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LISTA PRAC STANOWIACYCH PODSTAWE ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Przedtozona rozprawa doktorska stanowi prace hybrydowa taczac elementy tradycyjnej

monografii stanowigce cze$¢ opisowa (pkt. 1) oraz wyniki zawarte w opublikowanych

artykutach naukowych (pkt. 2 i 3).

1.

W opisowej czesci rozprawy doktorskiej zamieszczono cze$¢ wynikow (Fig. 3, 5, 6, 7,
8 1 10) z publikacji, w ktorej petnie role jednego z dwoch pierwszych autoréw o takim
samym wktadzie w powstanie publikacji: Wnuk A, Przepidrska K, Pietrzak BA, Kajta
M. Post-Treatment with Amorfrutin B Evokes PPARy-Mediated Neuroprotection against
Hypoxia  and  Ischemia.  Biomedicines. 2021 Jul  21;9(8):854. doi:
10.3390/biomedicines9080854.

IF2021 = 4,757; IF5.1emi = 4,1; MNiSW = 100

Pozostate wyniki wymienionej publikacji (Fig. 1, 2,4 19) zostaty wykorzystane w dziele

habilitacyjnym dr hab. Agnieszki Wnuk.

Przepiorska K, Wnuk A, Beyer C, Kajta M. Amorfrutin B Protects Mouse Brain Neurons
from Hypoxia/lschemia by Inhibiting Apoptosis and Autophagy Processes Through
Gene Methylation- and miRNA-Dependent Regulation. Mol Neurobiol. 2023
Feb;60(2):576-595. doi: 10.1007/s12035-022-03087-9.

IF2023 = 4,6; IF5.eti = 4,7; MNiSW = 100

Przepidrska-Dronska K, Wnuk A, Pietrzak-Wawrzynska BA, fach A, Biernat W,

Wojtowicz AK, Kajta M. Amorfrutin B Compromises Hypoxia/lschemia-induced
Activation of Human Microglia in a PPARy-dependent Manner: Effects
on Inflammation, Proliferation Potential, and Mitochondrial Status. ] Neuroimmune
Pharmacol. 2024 Jul 1;19(1):34. doi: 10.1007/s11481-024-10135-9.

IF2023 = 5,2; IF5.0emi = 5,2; MNiSW = 100

Publikacja nr 1 posiada 2 pierwszych autorow i z tego wzgledu czes¢ tej publikacji zostata

wigczona do dziela habilitacyjnego dr hab. Agnieszki Wnuk (wykresy 1, 2, 41 9), a pozostata

czes¢ zostata wlgczona do obecnej rozprawy doktorskiej (wykresy 3, 5, 6, 7, 8§ i 10)

i przedstawiona jako opisowa czes¢ rozprawy doktorskiej.



WYKAZ NAJCZESCIEJ UZYWANYCH SKROTOW

8-OHdG - 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyna, ang. 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine

AMPA - kwas o-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowy, ang. a-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid

BrdU - bromodeoksyurydyna, ang. bromodeoxyuridine

Ct - cykl progowy, ang. cycle threshold

DNMT - metylotransferaza DNA, ang. DNA methyltransferase

ELISA - test immunoenzymatyczny, ang. enzyme-linked immunosorbent assay

FBS - ptodowa surowica bydlgca, ang. fetal bovine serum

HAT - acetylotransferaza histonowa, ang. histone acetyltransferase

HDAC - deacetylaza histonowa, ang. histone deacetylase

HIF1a - czynnik indukowany hipoksja 1-alfa, ang. hypoxia-inducible factor 1-alpha

HMC3 - linia komorkowa ludzkich komorek mikrogleju klon 3, ang. human microglial clone
3 cell line

LDH - dehydrogenaza mleczanowa, ang. lactate dehydrogenase

LPS - lipopolisacharyd, ang. lipopolysaccharide

MCAO - zamknig¢cie srodkowej tetnicy mozgowej, ang. middle cerebral artery occlusion
mGluR - metabotropowy receptor glutaminianu, ang. metabotropic glutamate receptor
miRNA - mikroRNA, ang. microRNA

mRNA - matrycowy RNA, ang. messenger RNA

MTT - bromek 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenyltetrazoliowy, ang. 3-(4,5-dimetylo-2-
tiazolilo)-2,5-difenyltetrazolium bromide

NMDA - N-metylo-D-asparaginian, ang. N-methyl-D-aspartate

PGCl1a - koaktywator receptora gamma aktywowanego przez proliferatory peroksysomow 1
alfa, ang. peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator I-alpha

PPARy - receptor aktywowany przez proliferatory peroksysomow typu gamma, ang.
peroxisome proliferator-activated receptor gamma

PPRE - element odpowiedzi na proliferatory peroksysoméw, ang. peroxisome proliferator
response element

qPCR - ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy, ang. quantitative polymerase chain reaction

ROS - reaktywne formy tlenu, ang. reactive oxygen species



rtPA - rekombinowany tkankowy aktywator plazminogenu, ang. recombinant tissue
plasminogen activator

RXR - receptor retinoidowy X, ang. retinoid x receptor

SEM - blad standardowy $redniej, ang. standard error of the mean

siRNA - mate interferujgce RNA, ang. small interfering RNA

SPPARYM - selektywny modulator receptora aktywowanego przez proliferatory
peroksysomoOw typu gamma, ang. selective peroxisome proliferator-activated receptor gamma
modulator

TNF - czynnik martwicy nowotworow, ang. tumor necrosis factor

TZD - tiazolidinediony, ang. thiazolidinediones



WSTEP

Udar niedokrwienny mozgu — patofizjologia i leczenie

Udar moézgu jest druga najczestszg przyczyng zgondéw oraz istotnym powodem
niepelnosprawnos$ci, co czyni z niego powazny problem cywilizacyjny i rodzi potrzebe
opracowania skutecznych metod terapeutycznych. Z raportu Swiatowej Organizacji Udaru
Mozgu (2022) wynika, ze kazdego roku ponad 12,2 miliona osob cierpi na udar mézgu, sposrod
ktérych az 6,5 miliona os6b umiera (Feigin 1 wsp., 2022). Wyrdznia si¢ udar niedokrwienny,
ktéry odpowiada za ponad 62% przypadkow oraz udar krwotoczny ($rédmozgowy
lub podpajeczynéwkowy), ktory dotyczy pozostatych 38% przypadkow udaru mézgu (Feigin
1wsp., 2022; Tadi 1 Lui, 2023). Zgodnie z raportem NFZ (2023) w Polsce w 2022 roku
zarejestrowano 74,7 tys. przypadkéw udaru niedokrwiennego moézgu, a w stosunku
do wczesniejszych lat odnotowano istotny wzrost zapadalno$ci na t¢ chorobe w miodszych
grupach wiekowych (do 54 roku zycia). Przyczyna udaru niedokrwiennego moézgu jest
zablokowanie tetnic skrzepami powstajagcymi lokalnie w tetnicach lub docierajgcymi
wraz z krwioobiegiem z serca, a w nastepstwie prowadzacymi do deficytow tlenu i glukozy
w odizolowanym od prawidlowej perfuzji obszarze mozgu. Zaburzenia dostarczania tlenu
i glukozy (ktore referuje si¢ stowem ,,ischemia”) prowadza do kaskady patofizjologicznych
odpowiedzi, ktére powoduja $mier¢ komoérek mozgowych. Obszar bezposrednio pozbawiony
doptywu krwi nazywa si¢ rdzeniem uszkodzenia mdzgu, a komorki potozone w jego obrgbie
umierajg glownie na drodze martwicy, inaczej nekrozy. Ograniczony przepltyw krwi powoduje,
ze komorki w obszarze sgsiednim rdzenia zwanym strefg polcienia, inaczej penumbra, narazone
sg na proces ekscytotoksycznosci (Zhao, Zhang 1 wsp., 2022). Wynika ona z nadmiernego
uwalniania kwasu glutaminowego, a przyczyna tego zjawiska jest hamowanie zaleznych
od ATP pomp sodowo-potasowych odpowiedzialnych za utrzymanie prawidtowej polaryzacji
btony komodrkowej, powodujac zaburzone funkcjonowanie transporteréw glutaminianu
usuwajacych nadmiar neuroprzekaznika z przestrzeni zewngtrzkomorkowej. Aktywacja
receptorow glutaminergicznych (jonotropowych NMDA 1 AMPA oraz metabotropowych
mGluR) i ich wplyw na masowy naptyw jondw wapnia do komoérki wyzwala liczne procesy
prowadzace do jej $mierci (Guo i Ma, 2021). Czynniki ryzyka zwigzane z wystgpieniem udaru
niedokrwiennego obejmuja m.in. cukrzyce, nadci$nienie t¢tnicze, hipercholesterolemie,
jak réwniez palenie papieroséw (Hurford i wsp., 2020). Ponadto stwierdzono, ze u pacjentow

u ktorych udar niedokrwienny wystapit w nocy, poczatkowe objawy kliniczne sg bardziej
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nasilone, istnieje wigksze prawdopodobienstwo wczesnego pogorszenia stanu pacjenta w ciggu
72 godzin oraz wigksze zagrozenie wystgpienia niepetnosprawnosci (Ryu i wsp., 2022).
Obecnie wykorzystywang terapig udaru niedokrwiennego jest dozylna tromboliza z uzyciem
rekombinowanego aktywatora plazminogenu (rtPA; stosowana do okoto 4,5 godzin od
wystgpienia pierwszych objawow) lub mechaniczne usunigcie skrzepu na drodze trombektomii
(stosowana do 6 godzin od wystgpienia objawdéw). Mechaniczna trombektomia moze
przywréci¢ przepltyw krwi z efektywnos$cia do 90% tej uzyskiwanej przy uzyciu rtPA, majac
jednoczesnie szersze okno terapeutyczne niz rtPA (Samaniego i wsp., 2018). Nalezy jednak
pamigtac, ze ze wzgledu na liczne kryteria wykluczenia tj. waskie okno terapeutyczne, ryzyko
wystapienia powaznych skutkéw ubocznych (m.in. krwotok §rodmozgowy), czy wystepowania
u pacjenta wspotistniejacych chordb przewlektych, terapie te stosowane sg u jedynie 13-15%
pacjentow (Luchowski 1 Rejdak, 2020). Kolejng istotng wada, zarowno trombolizy, jak i
trombektomii, jest brak ograniczania dodatkowych uszkodzen mozgu spowodowanych przez
stres oksydacyjny i zapalenie w trakcie reperfuzji, a takze brak udziatu tych terapii w
poézniejszej neurogenezie i neuroregeneracji uszkodzonych obszar6w mozgu. Sprawia to, ze
tylko okoto potowa pacjentow leczonych z wykorzystaniem dostgpnych terapii odzyskuje
funkcjonalny poziom sprawnosci po udarze niedokrwiennym moézgu (Samaniego i wsp., 2018;

Hurd i wsp., 2021).

