Podstawowym celem proponowanych badan jest ocena zdolnosci wybranych inhibitoréw deacetylaz histonéw (maslanu
sodu i trichostatyny A) do stymulacji endogennej neurogenezy w modelu eksperymentalnym okotoporodowego
uszkodzenia moézgu. Okotoporodowe stany niedotlenieniowo-niedokrwienne, zwane potocznie asfiksjg lub zamartwica, jesli nie
prowadzg do zgonu noworodka, sg przyczyng uszkodzenia moézgu. Trwate zaburzenia strukturalno-funkcjonalne (takie jak
mdzgowe porazenie dzieciece, padaczka, zespoty pseudopuszkowe i pozapiramidowe a takze niedowtady kurczowe) zwane
encefalopatig poniedokrwienng stwierdza sie u 25% dzieci przezywajacych epizody hipoksyjno-ischemiczne. Pomimo znaczacego
postepu w rozumieniu patomechanizmu rozwoju uszkodzenia, wspétczesna medycyna nadal nie jest w stanie poradzi¢ sobie ze
skutkami, jakie niesie za sobg niedotlenienie mézgu. Podejmowane proby neuroprotekcji, majace na celu zmniejszenie zaburzen
psychomotorycznych, nie przynosza oczekiwanych efektow, powodujac réwnoczesnie szereg efektéw ubocznych, ktdre
dodatkowo uposledzaja funkcje komdrek nerwowych (Gardoni i Di Luca 2006, Zalewska i wsp. 2015). W czasie intensywnych
poszukiwan nowych zwigzkéw neuroprotekcyjnych przedmiotem uwagi badaczy staly sie inhibitory deacetylaz histonéw
(HDACI). W toku prowadzonych badan zaobserwowano, ze zwigzki te obok dziatania neuroprotekcyjnego majg zdolnos¢
stymulacji neurogenezy. Podane po eksperymentalnym udarze mézgu prowadza do wzmozonej proliferacji progenitoréow w
strefach neurogennych (w warstwie komdrek podziarnistych zakretu zebatego oraz w okolicy komér bocznych), migracji do
uszkodzonych struktur i r6znicowania do fenotypu neuronalnego. Notowane zmniejszenie ogniska uszkodzenia i ostabienie
deficytéw neurologicznych moze sugerowac regeneracje uszkodzonej tkanki nerwowej przez bezposrednig repopulacje (Ren i
wsp. 2004, Montgomery i wsp. 2009, Kramer 2009, Kim i wsp. 2009, 2010). Mechanizm dziatania neurogennego inhibitoréw
deacetylaz histonéw nie jest jeszcze w pelni wyjasniony. Wiadomo, ze acetylacja/deacetylacja histonu jest kluczowa
potranslacyjng modyfikacjg biatek. Wzrost poziomu acetylacji bialek histonowych i czynnikéw transkrypcyjnych moze
stymulowaé ekspresje wielu genéw, ktoérych produkty biatkowe biorg udziat w neuroprotekcji, plastycznosci neuronalnej i
pamieci.

Analiza publikowanych w literaturze naukowej danych, odnoszacych sie, co prawda do uszkodzenia mézgu dojrzatego osobnika,
skiania do sprawdzenia efektéw dziatania inhibitoréw deacetylaz histonéw w kontekscie uszkodzenia mdzgu we wczesnym
okresie postnatalnym, szczegdlnie w odniesieniu do asfiksji okotoporodowej, ktéra stanowi powazny problem zaréwno spoteczny
jak i ekonomiczny. Ocena wptywu inhibitorbw HDACI na neruroprotekcje/neurogeneze w tym modelu eksperymentalnym nie
stata sie dotychczas przedmiotem systematycznych badan. Dane opublikowane w kilku zaledwie pracach majg jedynie charakter
fragmentaryczny (Kabakus i wsp. 2005). W dodatku badania te byty prowadzone wedtug réznych protokotéw doswiadczalnych i
nie pozwalajg na wyciagniecie wnioskéw (Fleiss i wsp. 2012, George i wsp. 2013).

Przedmiotem planowanych przez nas badan bedzie ocena wptywu wybranych inhibitoréw deacetylaz histonéw na neurogeneze
endogenng w okolicy komdr bocznych (SVZ) po hipoksyjno-ischemnicznym uszkodzeniu mézgu.

