”). Poczawszy od 2006 roku, na kalifornijskim
Uniwersytecie Loma Linda zaadoptowano w badaniach model catkowitego niedokrwienia
mozgu poprzez jednoczasowe zamknigcie tgtnic szyjnych wspdlnych 1 krggowych wg.
Yamaguchi i wsp. (Yamaguchi et al, 2005).

Ten model zostat uzyty do poréwnania dwoch odmiennych rezimow hartowania tlenem
hiperbarycznym (oba dla 2,5 ATA): 5 sesji HBO, jedna dziennie, przy czym ostatnia sesja na
24 godziny przed niedokrwieniem (SHBO) lub 3 sesje w przeciagu 24 godzin: na 24 godz., 12
godz. i 4 godz. (3HBO) przed niedokrwieniem. Przez porownanie protokotu 3HBO z SHBO
stwierdzono wyzsza skuteczno§¢ SHBO na podstawie statystycznie znamiennej poprawy
funkcji neurologicznej przy 24, 48 i 72 godzinach po ischemii, w odniesieniu do grup
niehartowanych, podczas gdy 3HBO dalo statystycznie istotna poprawe funkcji
neurologicznej tylko po 24 godz. W barwieniach fluorescencyjnych obserwowano, ze SHBO
wywotato wigksza niz 3HBO redukcj¢ wczesnej apoptozy neurondow kory moézgu przed
uptywem 3 godz. od ischemii. (Publikacja 11A20) “The hyperbaric oxygen preconditioning-
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induced brain protection is mediated by a reduction of early apoptosis after transient global
cerebral ischemia. *“ Neurobiol Dis, 2008, 29, 1-13.

Z uzyciem tego modelu poddano takze ocenie zwiazki farmakologiczne, majace potencjal w
leczeniu skutkow globalnej ischemii moézgu. Zwiazkiem mogacym budzi¢ nadzieje na
poprawe stanu neurologicznego po catkowitym niedokrwieniu modzgu jest agonista,
wystepujacych w OUN receptoréw watrobowych X, o nazwie GW3965. W naszych
badaniach GW3965 zostat podany w dawce 20mg/kg i.p. poczawszy od 10 min po reperfuzji.
W analizie Western blot stwierdzono redukcj¢ jadrowej translokacji podjednostki p65
transkrypcyjnego czynnika jadrowego kB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells; NF-xB), jak i obnizenie ekspresji biatka jego genu podlegtego COX-2 przy
braku wptywu GW3965 na ufosforylowany inhibitor NF-kB (plkB) w hipokampie 12 godz.
po niedokrwieniu. Po podaniu GW3965 stwierdzono tendencj¢ do poprawy funkcji czuciowo-
ruchowych 24 godz. po ischemii. Wyniki badan spontanicznej alternacji w labiryncie T
wykazaty pozytywny wplyw GW3965 na poprawg eksploracji $rodowiska, a badania
histologiczne ujawnity istotnie lepsze przezycie neuronow w sektorze CA1 na 3 i 7 dzien po
ischemii wraz ze spadkiem liczby komoérek TUNEL pozytywnych hipokampa 7 dnia po
ischemii. Podsumowujac, w pracy wykazano blokad¢ aktywacji NF-kB oraz COX-2, jako
mogaca brac¢/bioracych udzial w neuroprotekcji, stwierdzanej po podaniu agonisty LXR po
calkowitym niedokrwieniu moézgu. (Publikacja 11A32) “Activation of liver X receptor
reduces global ischemic brain injury by reduction of nuclear factor-kappaB.” Neuroscience,
2010, 166, 1101-11009.

Obecnie jednak prace nad neuroprotekcja w catkowitym niedokrwieniu mozgu prowadzone
sa z uzyciem modelu do$wiadczalnego, wykorzystujacego obnizenie ci$nienia krwi oraz
podwiazanie obu tetnic szyjnych wspolnych. Oferuje on znaczne zredukowanie interwencji
chirurgicznej w okolicy szyjnej oraz moze, poprzez Kkontrolowana hipotensje
hipowolemiczna, modelowaé niektore stany zagrozenia zycia, powstajace na wspdiczesnym
polu walki.