Asfiksja okoloporodowa — patofizjologia i leczenie

Rownie istotnym problemem dla wspodtczesnej medycyny jest niedotlenienie
okotoporodowe, inaczej asfiksja okoloporodowa, prowadzaca do trwalego uszkodzenia
osrodkowego uktadu nerwowego. Wedlug WHO jest to trzecia najczestsza przyczyna $mierci
noworodkow, skutkujgca rocznie §miercig miliona sposrdéd czterech milionéw dotknigtych
tym schorzeniem dzieci (Fattuoni i wsp., 2015; Walas i wsp., 2020). Badania wskazuja,
ze okoto 50% przypadkow niedotlenienia okotoporodowego wystepuje przed porodem, 40%
w trakcie porodu, a pozostate 10% tuz po porodzie (Dilenge i wsp., 2001; Mota-Rojas 1 wsp.,
2022). Do przyczyn wystapienia asfiksji okotoporodowej mozemy zaliczy¢ przewlekte
niedotlenienie matki, przedwczesng lub przedluzajaca si¢ akcje porodowa, nieprawidiowe
utozenie plodu oraz duza mas¢ urodzeniowa dziecka. W wyniku epizodu niedotlenienia
okotoporodowego dochodzi do pogorszenia funkcjonowania réznych organdéw i1 uktadow.
Niewydolno$¢ wielonarzagdowa charakteryzujaca si¢ m.in. uszkodzeniem nerek, serca

oraz mézgu zwigksza ryzyko wystgpienia zaburzen neurorozwojowych. Wskazuje
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to na potrzebe wszechstronnej oceny stanu zdrowia dziecka narazonego na deficyty tlenu
(Bhatti i Kumar 2014). W centralnym uktadzie nerwowym brak tlenu, inaczej hipoksja,
wywoluje niewydolno$¢ energetyczna, ktoéra wigze si¢ z obnizeniem aktywnosci ATP,
zaburzong homeostazg jonow3g 1 stresem oksydacyjnym. W poczatkowym stadium komorki
nerwowe ulegajag nekrozie, natomiast w kolejnych etapach deficytu tlenu moze dojs¢
do akumulacji mleczandéw 1 wystapienia kwasicy metabolicznej zwigzanej ze zbyt duzym
stezeniem dwutlenku wegla we krwi noworodka. Efektem niedotlenienia i wystgpienia kwasicy
metabolicznej jest z kolei uposledzenie pracy serca, a nastepnie niedocisnienie i niedokrwienie
wielonarzagdowe. To tym samym powoduje obumieranie neuronéw na drodze apoptozy (Greco
i wsp., 2020; Mota-Rojas 1 wsp., 2022). Niedotlenienie okoloporodowe czgsto prowadzi
do encefalopatii niedotlenieniowo-niedokrwiennej, ktéora w umiarkowanym lub ci¢zkim
przebiegu wywoluje szereg zaburzen neurologicznych 1 psychiatrycznych takich
jak uposledzenie ruchowe, opoznienie rozwoju poznawczego, utrata wzroku 1 shuchu,
schizofrenia, czy padaczka, ktore mogg ujawnic si¢ nawet na zaawansowanym etapie rozwoju
dziecka (Martinez i wsp., 2014; Denihan i wsp., 2015; Fattuoni i wsp., 2015). Gtowna metoda
leczenia asfiksji okotoporodowej jest hipotermia prowadzaca do obnizenia temperatury ciata
(33,5-34,5°C przez 72 godziny) oraz zmniejszenia zapotrzebowania komorek na tlen 1 glukoze
(Zewdie 1 wsp., 2021). Kazde obnizenie temperatury ciala o 1°C skutkuje obnizeniem
metabolizmu tkanki nerwowej o 6-10% (Darwazeh i Yan, 2013). Terapia hipotermia
nie zapewnia jednak pelnej neuroprotekcji, poniewaz okoto 50% poddanych tej terapii
noworodkow cierpi na powazne powiktania neurologiczne badz umiera (Edwards i wsp., 2010).
Z uwagi na ryzyko wystapienia powaznych skutkow ubocznych hipotermii, w tym zaostrzenia
stanu zapalnego, zaburzen krzepnigcia krwi oraz krétki czas wdrozenia terapii (do 6 godzin
od wystapienia epizodu), skuteczne leczenie asfiksji okotoporodowej wymaga nowych
rozwigzan 1 postepowan terapeutycznych (Cornette, 2012; Datta, 2017). W badaniach
przedklinicznych obiecujace efekty przyniosto stosowanie m.in. erytropoetyny dzialajacej
przeciwzapalnie, antyoksydacyjnie i neurotroficznie, czy ksenonu, ktéry hamuje aktywnos¢
receptorow NMDA. Jednak w badaniach klinicznych z udzialem noworodkow
z niewydolno$cig wielonarzadowa stosowanie erytropoetyny 1 ksenonu nie wywotato

oczekiwanych oraz dlugoterminowych efektéw leczniczych (Ranjan i Gulati, 2023).



Mechanizmy odpowiedzi komodorkowej na uszkodzenie moézgu wywolane przez deficyty

tlenu i substancji odzywczych

Zaktocenie dopltywu krwi do mozgu powoduje kaskade patofizjologicznych reakcji
skutkujagcych $miercig komoérek nerwowych. Mechanizmy odpowiedzi komodrkowe;j
na uszkodzenie tkanki mézgowej (Rys. 1) obejmuja m.in. ekscytotoksyczno$¢, zaburzenia
integralno$ci mitochondridow, apoptozg neurondw, autofagi¢, wytwarzanie reaktywnych form
tlenu i stres oksydacyjny oraz aktywacje uktadu immunologicznego i przewlekta odpowiedz
zapalng (Campbell 1 wsp., 2019). Skuteczna terapia skierowana na uszkodzenia hipoksyjno-
ischemiczne powinna koncentrowaé¢ si¢ na hamowaniu procesOw przyczyniajacych
si¢ do $mierci komorek moézgowych w trakcie wczesnej fazy odpowiedzi komorkowej,
jak 1 na stymulowaniu regeneracji tkanki 1 naczyn krwiono$nych w pdzniejszej fazie (Kajta
1 wsp., 2016). Ponadto, w celu osiggnigcia bardziej optymalnych wynikow terapeutycznych,
nowoczesny lek powinien wykazywac plejotropowe dzialanie zmierzajace do osiggnigcia

synergicznego efektu neuroprotekcyjnego.
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Rys. 1 - Glowne mechanizmy odpowiedzi komorkowej na hipoksyjno-ischemiczne

uszkodzenie mozgu. Schemat wykonano przy uzyciu oprogramowania BioRender.com.



Apoptoza

Apoptoza, czyli programowana $mier¢ komoérki prowadzi do fragmentacji DNA,
kondensacji cytoplazmy, formowania skupisk heterochromatyny i ciatek apoptotycznych,
a nastgpnie eliminacji pozostatosci komorkowych przez fagocyty. Wyrdzniamy 2 podstawowe
$ciezki apoptotyczne: i. $ciezke indukowana przez specyficzne uszkodzenia, czyli $ciezke
zewnetrzng, w ktorej posrednicza aktywowane receptory (szlak receptorow $mierci)
oraz ii. Sciezke¢ zainicjowang przez szereg szkodliwych bodzcéw wewnatrzkomoédrkowych,
czyli $ciezke wewnetrzng (szlak mitochondrialny apoptozy). Sciezka zewnetrzna opiera
si¢ na zwigzaniu liganda (np. TNF-o0, FASL) z receptorem nalezacym do nadrodziny
receptoréw $mierci TNF (np. TNFR1, FAS), przekazaniu sygnatu z powierzchni komorki do
jej wnetrza, anastgpnie rekrutacji kaspazy-8 oraz aktywacji wykonawczej kaspazy-3
odpowiedzialnej za proteolityczng degradacje komponentow komorki. Uszkodzenia wywotane
przez czynniki takie jak reaktywne formy tlenu powoduja natomiast aktywacje $ciezki
wewngtrznej, co prowadzi do zmniejszenia integralnosci btony mitochondrialnej, uwolnienia
do cytoplazmy biatek apoptotycznych (np. cytochromu c), formowania apoptosomu i aktywacji
odpowiednio kaspazy-9 oraz wykonawczej kaspazy-3. Kluczowymi regulatorami tych
procesow sa bialtka zrodziny BCL2: proapoptotyczne BID, BAD czy BAX oraz
antyapoptotyczne BCL2, BCLXL czy BCLw (Xu i wsp., 2019; D’ Arcy, 2019; Lossi, 2022). O
ile $mier¢ komorek w rdzeniu uszkodzenia wywotanego udarem nastepuje juz po kilku
minutach gléwnie na drodze nekrozy, w strefie polcienia, czyli penumbry, procesy
apoptotyczne trwaja od kilku godzin do dni, a nawet tygodni (Radak i wsp., 2017). Dowodem
na udzial apoptozy w $mierci komorek inicjowanej przez asfiksje okotoporodowa jest
zwickszona aktywno$¢ kaspazy-3 w mozgach dzieci, ktore zmarly w wyniku epizodu
hipoksyjno-ischemicznego (Rossiter i wsp., 2002). Ze wzgledu na fakt, ze apoptoza aktywnie
uczestniczy w rozwoju mozgu, uktad nerwowy noworodka moze by¢ bardziej podatny na

$mier¢ komorek w wyniku apoptozy niz moézg dorostej osoby (Ferriero i Miller, 2010).

