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Streszczenie rozprawy

Asfiksja okotoporodowa (zamartwica) jest wedlug Swiatowej Organizacji Zdrowia druga najczestsza
przyczyna zgonéw noworodkow na s$wiecie. Do przyczyn wystapienia asfiksji naleza m.in.
przedwczesny lub utrudniony porod, zakazenia, czy niedoci$nienie matki. Niedotlenienie-niedokrwienie
szczegolnie wptywa na osrodkowy uktad nerwowy (OUN), co potwierdzajg statystyki czestosci
wystgpowania encefalopatii hipoksyjno-ischemicznej (HIE, ang. hypoxic-ischemic encephalopathy),
zaburzenia neurorozwojowego zwigzanego z incydentem asfiksji w okresie okotoporodowym.
Terminem HIE definiuje si¢ przede wszystkim zmiany w OUN wykrywane w diagnostyce
Z zastosowaniem rezonansu magnetycznego, takie jak rozproszone uszkodzenia istoty szarej i bialej
(gtownie u dzieci urodzonych przedwczesnie) oraz zmiany w obrgbie jadra podstawy i wzgorza
(przewaznie u dzieci urodzonych terminowo z powiktaniami niedotlenieniowo-niedokrwiennymi).
U dzieci z tagodng asfiksja dalszy rozwdj przebiega najczesciej prawidtowo, moga pojawiac si¢ jednak
deficyty poznawcze lub ruchowe. Cigzkie niedotlenienie przyczynia si¢ natomiast do rozwoju
dziecigcego porazenia mézgowego, padaczki, moze tez zwigksza¢ ryzyko rozwoju chordb ze spektrum
autyzmu.

Obecnie brak jest skutecznych strategii terapeutycznych, ktére moglyby wspiera¢ prawidlowy rozwoj
OUN dotknietego hipoksja-ischemia (HI). Jedyna zatwierdzong i coraz czg$ciej stosowanag praktyka jest
wykorzystanie hipotermii terapeutycznej w ciggu pierwszych kilkudziesieciu godzin zycia, ktéra
hamuje rozwoj uszkodzenia mézgu. Wraz z zastosowaniem tej metody oraz ogdlng poprawag standardow
opieki neonatalnej, w ostatnich latach odnotowuje si¢ spadek $miertelno$ci noworodkow, jednak
dhugoletnie obserwacje dzieci, u ktérych zastosowano hipotermi¢ terapeutyczng nadal wskazuja na
zaburzenia rozwoju istoty bialej i wystgpowanie probleméw neurorozwojowych u dzieci w wieku
szkolnym.

Istote biata OUN tworzg skupiska aksonoéw i dendrytow neuronow otoczonych ostonka mielinowa, ktéra
wytwarzana jest przez komoérki zwane oligodendrocytami. Oslonka mielinowa stanowi doskonaty
izolator elektryczny warunkujacy szybka propagacje impulséw nerwowych i tworzy dla aksonow
niezbedng bariere ochronng. W rozwijajacym si¢ OUN oligodendrocyty réznicujg si¢ z tzw. komorek
progenitorowych oligodendrocytow (OPCs, ang. oligodendrocyte progenitor cells). Mielinizacja
rozpoczyna si¢ przed urodzeniem, jednak roznicowanie komorek progenitorowych w kierunku
dojrzatych oligodendrocytow odbywa si¢ najintensywniej w okresie okotoporodowym. Dojrzewanie
komorek progenitorowych regulowane jest m. in. dzialaniem wielu czynnikow troficznych, dlatego
zaburzenie homeostazy tkanki nerwowej wywotane asfiksjg neonatalng moze mie¢ takze wplyw na
roznicowanie tych komorek i ich dalsze funkcjonowanie. W okresie okotoporodowym najwigcej
oligodendrocytow znajduje si¢ na etapie tzw. péznych progenitoréw i niedojrzatych oligodendrocytow.
Badania pokazaty, ze wymienione komorki sg szczeg6lnie wrazliwe na uszkodzenie, obserwuje si¢ ich

apoptoze i/lub zahamowanie wzrostu. Inne doniesienia wskazuja jednak na intensywng ekspansje OPCs



po asfiksji. Badacze nie sg jednak zgodni co do tego, czy nowopowstale komorki sg zdolne do
wytwarzania funkcjonalnej mieliny.