W ostatnich latach prowadzono dwa kierunki prac nad gazami medycznymi: dziatanie
wodoru na uszkodzenie wywotane catkowitym niedokrwieniem moézgu oraz badania nad
hartowaniem tlenem hiperbarycznym w patologii niedokrwiennej moézgu w celu dalszego
poznania jego mechanizméw 1 zwigkszenia jego efektywnosci, mozliwie poprzez kombinacj¢
ze $rodkami farmakologicznymi (nie wylaczajac innych opcji terapeutycznych). Wyniki
wstgpne tych prac wskazuja na bardzo silne dziatanie neuroprotekcyjne inhalacji wodorowe;
na rozmiar uszkodzen mozgu po catkowitej ischemii. W przypadku hartowania tlenem
hiperbarycznym wykazano jego proteosomo-zalezno$¢ i czynione sa plany wzmocnienia
efektu hartowania m.in. poprzez modulacj¢ proteosomalna.

Obok publikowania prac badawczych 1 przegladowych zajmowatem si¢ pisaniem
rozdzialow w monografiach takich jak Publikacja I1Dal (“Molecular Signaling Pathways
After Subarachnoid Hemorrhage.” w: Handbook of Neurochemistry and Molecular
Neurobiology, 3e. Springer New York, NY 2007), w ktorej wspottworzytem tekst rozdziatu
oraz sporzadzilem czg$¢ ilustracji. Napisatem tekst i wykonatem ilustracje réwniez dla
Publikacji 11Da2 (“Mechanisms of HBO for neurological disorders.” w: J.H. Zhang, ed.
Hyperbaric Oxygen for Neurological Disorders. Best Publishing Company. Flagstaff, AZ
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2008) oraz Publikacji 11Da3 (“‘Preconditioning for SAH.” w: Innate Tolerance in the CNS.
Springer, J.M. Gidday, M.A. Perez-Pinzon, J.H. Zhang, eds., New York 2012).

Napisatem takze artykuty redakcyjne, takie jak Publikacja 11A21 (,,Risk Factors for Short-
Term Mortality from Carbon Monoxide Poisoning Treated with Hyperbaric Oxygen:
Editorial.” Crit Care Med, 2008, 36, 2684-2685), 1IDb2 (“The Pacific Chapter Annual
Meeting of the Undersea & Hyperbaric Medical Society. A summary report.” Med Gas Res,
2011, 1, 19. doi:10.1186/2045-9912-1-19), 11A39 (,,Response to letter by Tsuda.” Stroke,
2010, 41: e579E), a takze recenzj¢ ksiazki (Publikacja 11A12; Book Review: Z. Israel, K.J.
Burchiel. “Microelectrode Recording in Movement Disorder Surgery”, 2004, New York,
Thieme. J Neurosurg, 2005, 102, 755-756), oraz niepublikowane recenzje manuskryptow w
liczbie 62 recenzji dla ogotem 31 tytuldow czasopism i cztery recenzje wnioskow badawczych
(stan na 09.2015).

W podsumowaniu, 53 prace badawcze niewchodzace w sktad cyklu habilitacyjnego taczy
zastosowanie modeli zwierz¢cych 1 hodowli komérkowych w celu zbadania mechanizmow
$mierci komorek oraz oceny nowych strategii ochrony komorek przed uszkodzeniem i
poprawy ich funkcji, z perspektywa zastosowania klinicznego. Co do potencjalnych
czynnikéw neuroprotekcyjnych, wiele prob klinicznych zawiodlo, jednak wciaz funkcjonuje
przekonanie, ze zostanie wynaleziona metoda neuroprotekcji, ktoéra uruchomi optymalny
zestaw endogennych mechanizméw obronnych komoérek OUN przed uszkodzeniem,
prowadzac do poprawy stanu neurologicznego chorych po udarze. W tym celu nalezy okresli¢
zmiany molekularne biorace udziat w odpowiedzi na terapie doswiadczalne.

Calkowita liczba publikacji =71

Liczba doniesien = 59

Sumaryczny wspdtczynnik wptywu dla wszystkich wspottworzonych prac 1Fsy,,=181.223
Liczba cytowan bez autocytowan = 945

Index Hirscha =18
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