Autofagia

W odréznieniu od apoptozy, autofagia (,,samozjadanie”) moze stanowi¢ zardwno
mechanizm $mierci komodrkowej na drodze nadmiernej degradacji organelli, jak i mechanizm
ochronny, sprzyjajacy przezyciu komorek dzieki eliminacji nieprawidtowych i1 dysfunkcyjnych

biatek 1 uszkodzonych elementow komorki. Mozemy wyr6zni¢ 3 podstawowe rodzaje
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autofagii: mikroautofagi¢, autofagic zwigzang z chaperonami oraz makroautofagie.
Makroautofagia bedaca powszechng formg autofagii opiera si¢ na formowaniu autofagosomow,
ktore taczac si¢ z lizosomami, tworzg autofagolizosomy odpowiedzialne za degradacje
zawartych w niej skladnikow (Yan 1 wsp., 2022). W procesie tym bierze udziat szereg
czynnikéw, w tym biatka BECN1, ULK1/2, rodzina bialek ATG biorgce udziat w inicjacji
tworzenia autofagosomow oraz MAP1LC3 (konkretnie przetworzona forma LC3-II) regulujace
formowanie si¢ autofagosomow i ich fuzje z lizosomami (Wnuk i Kajta, 2017). W wyniku
zwigkszenia stosunku ilosci AMP/ATP podczas niedotlenienia lub niedokrwienia dochodzi
do aktywacji kinazy AMPK, bedacej czynnikiem inicjujagcym proces autofagii. Jednakze, wcigz
istnieje szereg kontrowersji na temat tego, czy autofagia jest korzystnym, czy szkodliwym
procesem w kontekscie przezycia komoérek nerwowych, pozycjonujac ja jako miecz obosieczny
w procesach neurodegeneracyjnych (Shi 1 wsp., 2021). Cz¢$¢ badan sugeruje, ze autofagia
moze utrzymywac¢ homeostaze komorek i zmniejsza¢ uszkodzenia mozgu, jednak istnieje
tez wiele dowoddéw na zaangazowanie autofagii w procesy prowadzace do $mierci komorek
nerwowych w wyniku epizodéw hipoksyjno-ischemicznych (Wu i wsp., 2014; Sekerdag i wsp.,
2018). Niezbedne sg dalsze badania, aby lepiej zrozumie¢ mechanizmy autofagii, a poznanie
ztozonosci 1 dualistycznej natury tego procesu stworzy perspektywe powstania nowych lekow,
ktére beda modulowaé autofagiec i wywolywaé w ten sposob efekt neuroprotekcyjny

(Ajoolabady i wsp., 2021).

Reakcja zapalna

Wecezesna reakcja zapalna podczas niedotlenienia okotoporodowego czy udaru
niedokrwiennego mdzgu stanowi naturalng reakcje obronng organizmu, jednakze przewlekie
zapalenie uktadu nerwowego prowadzi do zaostrzenia pierwotnego uszkodzenia z powodu
$mierci komorek na drodze zapalnej (Anthony i wsp., 2022). Funkcja proceséw zapalnych
moze by¢ powigzana ze wzmocnieniem indukowanego przez NMDA naplywu jonow Ca?*
1 ekscytotoksyczno$cig wobec neuronow (Huang 1 wsp., 2011; Dresselhaus 1 Mefferta 2019).
Podczas zaburzen integralnosci komoérek nerwowych uwalnianie sg czasteczki takie jak kwas
glutaminowy, biatka szoku cieplnego (HSP), czy cytokiny, co prowadzi do proliferacji komorek
uktadu odporno$ciowego 1 ich migracji do miejsca uszkodzenia (Yenari i wsp., 2010).
Stanowiacy 10% populacji komoérek dorostego moédzgu mikroglej dziata jako pierwsza linia
obrony podczas procesOw neurodegeneracyjnych poprzez wydzielanie szerokiego spektrum

cytokin i chemokin (Li i wsp., 2020; Ochocka 1 Kaminska 2021; Muzio i wsp., 2021).
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Ztozono$¢ mechanizmoéw immunologicznych mikrogleju opiera si¢ na przyjmowaniu
przez niego odmiennych fenotypéw w zalezno$ci od etapu uszkodzenia hipoksyjno-
ischemicznego. Prozapalny fenotyp ,,M1” zwigzany jest z ameboidalng morfologia komoérek
1 wydzielaniem czynnikow prozapalnych (m.in. TNF-a, IL-1B 1 IL-6), za§ przeciwzapalny
fenotyp ,,M2” zwigzany jest z rozgaleziong morfologia komoérek 1 wydzielaniem czynnikow
przeciwzapalnych (m.in. IL-10, IL-4 i TGF-B) (Taylor i Sansing 2013; Li et al. 2019; Xu et al.
2020). Obecnie przedstawia si¢ dynamiczng koncepcj¢ funkcjonalnych stanéw mikrogleju,
ktora zaktada ze komorki mikrogleju moga zmienia¢ swoje wlasciwosci 1 funkcje w zalezno$ci
od odpowiedzi na natezenie uszkodzenia tkanki, plastycznosci oraz interakcji z innymi
komorkami. Odpowiedz mikrogleju na udar niedokrwienny moézgu mozemy podzieli¢
na 3 fazy: i. faza ostra (pierwsze godziny uszkodzenia), ii. faza podostra (dni i1 tygodnie
po udarze) oraz iii. faza przewlekla (miesigce po udarze). Wedlug danych literaturowych
w trakcie fazy ostrej dochodzi do ekspresji markerow mikrogleju ,,M2” 1 reakcji ochronnej,
ktéra ma na celu usuniecie uszkodzonych komoérek oraz wspomaganie regeneracji tkanki.
Przyjmuje si¢, ze szczyt aktywacji i proliferacji mikrogleju nast¢puje 1-4 dni po udarze mézgu,
a odpowiedz na uszkodzenie obejmuje juz chroniczny stan zapalny przyczyniajac si¢ do dalszej
degeneracji tkanki nerwowej (Yenari 1 wsp., 2010; DeLong 1 wsp., 2022; Fan 1 wsp., 2023).
Dochodzi wéwcezas do przeksztalcenia lokalnie aktywowanego mikrogleju z przeciwzapalnego
fenotypu ,,M2” na prozapalny fenotyp ,,M1” (Mo, Xu i wsp., 2022). Nalezy jednak wspomnie¢,
ze najnowsze badania sugerujg istnienie duzo bardziej skomplikowanych 1 ztozonych
fenotypow mikrogleju (Paolicelli 1 wsp., 2022). Stosowane we wspotczesnej literaturze
naukowej, jak i w obecnej rozprawie doktorskiej pojecie binarnej koncepcji (,M17°/,,M2”)
stanowi uproszczong klasyfikacje, ktora utatwia porownywanie wynikéw prac naukowych
z ostatnich lat (Paolicelli 1 wsp., 2022). Na podstawie badan histologicznych wykonanych
na tkance mozgu pobranej post-mortem od 0s6b dotknietych udarem niedokrwiennym moézgu,
Clausen 1 wsp. (2020) wykazali, ze aktywacja mikrogleju wspotwystepuje z nasilonym stanem
zapalnym 1 zwigkszeniem poziomu prozapalnych mediatorow (TNF-o, IL-1B). Zmiany
te obserwowano w roznych przedziatach czasowych od wystgpienia udaru niedokrwiennego
mozgu, co sugeruje, ze skuteczna terapia powinna skupia¢ si¢ nie tylko na neuroprotekcji,
ale takze na modulacji odpowiedzi immunologicznej mikrogleju wykorzystujac dostepne okno

terapeutyczne.
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Stres oksydacyjny

Powszechnie wiadomo, Ze istnieje silny zwigzek pomigdzy stanem zapalnym, a stresem
oksydacyjnym, tworzacymi spiralg¢ wzajemnych interakcji (Ciancarelli 1 wsp., 2023). Stres
oksydacyjny ma miejsce w sytuacji gdy rownowaga miedzy tworzeniem wolnych rodnikow,
a efektywno$cig systemu antyoksydacyjnego zostaje utracona. Sprzyja to wowczas
uszkodzeniom mitochondriow i DNA, peroksydacji lipidow, oksydacji biatek oraz aktywacji
wielu szlakéw sygnatowych prowadzacych do uszkodzenia bariery krew-moézg (Chamorro
1 wsp., 2016). Stres oksydacyjny jest obecny juz od pierwszych minut udaru, a w polaczeniu
z procesami zapalnymi moze przyczyniac si¢ do nasilenia uszkodzen mézgu podczas reperfuzji
(przywrocenia prawidlowego krazenia), utrzymujac si¢ nawet przez kilka dni po epizodzie
hipoksyjno-ischemicznym (Mollet 1 wsp., 2022). Stres oksydacyjny odgrywa réwniez istotng
role w przebiegu niedotlenienia okotoporodowego, gdzie ze wzgledu na duzg zawartos¢ lipidow
i zelaza w mozgach noworodkow oraz niska aktywno$¢ bariery antyoksydacyjnej, uktad
nerwowy noworodkow jest szczeg6lnie narazony na neurotoksyczno$¢ wywotang reaktywnymi

formami tlenu (Okazaki 1 wsp., 2023).

Zmiany epigenetyczne

Zmiany epigenetyczne to modyfikacje struktury chromatyny, ktére nie wynikajg
ze zmian w sekwencji DNA, lecz z biochemicznych modyfikacji DNA 1 biatek histonowych.
Odpowiadaja one za regulacje ekspresji gendow decydujac, ktore geny ulegaja transkrypcji
w danym momencie (Peixoto i wsp., 2020; Lossi i wsp., 2024). Mechanizmy epigenetyczne
obejmujg metylacje DNA, modyfikacje histonow i aktywnos$¢ niekodujacych RNA. Odgrywaja
one kluczowg role w réznicowaniu i plastycznosci komoérek mézgu, a takze w formowaniu
pofaczen synaptycznych, co jest niezwykle istotne dla utrzymania funkcji poznawczych
w dorostym wieku (Hwang i wsp., 2017). Z uwagi na to, ze zmiany epigenetyczne wplywaja
na wiele aspektow funkcjonowania mozgu, zaburzenie mechanizmoéw epigenetycznych moze
mie¢ zasadniczy wptyw na etiologie 1 progresj¢ chorob neurodegeneracyjnych takich jak udar
mozgu, choroba Alzheimera czy choroba Parkinsona (Ghosh i Saadat i wsp., 2023). Metylacja
DNA polega na przylaczeniu grupy metylowej (-CH3z) do zasad azotowych nukleotydow
przy udziale metylotransferaz DNA (DNMT) prowadzac zazwyczaj do wyciszenia transkrypcji
genow. Ostatnie badania wykazaly, ze udarowi niedokrwiennemu towarzyszy zwickszona