Przyjeta hipoteza badawcza zaktada, ze pod wptywem HI progenitory oligodendrocytow cechuja sie
zaburzonym programem wzrostu 1 rdznicowania, ktdéry promuje utrzymanie ich w stanie
progenitorowym i ogranicza dojrzewanie, co prowadzi do nieprawidtowej mielinizacji. Powyzsza
hipoteza zostata sformutowana na podstawie wynikow badan prowadzonych dotychczas w Zaktadzie
Neurobiologii Naprawczej IMDiK PAN, ktore wykazaly, ze OPCs moga by¢ zrédltem wielu czynnikow
neurotroficznych niezbgdnych dla neuroregenaracji, szczegdlnie w rejonie uszkodzonej tkanki. W pracy
zostal oceniony potencjal OPCs do wydzielania wybranego czynnika neurotroficznego, jakim jest
IGF-1. Ponadto zbadane zostaty zmiany w stezeniu IGF-1 w tkance nerwowej po uszkodzeniu HI oraz
mozliwosci zastosowania tego czynnika jako potencjalnego leku, ktory moze promowac dojrzewanie
oligodendrocytow w HIE.

Badania prowadzone byly z wykorzystaniem trzech modeli badawczych. Model asfiksji neonatalnej
in vivo zostal wywotany u 7-dniowych szczuréw stada Wistar i polegat na jednostronnym podwigzaniu
1 przecieciu tetnicy szyjnej wspolnej, a nastepnie ekspozycji zwierzat na warunki niedotlenienia (7,5%
tlenu) przez 60 minut. Eksperymenty prowadzone byly réwniez z wykorzystaniem hodowli
pierwotnych szczurzych neonatalnych OPCs (in vitro) oraz hodowli organotypowych skrawkow
hipokampa (ex vivo), poddanych tymczasowemu ograniczeniu dostgpu do sktadnikow odzywczych
i tlenu (OGD, ang. oxygen-glucose deprivation). Zastosowana procedura stanowita model uszkodzenia
w wyniku asfiksji okotoporodowej. W wybranych punktach czasowych po uszkodzeniu, wyizolowane
potkule mozgu lub komorki i tkanki w hodowli byly pobierane celem przeprowadzenia analiz
molekularnych, biochemicznych i mikroskopowych.

Pierwszym etapem prowadzonych badan bylo opracowanie optymalnych warunkéw hodowli
pierwotnych OPCs. W$rod ocenianych parametréw byly gesto$¢ wysiania komorek, warunki tlenowe
(5% O lub 21% Oy), a takze sktad pozywki hodowlanej (bezsurowicza lub z dodatkiem 1% ptodowe;j
surowicy bydlecej). W przeprowadzonych eksperymentach udowodniono, ze kazdy z ocenianych
parametréw moze znamiennie wplywac na fenotyp komoérek w hodowli, a szczegdlnie istotne okazato
si¢ stezenie tlenu. Coraz czgséciej podkreslany jest fakt, ze standardowe warunki hodowlane (21% O>),
faktycznie mogg oznacza¢ hiperoksje, gdyz w zadnej tkance organizmu rzeczywiste stgzenie tlenu nie
utrzymuje si¢ na tak wysokim poziomie. Zastosowane stezenie 5% O; okazalo si¢ sprzyjaé utrzymaniu
w hodowli duzego odsetka OPCs i zapobiegalo przedwczesnemu starzeniu si¢ hodowli. Zastosowanie
wystandaryzowanych warunkéw hodowli umozliwito w kolejnych etapach badanie czynnikow
wydzielanych przez komorki pod wpltywem uszkodzenia.