Badania beda prowadzone na ustalonym, szeroko stosowanym na swiecie, modelu hipoksyjno-ischemicznego uszkodzenia mézgu
indukowanego u siedmiodniowych szczurdéw (wg zaadoptowanego dla mtodych zwierzat modelu Levine’a opisanego przez Rice’a
i wsp. (1981)). Na podstawie poréwnania réznych parametréw opisujacych i okreslajacych stopien rozwoju mézgu przyjmuje sie,
ze siedmiodniowy szczur odpowiada stopniem rozwoju mdzgu donoszonemu noworodkowi ludzkiemu. Hipoksja-ischemia
powoduje jednostronne uszkodzenie moézgu (potkuli ipsilateralnej), przez zablokowanie doptywu krwi i tlenu i jest
odzwierciedleniem encefalopatii rozwijajacej sie po asfiksji okotoporodowej. Pétkula przeciwna (kontralateralna) bedzie pétkula
kontrolna.

Aby oceni¢ wptyw badanych zwigzkéw na proces endogennej neurogenezy we wczesnym okresie postnatalnym, czes$¢
doswiadczen zostanie przeprowadzona na zwierzetach naiwnych. Przedmiotem naszej uwagi bedzie przesledzenie efektu dwéch
inhibitorow deacetylaz histonéw, prezentujgcych odmienng strukture chemiczna: maslanu sodu (SB) - pochodnej kwasu
thuszczowego i trichostatyny A (TSA) - pochodnej kwasu hydroksamowego. Realizacja pierwszego etapu zaplanowanych badan
obejmie okreslenie wptywu badanych inhibitoréw na stopied uszkodzenia moézgu (ocena morfologiczna) oraz na proces
proliferacji komorek macierzystych/progenitorowych w strefie neurogennej komér bocznych, migracje komérek do miejsca
uszkodzenia oraz r6znicowanie do fenotypu neuronalnego i glejowego.

Materiat do analiz bedzie pobierany w 3, 6, 7, 9, 11, 14, 21, i 28 dniu po indukcji hipoksji-ischemii. Oznaczenia
immunohistochemiczne beda wykonane na skrawkach mézgu a otrzymane obrazy analizowane w mikroskopie konfokalnym.
Zdolnos¢ komorek do proliferacji zostanie okreslona stopniem wbudowania BrdU do DNA podczas jego replikacji w fazie S
cyklu komorkowego.

Zgodnie z publikowanymi danymi w migracje komdrek zaangazowane sa aktywne metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomorkowej z rodziny MMP. Oznaczymy, zatem ich aktywnos¢ i lokalizacje. Identyfikacja fenotypu komérek bedzie
przeprowadzona metoda immunohistochemiczng na podstawie pozytywnych reakcji z przeciwciatami specyficznymi dla danego
typu komdrek neuronalnych i glejowych.

Kolejny etap badan bedzie obejmowat analize potencjalnych kluczowych czynnikdéw zaangazowanych w fizjologiczng
neurogeneze, aby wyjasni¢ ich udziat w mechanizmie regulujgcym oczekiwane procesy regeneracji po asfiksji okotoporodowej.
Analiza zostang objete wybrane czynniki wzrostu — czynnik wzrostu pochodzenia mézgowego (BDNF) i czynnik wzrostu
neuronéw (NGF) oraz ich receptory (TrkA, TrkB i p75), jak rdwniez czynnik transkrypcyjny fosfo-CREB. Okreslimy takze
ekspresje/aktywnos¢ kinazy MAPK/ERK1/2 oraz kinazy PI3K/Akt.

Realizacja proponowanego projektu bedzie miata znaczenie poznawcze. Otrzymane wyniki wyjasnia, czy badane inhibitory
deacetylaz histondw stymuluja neurogeneze po eksperymentalnym uszkodzeniu mézgu we wczesnym okresie postnatalnym.
Otrzymanie pozytywnych wynikdw moze przyczynic¢ sie do wypracowania nowych schemat6éw terapeutycznych, ktore zapewnig
zastagpienie neurondw uszkodzonych w wyniku asfiksji okotoporodowej nowymi komérkami nerwowymi.