aktywnos¢ DNMT 1 wzrost poziomu globalnej metylacji DNA (Stanzione i wsp., 2020),
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a hamowanie DNMT znaczaco redukuje uszkodzenie mézgu wywotane udarem (Choi 1 wsp.,
2018). Odmienne wyniki dotycza z kolei badan przeprowadzonych na moézgach ptodow
szczura, u ktorych na skutek niedotlenienia matki doszio do obnizenia poziomu globalnej
metylacji DNA (Ducsay 1 wsp., 2018). Innym typem zmian epigenetycznych, ktore w istotny
sposob wplywaja na transkrypcje gendw s3a modyfikacje histonow. Enzymy takie
jak acetylotransferazy histonowe (HAT) Ilub deacetylazy histonowe (HDAC) dodaja
lub usuwaja grupy acetylowe najczes$ciej w obrebie histonéw, co prowadzi odpowiednio
do rozluznienia struktury chromatyny 1 zwigkszonej transkrypcji lub do kondensacji
chromatyny 1 zmniejszonej transkrypcji (Kouzarides, 2007). Roéwnowaga pomiedzy
aktywnoscia HAT oraz HDAC jest istotna dla utrzymania prawidlowej ekspresji gendw,
a zaklocenie tej aktywnosci jest czgste podczas udaru moézgu (Saha i Pahan, 2005). Cho¢
poszczegbdlne podtypy wspomnianych enzyméw mogg by¢ zaangazowane w regulacje
przeciwstawnych  proceséw, obecnie naukowcy skupiaja si¢ na poszukiwaniu
neuroprotekcyjnej strategii opierajacej si¢ na aktywacji HAT i inhibicji HDAC (Uzdensky
i Demyanenko, 2021). Zaleznymi od NAD' enzymami z grupy HDAC s3 sirtuiny,
ktore regulujg szereg proceséw biologicznych zarowno poprzez zmiany epigenetyczne,
jak 1 deacetylacje niehistonowych bialek zwigzanych z metabolizmem i stresem oksydacyjnym
(Khoury 1 wsp., 2018). W warunkach hipoksyjno-ischemicznych sirtuiny posiadaja ztozona
role, poniewaz niektore, jak SIRT1, promuja neuroprotekcje, podczas gdy inne, takie jak SIRT2
przyczyniaja si¢ do poglebienia uszkodzenia mézgu (Wu i wsp., 2022). Obiecujacy potencjat
w rozwoju nowych terapii skierowanych na leczenie udaru niedokrwiennego mozgu
oraz niedotlenienia okotoporodowego maja rowniez mikroRNA (miRNA), czyli niekodujace
czasteczki RNA, ktore posttranskrypcyjnie reguluja (najcze$ciej hamuja) ekspresje gendéw
poprzez degradacj¢ docelowych mRNA, co w konsekwencji uniemozliwia ich translacje
(Bartel, 2004; Li i wsp., 2023). Dane literaturowe donosza, ze zmiany ekspresji miR-9-5p, miR-
21-5p, miR-29, miR-132-3p, miR-124-3p, miR-146a-5p, miR-155-5p 1 miR-223-3p
sg obserwowane w przebiegu choréb neurodegeneracyjnych (Juzwik i wsp., 2019).
Obiecujagcym biomarkerem udaru niedokrwiennego mozgu, o duzym potencjale
do wykorzystania w diagnostyce tej choroby, jest miR-124-3p, ktérego poziom rosnie
w surowicy pacjentow z udarem niedokrwiennym, co koreluje ze stopniem uszkodzenia mozgu
(Ji, Ji 1 wsp., 2016; Liu, Feng 1 wsp., 2019). Z kolei, dzicki wykorzystaniu mysiego modelu
fototrombozy udowodniono, ze podawanie do tkanki moézgowej zmodyfikowanych egzosomow
zawierajacych miR-124 zmniejsza uszkodzenie moézgu poprzez promowanie neurogenezy

(Yang 1 wsp., 2017). Biorgc pod uwage wszystkie wspomniane dane literaturowe, terapie
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epigenetyczne oparte na kontrolowaniu poziomu metylacji DNA i aktywnos$ci miRNA, a takze
modyfikacji histondéw, oferuja mozliwos¢ regulacji ekspresji gendw, co moze stanowic
podstawe przysztych zastosowan klinicznych w leczeniu uszkodzen moézgu wywolanych

niedotlenieniem 1 niedokrwieniem.

Badania kliniczne z uzyciem nowych metod leczenia niedotlenienia i niedokrwienia mozgu

Zrozumienie wzajemnych interakcji i ztozonosci proceso6w zachodzacych w komorkach
z deficytem tlenu i/lub glukozy jest kluczowe dla opracowania skutecznych terapii
dla pacjentow cierpigcych na udar niedokrwienny mézgu czy niedotlenienie okotoporodowe.
Obecne wysitki naukowcow 1 klinicystow skupiaja si¢ na poszukiwaniu wielozadaniowych
lekéw przeciwko udarowi moézgu. Wsérod nich jest 3K34-APC (USA, III faza badan
klinicznych), ktéry hamuje apoptoze i1 stan zapalny; neu2000 (Korea, III faza badan
klinicznych) hamujacy ekscytotoksyczno$¢ i stres oksydacyjny; edarawon i dexborneol (Chiny,
III faza badan klinicznych; edarawon zatwierdzony do leczenia udaru w Japonii) hamujacy
stres oksydacyjny 1 stan zapalny; cerebrolysin (Polska, II faza badan klinicznych) hamujacy
ekscytotoksyczno$¢, apoptoze, stres oksydacyjny 1 stan zapalny, a ponadto wykazujacy
wlasciwos$ci neurotroficzne (Muresanu i wsp., 2019; Haupt i wsp., 2023). W najnowszych
badaniach klinicznych nad leczeniem perinatalnej asfiksji stosuje si¢ wielokierunkowe
podejscie terapeutyczne, ktore obejmuje: allopurynol (redukuje stres oksydacyjny i apoptoze),
melatoning (hamuje ekscytotoksyczno$¢, apoptoze, stres oksydacyjny i1 zapalenie) oraz
sovateltyd (hamuje uszkodzenia oksydacyjne i stymuluje neurogeneze) (Ranjan i Gulati, 2023;
Pluta 1 wsp., 2023; Engel i wsp., 2024). Biorac pod uwage niezwykle skomplikowang
patofizjologie udaru mézgu i niedotlenienia okoloporodowego, przyszta terapia powinna nie
tylko by¢ bezpieczna, tatwa w stosowaniu i1 dobrze tolerowana przez pacjentow, ale takze
powinna posiada¢ unikalne cechy stwarzajace mozliwo$¢ wszechstronnego oddzialywania na

poszczegblne etapy choroby oraz mechanizmy jej powstawania.

Charakterystyka oraz neuroprotekcyjny potencjal receptora aktywowanego

przez proliferatory peroksysomow typu gamma (PPARY)

PPARYy jest czynnikiem transkrypcyjnym, ktéry podobnie jak PPARa i PPARP/S, nalezy
do nadrodziny receptorow jadrowych. Gléwnag funkcjg receptora PPARY jest regulacja

transportu 1 przemiany kwasoéw thuszczowych oraz kontrolowanie metabolizmu glukozy
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1 wrazliwosci na insuling. Inng rolg receptora PPARYy jest utrzymanie homeostazy wielu
procesow komorkowych, takich jak proliferacja i roznicowanie komorek, produkcja czynnikow
troficznych oraz réwnowaga oksydacyjno-redukcyjna (Marion-Letellier i wsp., 2016; Cai
1wsp., 2018). PPARy wykazuje wysoka ekspresje w tkance tluszczowej, watrobie, jelicie
grubym, sercu, komorkach nablonkowych i miesniach szkieletowych. Swiadczy
to o fundamentalnej roli receptora PPARy w procesach fizjologicznych. Dodatkowo PPARy
jestistotny dla funkcjonowania komorek uktadu immunologicznego w tym monocytow,
makrofagow, komoérek dendrytycznych oraz limfocytow T, petniagc wazng role w modulacji
odpowiedzi immunologicznej (Hernandez-Quiles 1 wsp., 2021). W moézgu, PPARy wystepuje
gléwnie w korze przedczotowej, jadrze potlezacym, ciele migdatowatym czy brzusznym polu
nakrywki, przy czym ulega ekspresji przede wszystkim w neuronach, a w zdecydowanie
mniejszym stopniu w astrocytach i1 mikrogleju. Ponadto udowodniono, ze lokalizacja
komorkowa PPARy w modzgu jest $cisle regulowana i1 zalezna od stanu funkcjonalnego
mikrogleju. Wykazano, ze w stanie spoczynku mikrogleju PPARy kolokalizuje z neuronami
1 astrocytami, natomiast po dootrzewnowym podaniu lipopolisacharydu (LPS), ktéry wywotuje
stan zapalny, receptor ten kolokalizuje rowniez z komérkami mikrogleju (Warden i wsp., 2016).

Ligandami receptora PPARY sg endogenne zwigzki powstajace w wyniku procesow
metabolicznych  kwasow  tluszczowych lub  egzogenne substancje syntetyczne,
ktérych selektywno$¢ zalezy od stezenia liganda, typu komorki oraz poziomu ekspres;ji
receptora. Do endogennych ligandow PPARY mozemy zaliczy¢ nienasycone kwasy ttuszczowe,
a takze produkty przemian tych kwasow tj. metabolity kwasu linolowego (13-HODE 1 9-
HODE), metabolit kwasu arachidonowego (15-HETE) oraz metabolit prostaglandyn (15d-
PGJ2). Najlepiej poznanymi agonistami receptora PPARYy s3 egzogenne substancje syntetyczne
m.in. tiazolidinediony (TZD), a przedstawicielami tej grupy sg troglitazon, rozyglitazon
oraz pioglitazon, znane ze swoich wiasciwosci farmakologicznych w leczeniu chorob
metabolicznych (Grygiel-Gorniak 2014). Partnerem PPARy w regulacji ekspresji gendow
jest najczesciej receptor retinoidowy X (RXR), ktory tatwo asocjuje z PPARYy, tworzac
heterodimery nawet przy braku ligandu (Rys. 2; Feige 1 wsp., 2005). Mimo iz heterodimer
PPARY/RXR moze by¢ obecny w jadrze komoérkowym 1 zwigzany z sekwencjag DNA,
przy braku ligandow faworyzowana jest jego stabilna interakcja z Kkorepresorami
takimi jak np. NCoR lub SMRT, ktére dodatkowo wiaza deacetylazy histonowe kondensujace
chromatyne i hamujace w ten sposob ekspresje genow. Po zwigzaniu ligandu, konformacja
kompleksu PPARY/RXR ulega zmianie, nast¢puje uwolnienie korepresorow oraz przytaczenie

