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Streszczenie

Podtoze zmijan prowadzacych do rozwoju choréb osrodkowego ukladu nerwowego
(OUN) w dalszym pozostaje przedmiotem wieloosrodkowych analiz. Szczegélne miejsce
w badaniach ostatnich lat zajmuje poznanie przebiegu procesu zapalnego w tym mechanizméw
jego prawidlowego wygaszania (ang. resolution of inflammation, Rol). Krétkotrwata reakcja
zapalna jest procesem korzystnym, pozwalajgcym na eliminacj¢ patogenéw, zwalczenie
infekcji, regeneracje oraz szybki powrét do homeostazy. Natomiast dlugotrwaly proces zapalny
ma dzialanie niekorzystne, ktére determinowane jest migdzy innymi przez dysfunkcje
endogennych proceséw kontrolujacych wyciszenie ostrego procesu zapalnego.

Dlatego celem badan przedstawionych w niniejszej rozprawie bylo okreslenie czy
wzmocnienie Rol, poprzez zastosowanie nowych egzogennych ligandéw receptora ALX/FPR2
o obiecujacych wiasciwosciach farmakokinetycznych oraz lepszej od endogennych ligandow,
biodostgpnosci moze stanowi¢ nowg strategi¢ ograniczajaca proces zapalny. Badania
prowadzono wieloetapowo, w warunkach in vifro hodowli pierwotnych mikrogleju, ex vivo
hodowli organotypowych hipokampa, a nast¢pnie dokonano weryfikacji uzyskanych wynikow
w warunkach immunoaktywacji in vivo w wybranych strukturach mézgu. Zastosowano techniki
kolorymetryczne, immunofluorescencyjne, stuzace do oceny ekspresji gendéw, poziomu
catkowitych i ufosforylowanych form biatek (Western blot, ELISA) oraz metody wyciszania
komorek mikroglejowych (klodronat).

W pierwszej czeSci rozprawy zaprezentowano badania przeprowadzone in vitro
z wykorzystaniem pierwotnych hodowli mikrogleju stymulowanych lipopolisacharydem (LPS;

niespecyficznym immunoaktywatorem pochodzenia bakteryjnego) uzyskanych od 0-2
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dniowego potomstwa szczuréw Spraque-Dawley. Wyniki pokazaly zalezne od czasu dziatanie
ochronne i przeciwzapalne wszystkich badanych agonistéw receptora ALX/FPR2: lipoksyny
A4 (LXA4), jej analogu AT-LXA4 (ang. aspirin-triggered lipoxin A4) oraz nowego,
egzogennego liganda zwigzku MR-39. Tym niemniej w przypadku zwigzku MR-39 spektrum
korzystnego dziatania byto najszersze i najdluzej zaznaczone, bowiem obserwowane takze po
24 godzinach od jego dodania do hodowli mikrogleju. Co istotne, wykazano takze, ze w
mediowaniu  korzystnych efektéw nowego mocznikopochodnego zwigzku MR-39
zaangazowane s analogiczne szlaki wewnatrzkomérkowego przekazu sygnatu jak
aktywowane po interakcji ligandow endogennych (LXA4, AT-LXA4) z receptorem
ALX/FPR2 (w tym ERK /2, kinaza p38, czynnik transkrypcyjny NF-«xB).