W modelu uszkodzenia in vivo w 3 dniu po HI w rejonie spoidta wielkiego, skupiska zmielinizowanych
aksondéw, znacznie spadla catkowita liczba poznych progenitoréw oligodendrocytow. Jednoczesnie
zaobserwowano wzrost proliferacji tych komorek w innych rejonach mozgu, w ktorych fizjologicznie

rozpoczyna si¢ intensywna mielinizacja, tj. w obszarze kory i prazkowia. W modelach in vitro oraz



ex vivo, analiza hodowli poddawanych OGD wykazata duza przezywalno§¢ OPCs po OGD oraz
stymulacje ich proliferacji. Jednocze$nie jednak zwigkszata si¢ ekspresja genow zwiazanych
Z dojrzewaniem tych komorek, m. in czynnikéw transkrypeyjnych Nkx2.2 oraz MYRF regulujacych
réznicowanie komorek, a takze biatek mielinowych MBP i MAG. Analiza biochemiczna homogenatow
potkul mozgu w 14 dniu po HI wskazata, Ze istotnie, w modelu in vivo rowniez obserwuje si¢
zwigkszong ekspresje biatek mieliny: PLP, MBP i MAG. Jednak, co ciekawe, analiza mielinizacji
u szczurow dorostych (10 tygodni po HI) potwierdzita typowy obraz kliniczny hipoksji-ischemii
neonatalnej, tj. hipotrofi¢ hipokampa, spoidta wielkiego i prazkowia oraz obszary wyraznej
hipomielinizacji w rejonie kory, prazkowia i CA3 hipokampa. W analizie ultrastrukturalnej ujawniono
istotne zmiany w strukturze mieliny, ktora w warunkach fizjologicznych cechuje si¢ $cisle upakowana,
wielowarstwowa budowa. U zwierzat po HI cz¢sciej wystepowato zjawisko rozwarstwiania si¢ blaszek
otoczki mielinowej aksonow.

Wsrdd czynnikow odpowiedzialnych za wzmozong proliferacje OPCs i zahamowanie mielinizacji
w odpowiedzi na uszkodzenie mogg przypuszczalnie znalez¢ sie czynniki troficzne wydzielane przez
komorki gleju. W niniejszej pracy przeanalizowano potencjalny udzial zmian w stezeniu IGF-1
w patofizjologii obserwowanych zmian mielinizacyjnych. Analiza zmian poziomu IGF-1 w tkance
nerwowej w modelu in vivo wykazata istotny wzrost stezenia tego czynnika w poétkuli hipoksyjno-
ischemicznej w pierwszym dniu po uszkodzeniu. W badaniach in vitro wykazano, ze oligodendrocyty
mogg by¢ zrodtem IGF-1, a OGD powoduje zmniejszenie ilosci wydzielanego czynnika. Z kolei
suplementacja IGF-1 nie wptywala na zmiany proliferacji komorek w modelu in vitro, natomiast
w modelu ex vivo, w najwyzszym stezeniu tego czynnika zaobserwowano zwigkszenie tempa podziatu
komorek. Najwiekszy wzrost liczby oligodendrocytow na wczesnych etapach dojrzewania po
zastosowaniu OGD zanotowano w hodowli w pozywce zawierajacej 10 ng/ml IGF-1. Zastosowanie
suplementacji w tym stezeniu sprzyjato takze wytwarzaniu wypustek komorkowych, co moze oznaczaé
promowanie dojrzewania tych komoérek. Wyniki do§wiadczen przeprowadzonych w niniejszej pracy
wykazaty, ze OPCs w odpowiedzi na HI zaczynaja intensywnie proliferowaé, do czego moze
przyczynia¢ si¢ m.in. okresowy wzrost st¢zenia IGF-1. Krotko po uszkodzeniu obserwuje si¢ ponadto
wzrost ekspresji biatek mieliny, a mimo tego wytwarzanie funkcjonalnych ostonek mielinowych jest
zaburzone. Przeprowadzone badania wskazuja, ze IGF-1 jest jednym z czynnikow, ktore moga
skutecznie modulowa¢ dojrzewanie oligodendrocytow i ich zdolno$¢ do mielinizacji w HIE, co moze

przyczyni¢ sie do opracowania terapii stosowanej po wystapieniu asfiksji okotoporodowe;j.