koaktywatoréw takich jak np. SRCI1, CBP lub PGCla. Woéwczas najczesciej dochodzi
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do acetylacji histonéw oraz dekondensacji struktury chromatyny, co skutkuje aktywacja
transkrypcji i ekspresja genéw (Hernandez-Quiles 1 wsp., 2021). Heterodimer PPARY/RXR
przytacza si¢ do elementow odpowiedzi (PPRE) znajdujacych si¢ w regionie promotoréw
genow docelowych PPARY. Jednakze analiza profili wigzania genomowego PPARYy sugeruje,
ze receptor ten moze takze wigzac si¢ z wieloma miejscami znajdujgcymi si¢ w duzej odlegtosci
od rejonu promotora, co jest silnie zalezne od typu komoérki, a nawet jej anatomicznego
polozenia (Lefterova i wsp., 2010; Madsen 1 wsp., 2014). Ponadto, oprécz konwencjonalnego
mechanizmu regulujagcego ekspresje gendéw, PPARy moze niezaleznie od RXR
1 bez koniecznosci wigzania si¢ z DNA hamowa¢ prozapalne szlaki zalezne m.in. od NF-xB
1AP-1 w komorkach uktadu odpornosciowego. Mechanizm ten polega na hamowaniu
degradacji proteasomalnej korepresora przez monomeryczny PPARy zwigzany z ligandem,
w wyniku czego dochodzi do wyciszenia ekspresji czynnikow takich jak IL-8, MMP12 1 iNOS
(Pascual 1 wsp., 2005; Ricote i Glass, 2007).
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Rys. 2 - Rola PPARy w regulacji ekspresji genow zwigzanych 7 metabolizmem, proliferacjg,

plastycznosciqg neuronalng i przebiegiem stanow zapalnych. Schemat wykonano przy uzyciu

oprogramowania BioRender.com.
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PPARY, jako gtowny regulator rownowagi metabolicznej bezposrednio wptywa na geny
zaangazowane w homeostaze glukozy, zwigkszajac migdzy innymi ekspresj¢ transportera
glukozy GLUT4 oraz odpowiadajac za poziom czynnikow wydzielanych z tkanki ttuszczowej
takich jak adiponektyna, leptyna, czy czynnik martwicy nowotworéw TNF-a (Ahmadian i wsp.,
2013). Oprocz znaczacego zaangazowania PPARy w regulacje metabolizmu energetycznego,
w uktadzie nerwowym receptor ten odpowiada za kontrolowanie szlakow transkrypcyjnych
zwigzanych z plastyczno$cig neuronalng (Wnt/B-katenina), odpowiedzig na stres oksydacyjny
(NRF2) i stan zapalny (NF-kB, JAK-STAT) (Kvandova i Dovinova, 2017; Khera i wsp., 2022).
W zwigzku z szerokim zakresem oddziatywania receptora PPARy na mozg, obecnie
prowadzone sg liczne badania przedkliniczne i kliniczne, majace na celu oceng skutecznosci
i bezpieczenstwa agonistow PPARy w leczeniu chordob neurodegeneracyjnych,
takich jak choroba Alzheimera czy choroba Parkinsona. Mimo iz pelny agonista
PPARYy - pioglitazon - chroni uktad nerwowy szczura przed indukowang przez 6-OHDA
neurodegeneracja dopaminergiczng zmniejszajac aktywacj¢ mikrogleju 1 hamujac szlak
transkrypcyjny NF-xB (Machado i wsp., 2019), to jednak w badaniach klinicznych pioglitazon
nie hamuje postgpu wczesnej choroby Parkinsona. Rozyglitazon znaczgco zmniejszat poziom
markerOw neuropatologicznych w mysim transgenicznym modelu choroby Alzheimera
tj. agregacje i oligomeryzacj¢ AP, aktywacje astrocytow i mikrogleju poprzez aktywacje szlaku
Wnt/B-katenina oraz polepszal pamig¢ przestrzenng (Toledo i Intestrosa, 2010), ale w badaniach
klinicznych nad chorobg Alzheimera nie odnidst sukcesu, gtownie poprzez stabg penetracje
mozgu 1 niskie bezpieczenstwo stosowania (Gold 1 wsp., 2010). Badania kliniczne z uzyciem
agonistow PPARYy wciaz sa kontynuowane, jednak z powodu niepowodzen i ryzyka powaznych
skutkow ubocznych badacze kieruja swoja uwage na nowe generacje ligandéw receptora
PPARYy tj. niekanoniczne ligandy receptora PPARy oraz selektywne modulatory PPARy
(SPPARYM).

Selektywna modulacja PPARY przez amorfrutyn¢ B jako nowa propozycja terapeutyczna

wobec uszkodzen hipoksyjno-ischemicznych

Liczne badania dowodza, Ze istnieje silna zalezno$¢ miedzy obecno$cig zaburzen
metabolicznych, a ryzykiem wystapienia udaru niedokrwiennego mozgu (Air i wsp., 2007;
Maida i wsp., 2022; Wang i Chen, 2023). Udowodniono, ze cukrzyca znaczaco zwigksza ryzyko
wystgpienia udaru niedokrwiennego moézgu 1 jest czestym wspotistniejagcym schorzeniem

upacjentow z udarem. Dodatkowo, hiperglikemia wykazuje wyrazne powigzanie
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ze zwigkszeniem ryzyka powiklan po przebytym udarze médzgu (Sarwar i wsp., 2010; Lau
i wsp., 2019). Odnoszac si¢ do informacji dotyczacych funkcji receptora PPARY, elementem
towarzyszacym cukrzycy typu 2 oraz zaburzeniom gospodarki lipidowej jest zmniejszenie
ekspresji PPARy w tkance tluszczowej, mig¢sniowej lub watrobie (Choi i wsp., 2014).
Co wigcej, udowodniono ze myszy z nokautem Pparg specyficznym dla neuronow
doswiadczaja wigkszych uszkodzen moézgu w modelu zamknigcia S$rodkowej tetnicy
moézgowej, MCAO (Zhao 1 wsp., 2009). Badania te podkreslaja istotne znaczenie modulacji
PPARY jako potencjalnego punktu uchwytu nowych lekow, ktore moga by¢ stosowane nie tylko
w leczeniu cukrzycy typu 2, ale takze w terapii zaburzen wynikajacych z niedotlenienia
lub niedokrwienia mézgu. Terapie oparte na tej zalezno$ci moga zatem oferowa¢ kompleksowe
korzy$ci zdrowotne, jednocze$nie redukujac hiperglikemig, chronigc przed hiperlipidemia
1 miazdzyca (wysokie czynniki ryzyka wystgpienia niedotlenienia i niedokrwienia moézgu),
a jednoczes$nie dziatajac neuroprotekcyjnie (Liu 1 Wang., 2019). Metaanaliza badan
eksperymentalnych wykazata, Zze podawanie rozyglitazonu lub pioglitazonu gryzoniom
poddanym niedokrwieniu mézgu tagodzi skutki uszkodzenia osrodkowego uktadu nerwowego
poprzez zmniejszanie obszaru objetego niedokrwieniem i poprawe funkcji neurologicznych
(White 1 Murphy 2010). W badaniach klinicznych stosowanie pioglitazonu u pacjentow
z cukrzyca typu 2 zmniejsza ryzyko wystgpienia udaru niedokrwiennego mozgu. Jednak
stosowanie tego leku przeciwcukrzycowego stanowilo ryzyko wystapienia powaznych skutkow
ubocznych tj. zaburzen struktury kosci, obrzeku konczyn oraz dusznosci (Kernan i wsp., 2016;
Hung 1 wsp., 2020). Z biegiem czasu zacz¢to kwestionowac bezpieczenstwo wykorzystywania
TZD; troglitazon zostal wycofany z rynku farmaceutycznego z powodu wywolywania
hepatotoksycznosci (Yokoi 2009), stosowanie rozyglitazonu wigzalo si¢ ze zwigkszonym
ryzykiem niewydolnosci serca (Cheng i wsp., 2018), za$§ stosowanie pioglitazonu zwigkszato
ryzyko wystapienia raka pecherza moczowego (Tang 1 wsp., 2018). Z tego wzgledu, czgsé
ze wspomnianych lekéw zostala wycofana z rynku farmaceutycznego, a obecne wysitki
naukowcow skupiajg si¢ na poszukiwaniu innowacyjnych i niekonwencjonalnych alternatyw
dla TZD.

Poszukiwanie nieznanych wcze$niej substancji selektywnie modulujgcych receptor
PPARYy ma na celu opracowanie nowej klasy wysoce ukierunkowanych lekow, ktére zachowaja
przeciwcukrzycowa skuteczno$¢ TZD, ale jednoczesnie nie beda wywolywaé typowych
dla nich dziatan niepozadanych (Ahmadian i wsp., 2013). SPPARYM aktywuja receptor
poprzez modulacje interakcji PPARy z czynnikami aktywujacymi (koaktywatorami)

lub hamujacymi  (korepresorami) transkrypcje genow, w wyniku czego dochodzi
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do specyficznych efektow w okreslonych tkankach. W zaleznosci od struktury chemicznej
ligandu, dana substancja przytacza si¢ do kieszeni wigzacej receptora i w specyficzny sposob
indukuje zmian¢ konformacyjna PPARy, wywotujac w ten sposob selektywne wigzanie
kofaktorow 1 jedynie czesciowg odpowiedz transkrypcyjng w postaci ekspresji docelowych
genow (Balint 1 Nagy 2006). SPPARYM mogg wspotdzieli¢ kofaktory wraz z agonistami
lub antagonistami, co skutkuje zbieznymi odpowiedziami biologicznymi w danej tkance.
Substancje z tej grupy moga takze wykazywacé unikalny profil wigzania receptor-kofaktor,
co prowadzi do specyficznej i charakterystycznej dla danej substancji odpowiedzi biologicznej
(Rys. 3). Czesciowa odpowiedz transkrypcyjna moze przyczynia¢ si¢ do unikniecia
charakterystycznych dla petnej aktywacji receptora dzialan niepozadanych, podczas gdy petna
aktywacja receptora wigze si¢ z powaznymi skutkami ubocznymi agonistow. Zatem profil
dziatania ligandu zalezy od rodzaju zmian w konformacji receptora jakie wywotuje, a takze

dostgpnosci koaktywatorow i korepresoréw w danej tkance (Yew i wsp., 2012).
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Rys. 3 - Porownanie zakresu odpowiedzi komorkowej wywolanej przez podanie selektywnego
modulatora receptora PPARy. Schemat wykonano przy uzyciu oprogramowania

BioRender.com.