W kolejnym etapie badania prowadzono w ukladzie ex vivo stosujac hodowle
organotypowe hipokampa (OHC). Model ten stanowi przydatne narzg¢dzie do analiz nie tylko
zaleznosci pomiedzy ukladem nerwowym, immunologicznym oraz endokrynnym, ale
umozliwia takze analize fizjologicznych interakcji miedzy komoérkami moézgu dziegki
zachowaniu funkcjonalnych polaczefi neuronalno-glejowych. Ma zatem kluczowe znaczenie
dla oceny dziatania zwigzkéw o wnioskowanym potencjale przeciwzapalnym i pro-
wyciszeniowym w przebiegu procesow zapalnych (w tym indukowanych LPS). W modelu tym
przeprowadzono analize kolejnych uzyskanych od grupy badawczej z Uniwersytu im. Aldo
Moro w Bari (Wlochy) nowych agonistow receptora ALX/FPR2 — AMS21 oraz CMC23.
Zastosowane modyfikacje w strukturze tych zwigzkéw (w poréwnaniu do zwigzku
referencyjnego MR-39) sugerowaty ich lepszy potencjal pro-wyciszeniowy oraz
immunomodulujacy. Dlatego ocena ich dziatania neuroprotekcyjnego, przeciwzapalnego oraz
pro-wyciszeniowego w OHC przeprowadzona zostala w stezeniach nanomolarnych.
Wykazano, ze nowe zwigzki CMC23 i AMS21 w sposéb zalezny od receptora ALX/FPR2
normalizowaty podwyzszone w wyniku dziatania LPS poziomy cytokin prozapalnych (IL-1,
IL-6). Aktywno$¢ CMC23 zwigzana byta z wplywem na szlak sygnalizacyjny STAT3/SOCS3,
w tym hamowanie stymulowanej podaniem LPS aktywnej, ufosforylowanej formy biatka
STAT3. Natomiast w przypadku liganda AMS21, wspierajacy Rol efekt polegatl na
ograniczaniu nadmiernej aktywacji kompleksu inflammasomu NLRP3. Co wiecej,

doswiadczenia z zastosowaniem OHC pozwolily po raz pierwszy na wykazanie kluczowej roli
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receptora ALX/FPR2 obecnego na komérkach mikrogleju w modulacji korzystnych efektow
AMS21, gdyz w OHC pozbawionych mikrogleju poprzez zastosowanie klodronatu, korzystne
dziatanie tego liganda nie bylo obserwowane.

W ostatnim etapie badan, w zwierzecym modelu immunoaktywacji in vivo tzw. ,,sickness
behavior” opartym o jednorazowe dootrzewnowe podanie LPS dorostym szczurom,
przeprowadzono oceng wplywu nowych egzogennych agonistéw ALX/FPR2 oraz liganda
endogennego LXA4 na zaburzenia behawioralne oraz parametry immunoaktywacji
w homogenatach kory czotowej i hipokampa dorostych, 3-miesigcznych samcow.
Zaobserwowano, ze jednorazowe dootrzewnowe podanie LPS powoduje deficyty
w zachowaniu zwierzat, wyrazone jako wydtuzenie czasu bezruchu, przy jednoczesnym
skroceniu czasu ptywania i wspinania (test wymuszonego plywania, tzw. test Porsolta).
Normalizujacy wptyw dokomorowego podania LXA4 na zmiany opisane w tescie Porsolta, byt
krotkotrwaly, natomiast zwigzek CMC23 wykazywat dluzsza aktywno$¢ biologiczng w tym
ukladzie doswiadczalnym. Jednoczesnie przeprowadzone badania biochemiczne wykazaly
przeciwzapalne dzialanie LXA4 polegajace na obnizaniu poziomu cytokin prozapalnych
(IL-1B, TNF-0) tylko 1 godzing po podaniach, natomiast dzialanie zwigzku CMC23 bylo
przedluzone i obecne takze 4 godziny po jego podaniu. Wyniki te wskazujg na obnizanie
aktywacji prozapalnej przez badane ligandy w modelu immunoaktywacji in vivo, a diuzszy
okres dziatania nowych ligandéw pozwala na potencjalnie bardziej efektywne stosowanie ich

w strategii Rol.

Zaprezentowane w hybrydowej wersji niniejszej rozprawy wyniki pozytywnie weryfikujg
cele podjetych badan. Co wigcej, w oparciu o przeprowadzone wieloptaszczyznowe badania
mozna sugerowaé, ze nowatorskie podejscie do wzmacniania endogennych mechanizmow
regulacji Rol stanowi¢ moze w przysziosci o rozwoju nowej sciezki modulacji procesow
zapalnych w przebiegu wielu choréb OUN w oparciu o farmakoterapi¢ ich wygaszania (ang.

pharmacotherapy of resolution).
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