Ciekawym kandydatem do badan eksperymentalnych jest amorfrutyna B (kwas 3-(3,7-
dimetylooktylo)-2-hydroksy-4-metoksy-6-(2-fenyloetylo)benzoesowy) bedaca SPPARyM

wyizolowanym z Amorpha fruticosa (amorfa krzewiasta), rosliny pochodzacej z Ameryki

18



Poénocnej, a w Europie odnotowanej jako gatunek inwazyjny (Rys. 4). Wyekstrahowana
z jej owocoéw amorfrutyna B nalezy do grupy zwigzkéw polifenoli, a coraz wigcej danych
literaturowych wskazuje na przeciwcukrzycowy 1 przeciwzapalny potencjal dziatania
tej substancji (Chen 1 wsp., 2015; Kozuharova 1 wsp., 2017). Badania in vitro oraz in vivo
wykazaty, ze amorfrutyna B selektywnie aktywuje receptor PPARy 1 ekspresje podzbioru
gendw zwigzanych z metabolizmem glukozy/lipidéw oraz stanem zapalnym, unikajac
przy tym skutkéw ubocznych typowych dla TZD (Chen i wsp., 2018). Na podstawie
charakterystyki parametru EC50, czyli wskaznika okres$lajacego stezenie substancji potrzebne
do osiagnigcia 50% maksymalnej odpowiedzi biologicznej, udowodniono ze sposrod
wszystkich podtypow receptora PPAR, PPARY jest najlatwiej aktywowany przez amorfutyne
B, nawet przy niskich stezeniach substancji (K;= 0,02 uM) (Lavecchia i Di Giovanni, 2015).
Ponadto, poréwnujgc amorfrutyn¢ B z innymi substancjami z tej grupy, jest to najbardziej
efektywna czasteczka wigzaca si¢ z PPARY, ze wzgledu na obecno$¢ w swojej budowie grupy
karboksylowej oraz hydrofobowego tancucha bocznego (de Groot i wsp., 2013). W mysich
modelach otylosci i cukrzycy podawanie amorfrutyny B w dawce 100 mg/kg przeciwdziatato
stluszczeniu watroby oraz zwigkszato wrazliwos¢ na insuling poprzez selektywnag aktywacje
PPARy, nie powodujac jednocze$nie skutkow ubocznych typowych dla TZD,
takich jak retencja ptynow, przyrost masy ciala czy problemy kostne (Weidner i wsp., 2012;
Weidner 1 wsp., 2013). Co wigcej, amorfrutyna B wykazuje szeroki zakres innych efektow
biologicznych, w tym wtasciwosci przeciwbakteryjne i przeciwzapalne (Fuhr i wsp., 2015;
Liu S. 1 wsp., 2018; Xu i wsp., 2018). Mimo obiecujacych danych zwigzanych z potencjalnym
wykorzystaniem amorfrutyny B w leczeniu chor6b metabolicznych, amorfrutyna B nie byta
dotychczas badana w kontek$cie efektow neuroprotekcyjnych w modelach neurodegeneracji,
w tym w modelach udaru niedokrwiennego moézgu czy niedotlenienia okotoporodowego.
Unikalne wtasciwos$ci oraz korzystny profil farmakologiczny SPPARYM otwieraja nowe
perspektywy dla zastosowania tych ligandow w leczeniu uszkodzen hipoksyjno-ischemicznych
mozgu, a takze dla projektowania innowacyjnych lekéw skierowanych na szlak sygnatowy

zwiazany z receptorem PPARY.
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Selektywna modulacja

HzCO

Amorpha fruticosa Amorfrutyna B

Rys. 4 - Wzor strukturalny amorfrutyny B. Schemat wykonano przy uzyciu oprogramowan

BioRender.com i DALLE.
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HIPOTEZA BADAWCZA

Podstawowa hipoteza badawcza zaklada, zZe:

Amorfrutyna B chroni komorki nerwowe myszy przed uszkodzeniem wywotanym
hipoksja oraz ischemig poprzez zahamowanie stresu oksydacyjnego i zmian¢ statusu
epigenetycznego neurondw, przy udziale $ciezki sygnatowej angazujacej receptor
PPARy.

Mechanizm neuroprotekcyjnego dzialania amorfrutyny B obejmuje hamowanie
apoptozy i autofagii oraz regulacje profilu ekspresji szeregu miRNA.

Amorfrutyna B hamuje wywotang hipoksja oraz ischemig aktywacje komorek
ludzkiego mikrogleju, gtownie poprzez wyciszenie proceséw zapalnych, hamowanie

potencjatu proliferacyjnego 1 ustabilizowanie aktywnos$ci metabolicznej komorek.

21



CEL BADAN

Udar niedokrwienny mozgu oraz niedotlenienie okotoporodowe sa jednymi z gtéwnych
czynnikdéw prowadzacych do zgonow na §wiecie, stanowigc powazne wyzwanie dla medycyny
1 nauk pokrewnych. Dostepne terapie, w tym farmakoterapie udaru niedokrwiennego mézgu
i niedotlenienia okotoporodowego maja szereg ograniczen zwigzanych zwlaszcza z waskim
oknem terapeutycznym i wystepowaniem powaznych skutkéw ubocznych. Konieczne
jest zatem znalezienie leku o szerokim oknie terapeutycznym oraz zminimalizowanych
skutkach ubocznych. Dysfunkcje metaboliczne, w tym cukrzyca, zwigkszaja ryzyko
wystapienia epizodow hipoksyjno-ischemicznych. Z tego wzgledu mozna przypuszczac,
ze oddzialywanie na szlak sygnatowy receptora PPARY, o ktorym wiadomo, Ze reguluje szlaki
metaboliczne m.in. w tkance tluszczowej, watrobie 1 mig$niach szkieletowych, a rownoczesnie
posredniczy w neuroprotekcji, moze by¢ punktem wyjscia do opracowania nowych narzedzi
farmakologicznych stuzacych leczeniu udaru moézgu i asfiksji okotoporodowej. Szczegdlng
uwage zwracaja substancje z grupy SPPARYM, ktére w odrdznieniu od klasycznych agonistow
receptora, oddziatuja na szlak sygnatlowy PPARy wywolujac czgSciowa odpowiedz
transkrypcyjng, tym samym minimalizujac dziatania niepozadane obecne przy petnej aktywacji
receptora. Poprzez unikalne polaczenie wiasciwosci SPPARYM, wysokiego powinowactwa
do receptora oraz profilu farmakologicznego pozbawionego skutkéw ubocznych,
amorfrutyna B moze by¢ obiecujaca substancjg do opracowania przyszlych terapii chorob
neurodegeneracyjnych. Badanie molekularnych mechanizméw za posrednictwem ktorych
amorfrutyna B reguluje procesy zwigzane z uszkodzeniem hipoksyjnym i ischemicznym
oraz ksztattuje fenotyp mikrogleju, moze przyczyni¢ si¢ do opracowania nowej terapii udaru
niedokrwiennego mozgu i1 niedotlenienia okotoporodowego. Z tego wzgledu badania

przedstawione w obecnej rozprawie doktorskiej mialy na celu:

I.  Opracowanie komérkowych modeli niedotlenienia i niedokrwienia mézgu.
II.  Okreslenie neuroprotekcyjnych wlasciwosci amorfrutyny B oraz zaangazowania szlaku
sygnalowego PPARY w jej dziatanie w neuronach poddanych hipoksji oraz ischemii.
III.  Identyfikacj¢ molekularnych mechanizméw dzialania amorfrutyny B w kontekscie
stresu oksydacyjnego, procesow apoptozy i autofagii oraz statusu epigenetycznego
mysich neuronow.
IV.  Okreslenie wptywu amorfrutyny B na wywotang hipoksja/ischemig aktywacj¢ komorek

ludzkiego mikrogleju.
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Schematy wykonano przy uzyciu oprogramowania BioRender.com.
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BADANIA STANOWIACE OPISOWA CZESC ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

W opisowej sekcji mojej rozprawy doktorskiej przedstawiam tylko czes¢ wynikow z publikacji,
w ktorej pelie role jednego z dwodch pierwszych autoréw o takim samym wktadzie

w powstanie publikacji:

Wnuk A*, Przepiorska K*, Pietrzak BA, Kajta M. Post-Treatment with Amorfrutin B Evokes

PPARy-Mediated Neuroprotection against Hypoxia and Ischemia. Biomedicines. 2021 Jul
21;9(8):854. doi: 10.3390/biomedicines9080854.

*Pierwsi autorzy o rownorz¢ednym wkladzie w powstanie publikacji

Czes¢ wynikdw z powyzszej publikacji (Fig. 1, 2, 4 1 9) zostata wykorzystana w dziele

habilitacyjnym dr hab. Agnieszki Wnuk.

Pozostale wyniki wymienionej publikacji (Fig. 3, 5, 6, 7, 8 1 10) zostaty wlaczone do niniejsze;j

rozprawy doktorskie;j.
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METODYKA ZASTOSOWANA W BADANIACH WLACZONYCH DO OPISOWEJ
CZESCI ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

1. Pierwotne hodowle komorek nerwowych

Pierwotna hodowla neurondéw zostala uzyskana z kory mozgowej pobranej z 15-dniowych
ptodow myszy szczepu Swiss Albino CD-1 (Charles River, Niemcy). Wyizolowana tkanka
zostata mechanicznie rozdrobniona oraz enzymatycznie zdysocjowana przy uzyciu 0,1%
roztworu trypsyny. Zawiesina komodrek byla inkubowana przez 15 minut w 37°C
az do momentu zneutralizowania dziatania trypsyny poprzez dodanie 10% roztworu ptodowej
surowicy bydlecej (Sigma-Aldrich, USA). Po wirowaniu w warunkach 1500 x g przez 5 minut,
uzyskany pelet zostal zawieszony w pozywce hodowlanej, a komoérki zostaty policzone przy
uzyciu automatycznego licznika EVE™ Plus (NanoEnTek, Korea Potudniowa). Komorki
zostaly wysiane w standardowej pozywce hodowlanej (Gibco, USA) suplementowanej
antybiotykiem (penicylina i streptomycyna), L-glutaming (Sigma-Aldrich, USA) oraz B27
(Gibco, USA) w gestosci ~2.0 x 10° na ptytkach wielodotkowych pokrytych roztworem poli-L-
ornityny (0,01 mg/ml; Sigma-Aldrich, USA). Kultury komoérkowe byly hodowane w
inkubatorze (New Brunswick Scientific, USA) przez 7 dni w 37°C, przy duzej wilgotnosci
(95 — 97% RH) oraz 5% zawartosci CO..

2. Komorkowe modele niedotlenienia i niedokrwienia mézgu

1.  Eksperymentalny model niedotlenienia mozgu (hipoksja)

W 7 dniu prowadzenia kultur komérkowych pozywka hodowlana zostala wymieniona
na standardowe medium (Gibco, USA), a komorki nerwowe poddane hipoksji
poprzez ich umieszczenie w komorze hipoksyjnej (Billups-Rothenberg, Inc., USA) znajdujacej
si¢ w inkubatorze (95% Nz, 5% COz) na 6 godzin. Poziom Oz w komorze hipoksyjnej
zmierzony z wykorzystaniem analizatora tlenu (Greisinger, Niemcy) osiggnat wartos¢ bliska
zeru. Po 6 godzinach pozywka hodowlana zostala ponownie wymieniona na standardowe
medium, a na czas 18-godzinnej reoksygenacji polegajacej na przywrdceniu dostgpu do tlenu,
komorki znajdowaly si¢ w inkubatorze przy zachowaniu 37°C otoczenia oraz 5% zawartosci

CO..
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1.  Eksperymentalny model niedokrwienia mozgu (ischemia)

W 7 dniu prowadzenia kultur komorkowych, komoérki nerwowe zostaly poddane ischemii
polegajacej na pozbawieniu komorek dostepu do glukozy i tlenu, poprzez zmiang pozywki
hodowlanej na medium bez glukozy (Gibco, USA) oraz umieszczeniu kultur komoérkowych
w komorze hipoksyjnej znajdujacej si¢ w inkubatorze (95% N2, 5% CO2) na 6 godzin. Poziom
O2 bliski zeru zostal potwierdzony przy uzyciu analizatora tlenu. Po 6 godzinach pozywka
hodowlana zostata wymieniona na standardowe medium zawierajace glukoze, a podczas 18-
godzinnej reoksygenacji komorki znajdowaty si¢ w inkubatorze przy zachowaniu 37°C 1 5%

zawartosci CO».

3. Podanie amorfrutyny B komorkom nerwowym

W  trakcie eksperymentu grup¢ kontrolng stanowily komorki poddane dziataniu
rozpuszczalnika testowanej substancji tj. dimetylosulfotlenku (DMSO; Sigma-Aldrich, USA)
o koncowym stezeniu 0,1%, natomiast grupe badawcza stanowily komorki traktowane
amorfrutyng B (Sigma-Aldrich, USA). Badane substancje bytly podawane po 6 godzinach
hipoksji lub ischemii (tzw. paradygmat pourazowy; post-treatment), na poczatku procesu
reoksygenacji/przywrocenia dostepu do glukozy. Wyniki przedstawione w opisowej czegsci
rozprawy doktorskiej odnoszg si¢ do efektéw dziatania amorfrutyny B uzytej w stezeniu 5 uM
(z wyjatkiem eksperymentu z wykorzystaniem siRNA, gdzie amorfrutyna B byta rowniez uzyta
w stezeniu 1 uM). Podane st¢zenie wywolywato najsilniejszy efekt neuroprotekcyjny oraz
zostalo wybrane na podstawie porownania efektow dzialania réznych st¢zen amorfrutyny B
opisanego w publikacji Wnuk, Przepiorska i wsp., 2021. Dla wszystkich eksperymentow
zostal zastosowany paradygmat post-treatment, poniewaz odzwierciedla on lepiej aspekty

kliniczne z uwzglednieniem przyj¢tego obecnie okna terapeutycznego.

4. Ocena poziomu dehydrogenazy mleczanowej (LDH)

Dehydrogenaza mleczanowa jest enzymem zaangazowanym w produkcje energii w organizmie
1 jednoczes$nie wskaznikiem uszkodzenia komorek. Wykorzystana w obecnym badaniu metoda
kolorymetryczna z uzyciem LDH Cytotoxicity Detection Kit (Roche, Szwajcaria) polegata
na konwersji mleczanu do pirogronianu pod wplywem LDH, a nast¢pnie redukcji soli

tetrazolowych do soli formazanowych. Po 30-minutowej inkubacji nadsagczu komérkowego
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z reagentem, intensywnos$¢ czerwonego koloru wywotanego obecnoscig soli formazanowych
zostala zmierzona przy dlugosci fali 490 nm za pomoca czytnika mikroptytek Infinite M200pro
(Tecan, Szwajcaria). W stosowanym tescie, poziom absorbancji jest proporcjonalny do stopnia

uszkodzenia komorek. Wyniki przedstawiono jako procent kontroli + SEM.

5. Pomiar ilosci reaktywnych form tlenu (ROS)

Poziom nadtlenku wodoru (H202) w komoérkach nerwowych narazonych na hipoksje/ischemig
oraz dzialanie amorfrutyny B zostat zmierzony metodg luminescencyjng z uzyciem ROS-Glo™
H:0: Assay (Promega, USA). Dodanie substratu do materiatu badawczego zawierajacego H>O»
spowodowato powstanie prekursora lucyferyny, ktéry nastgpnie zostat przeksztatcony
przez reagent detekcyjny ROS-Glo™ do lucyferyny. Na skutek utlenienia lucyferyny doszto
do luminescencji 1 emisji sygnatu $wietlnego, proporcjonalnego do ilosci H>O, w probee.
Bioluminescencj¢ zmierzono po 20 minutach przy pomocy luminometru GloMax Navigator

(Promega, USA), a uzyskane wyniki zostaty przedstawione jako procent kontroli + SEM.

6. Okreslenie stopnia uszkodzenia oksydacyjnego DNA/RNA

Oznaczenie poziomu 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyny (8-OHdG) przy pomocy zestawu
ELISA DNA/RNA Oxidative Damage Kit (Cayman Chemical, USA) pozwolito wykry¢
oksydacyjne uszkodzenia DNA/RNA w komodrkach poddanych hipoksji/ischemii
oraz traktowanych amorfrutyng B. Wykonany test immunologiczny polegal na powstaniu
kompleksu 8-OHdG-przeciwciato-znacznik, a nastgpnie dodaniu reagentu Ellmana. W wyniku
reakcji enzymatycznej otrzymano produkt o zottej barwie, ktorego absorbancje okreslono
po 2 godzinach inkubacji, przy dtugosci fali 412 nm z uzyciem czytnika mikroptytek Infinite
M200pro. Intensywnos$¢ zabarwienia byta odwrotnie proporcjonalna do poziomu wolnego 8-

OHJG, a wyniki zostaly przedstawione jako ilo§¢ 8-OHdG + SEM.

7. Wyciszenie genu kodujacego Pparg przy pomocy specyficznego siRNA

W celu wyciszenia genu Pparg zastosowano specyficzne siRNA blokujace ekspresje genu
na poziomie mRNA. Dzien przed eksperymentem reagent zawierajacy pozywke
bez antybiotyku, 50 nM siRNA (Santa Cruz Biotechnology Inc., USA) oraz INTERFERIn

(nos$nik siRNA; PolyPlus Transfection, Francja) zostat podany komoérkom nerwowym
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na 7 godzin. Po transfekcji pozywka zostala zastgpiona standardowym medium, a kultury
komorek inkubowano do nastgpnego dnia doswiadczenia. Jako kontrol¢ negatywna
zastosowano siRNA (tzw. negative siRNA; Qiagen, Niemcy) nieckomplementarne do zadne;j
znanej sekwencji mRNA w komorce, a wigc niewywotujace degradacji mRNA. Ze wzgledu
na mozliwos$¢ niespecyficznego wplywania siRNA na przezycie komorek, wykorzystano
zarowno 1 oraz 5 uM amorfrutyn¢ B w celu dodatkowego potwierdzenia swoistego dzialania

wyciszenia genu.

8. Analiza qPCR mRNA specyficznych dla genow kodujacych Hifla, Pparg, Pgcla
oraz Adipoq

Calkowite RNA zostalo wyizolowane i oczyszczone metoda kolumienkowa przy uzyciu
zestawu RNeasy Mini Kit (Qiagen, Niemcy). Spektrofotometryczny pomiar ilosci 1 czystosci
RNA przeprowadzono na podstawie pomiaru gestosci optycznej przy dlugosci fali 260 nm
i okreslenia stosunku gestosci optycznej przy dlugosciach fal 260/280 nm. Pierwszy etap
reakcji qPCR obejmowat odwrotng transkrypcje RNA z uzyciem High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific, USA), a powstata matryca cDNA wykorzystana
zostala w drugim etapie do amplifikacji na drodze reakcji PCR. Mieszanina reakcyjna do PCR
zawierala odpowiednio 1 pl cDNA, 10 pl FastStart Universal Probe Master (Roche,
Szwajcaria), 8 ul wody wolnej od RNaz oraz 1 pl fluorescencyjnej sondy typu TagMan
(swoistej dla Hifla, Pparg, Pgcla oraz Adipoq; Thermo Fisher Scientific, USA). Warunki
reakcji PCR obejmowaty standardowe parametry termiczne przewidziane przez producenta:
2 minuty w 50°C 1 10 minut w 95°C, nastgpnie 40 cykli po 15 sekund w 95°C i1 1 minucie
w 60°C. Caty proces przeprowadzono przy uzyciu systemu CFX96 Touch Real-Time PCR
Detection (Bio-Rad, USA), a wzgledna analiza ekspresji genow zostata wykonana metodg delta-
delta Ct. Algorytmy geNorm, NormFinder oraz BestKeeper umozliwily wilasciwy wybor
najstabilniejszego genu referencyjnego, jakim byt Hprt z wykluczeniem Actb 1 Gapdh.

9. Badanie poziomu PPARY, PGCla i ADIPOQ testem ELISA

Proces izolacji biatka opieral si¢ na sonikacji oraz lizie komorek nerwowych w buforze RIPA
(Sigma-Aldrich, USA) z dodatkiem inhibitora proteaz (Sigma-Aldrich, USA). Po odwirowaniu
pobrano supernatant oraz oznaczono stezenie bialtka metodg Bradforda z wykorzystaniem

albuminy surowicy bydlecej (Thermo Fisher Scientific, USA) jako standardu. Poziom PPARY,
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PGCla 1 ADIPOQ oceniano przy pomocy komercyjnie dostepnych testow ELISA (Shanghai
Sunred Biological Technology Co., Chiny) zgodnie z instrukcjami producenta. Obecne w probce
biatka wigzaly si¢ z przeciwcialami obecnymi w studzienkach, a kolejne etapy reakcji
obejmowaty dodanie biotynylowanego przeciwciala skierowanego na dane biatko, koniugatu
streptawidyna-HRP oraz roztworu substratu. Po przeksztatceniu substratu w barwny produkt
nastgpito zatrzymanie reakcji i pomiar absorbancji przy uzyciu czytnika mikroptytek Infinite

M200pro i dtugosci fali 450 nm.

10. Analiza poziomu PPARYy i HIFla z uzyciem metody western blot

Probki przygotowane w buforze obcigzajacym (Bio-Rad, USA) zostaly poddane denaturacji
w temperaturze 95°C przez 5 minut. W wyniku elektroforezy bialka ulegly rozdzieleniu
na podstawie masy czasteczkowej, a nastepnie zostaty przeniesione z zelu na membrang PVDF
(Merck Millipore, USA) przy pomocy aparatu Bio-Rad Mini-Protean II (Bio-Rad, USA).
Aby zapobiec nieswoistemu wigzaniu przeciwcial do powierzchni, membrany blokowano
w roztworze 5% mleka 1 0,2% Tween-20 (Sigma-Aldrich, USA) w 0,02 M TBS (Bio-Rad, USA)
przez 2 godziny. Kolejnym etapem byla nocna inkubacja membran z przeciwciatami I-
rzedowymi skierowanymi odpowiednio na PPARy (rozcienczenie 1:100; Santa Cruz
Biotechnology, USA), HIF 1 a (rozciehczenie 1:100; Cell Signaling Technology, USA) i B-aktyne
(biatko referencyjne; rozcienczenie 1:3500; Santa Cruz Biotechnology, USA) w 4°C.
Nastepnego dnia membrany byly ptukane w celu usuni¢cia nadmiaru niezwigzanych
przeciwcial, a potem inkubowane przez 1 godzing z koniugatami (Santa Cruz Biotechnology,
USA) przeciwciata II-rzgdowego 1 HRP (peroksydaza chrzanowa) pozwalajacymi na wykrycie
wigzania przeciwciata I-rzedowego z badanym bialkiem. Sygnal S$wiecenia zostat
zwizualizowany z wykorzystaniem chemiluminescencji przy uzyciu substratu dla HRP (Roche,
Szwajcaria) 1 aparatu Luminescent Image Analyzer Fuji-Las 4000 (Fuji, Japonia),

a intensywnos¢ sygnatu zanalizowano w programie MultiGauge V3.0.

11. Barwienie immunofluorescencyjne PPARy i MAP2

Komorki nerwowe zostaly utrwalone 4% roztworem paraformaldehydu w PBS (Thermo Fisher
Scientific, USA), a nastgpnie blokowane w buforze zawierajacym surowice zwierzegca (Sigma-
Aldrich, USA) 1 Triton X-100 (Sigma-Aldrich, USA). P6zniej komorki byty inkubowane cata

noc w 4°C z przeciwciatami I-rzedowymi (Santa Cruz Biotechnology, USA) skierowanymi
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na PPARy 1 MAP2. Kolejnego dnia zastosowano kilkukrotne ptukanie w PBS (Biomed Lublin,
Polska) oraz 4-godzinng inkubacj¢ z przeciwcialami Il-rzgdowymi sprzezonymi
z fluorochromami (Alexa Fluor Plus 488 i 647; Thermo Fisher Scientific, USA). Wykonanie
preparatow opierato si¢ na przeplukaniu komoérek, a nastepnie przeniesieniu znajdujacych
si¢ na dnie dotkow hodowlanych szkietek z komorkami na szkietka podstawowe 1 zamknigciu
preparatu  przy pomocy glicerozelatyny (Sigma-Aldrich, USA). Po barwieniu
immunofluorescencyjnym zwizualizowano PPARy i MAP2 przy pomocy mikroskopii
konfokalnej (Leica TCS SP8 WLL; Leica Microsystems, Niemcy). Aby okresli¢ ilosciowo
sygnal immunofluorescencyjny odpowiadajacy poziomowi ekspresji PPARy, zmierzono

intensywno$¢ pikseli z uzyciem programu Imagel wersja 1.52a.

12. Pomiar poziomu enzymoéw odpowiedzialnych za modyfikacje epigenetyczne

Poziom deacetylaz histonowych (HDAC)

Komercyjnie dostepny zestaw do oznaczania poziomu HDAC (Histone Deacetylase Assay Kit;
Sigma-Aldrich, USA) opieral si¢ na dwuetapowej reakcji enzymatycznej, ktora polegata na:
i. deacetylacji bocznego tancucha acetylowanej lizyny przez probke zawierajaca HDAC,
ii. rozszczepieniu zdeacetylowanego substratu 1 uwolnieniu grupy fluorescencyjnej,
ktora emituje sygnal proporcjonalny do poziomu HDAC. Poziom fluorescencji zostat
zmierzony przy dtugosciach fal Aex = 365 nm/Aem = 460 nm przy pomocy czytnika mikroptytek
Infinite M200pro, Tecan. Zestaw zawieral kontrole pozytywna, czyli lizat z komérek HeLa

oraz kontrol¢ negatywng - trichostatyna A.

Poziom sirtuin

Zestaw Sirtuin Activity Assay Kit (Sigma-Aldrich, USA) zostat wykorzystany do oznaczenia
poziomu sirtuin, ktore poprzez swoja obecnos¢ w probece, majg zdolnos¢ do deacetylacji
dodanego substratu zawierajagcego acetylowany p53-AFC. Dodanie w koncowym etapie
roztworu wywotywacza spowodowato rozszczepienie zdeacetylowanego p53-AFC
i uwolnienie grupy fluorescencyjnej. Poziom sygnalu fluorescencyjnego zostal zmierzony
fluorymetrycznie przy dlugosciach fal Aex = 400 nm/Aem = 505 nm za pomoca czytnika
mikroptytek Infinite M200pro. Ze wzgledu na fakt, ze substrat p53-AFC moégt zostaé
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zdeacetylowany przez inne grupy HDAC, grupe kontrolng stanowity probki potraktowane

trichostatyng A, ktora hamowata aktywno$¢ deacetylaz innych, niz sirtuiny.

Poziom acetylaz histonowych (HAT)

Poziom HAT zmierzono dzigki wykorzystaniu HAT Activity Fluorometric Assay Kit (Sigma-
Aldrich, USA) zgodnie z protokotem producenta. Uzyty do reakcji reagent zawierat
acetylokoenzym A oraz peptyd histonowy H3, a w wyniku obecnosci HAT w probce doszto
do powstania dwoch produktoéw - acetylowanego peptydu oraz CoA-SH. Dodanie w koncowym
etapie reagentu niezbednego do wywotania okre$lonej odpowiedzi, skutkowato
przeksztalceniem CoA-SH w produkt fluorescencyjny, ktoérego poziom zostal zmierzony
przy dtugosciach fal Aex = 535 nm/Aem = 587 nm. W zestawie uwzgledniono ekstrakt z bialek
jadrowych komorek HeLa.

PODSUMOWANIE WYKORZYSTANYCH METOD BADAWCZYCH
ORAZ BADANYCH PARAMETROW I PROCESOW

Metoda badawcza Badane parametry i procesy

‘ Smieré¢ komérek, procesy nekrotyczne,
Ocena poziomu LDH

cytotoksyczno$¢
Pomiar komérkowego poziomu ROS Stres oksydacyjny
Ocena poziomu §-OHdG Oksydacyjne uszkodzenia DNA/RNA

Degradacja mRNA przy uzyciu ‘ ‘ .
] Wyciszenie ekspresji genu Pparg
specyficznego siRNA

Ekspresja genow: Hifla, Pparg, Pgcla,

qPCR
Adipog
ELISA Poziom biatek: PPARY, PGCla i ADIPOQ
Western blot Poziom biatek: HIF1a i PPARYy
Barwienia immunofluorescencyjne Lokalizacja/rozmieszczenie biatek
1 mikroskopia konfokalna w komorce: PPARy 1 MAP2
Analizy epigenetyczne Poziom HDAC, sirtuin i HAT
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UZASADNIENIE BADAN

Mimo ze ekspresja PPARy w moézgu w warunkach fizjologicznych jest niska, w niektorych
warunkach patologicznych, takich jak niedotlenienie czy niedokrwienie mozgu, zauwazono
dysregulacj¢ poziomu ekspresji tego receptora. Badania potwierdzity, ze myszy
ze specyficznym dla neurondw nokautem genu Pparg do$wiadczyly znacznie wigkszych
uszkodzen mozgu i stresu oksydacyjnego w odpowiedzi na udar niedokrwienny wywotany
MCAO niz myszy kontrolne, a neuroprotekcyjne dziatanie agonistow PPARy zostalo wowczas
utracone. Zmiany te sugeruja, ze dysfunkcja PPARy w neuronach moze zwigksza¢ ryzyko
wystapienia epizodow hipoksyjno-ischemicznych mézgu i nasila¢ ich przebieg. Postulujemy,
ze modulacja aktywnosci PPARY poprzez zastosowanie substancji z grupy SPPARYM moze
stanowi¢ oryginalne 1 bezpieczne podejScie terapeutyczne w leczeniu niedotlenienia
okotoporodowego oraz udaru niedokrwiennego moézgu. Pomimo przestanek wskazujacych
na skuteczno$¢ amorfrutyny B w leczeniu choréb metabolicznych poprzez selektywnag
aktywacje ekspresji gendw kontrolowanych przez PPARY, jeszcze do niedawna nie byto
wiadomo, czy amorfrutyna B posiada wlasciwosci neuroprotekcyjne i antyoksydacyjne,
zwlaszcza w odniesieniu do modeli udarow moézgu. Obecnie brakuje danych na temat roli
szlaku sygnalowego zaleznego od receptora PPARy (PPARy/PGCla/ADIPOQ)
w oddziatywaniu amorfrutyny B na komorki nerwowe narazone na hipoksje¢/ischemig.
W ostatnich latach badania kliniczne skupiaja si¢ na farmaceutykach, ktore wpltywaja
na procesy epigenetyczne 1 umozliwiajg regulacje ekspresji gendéw zaangazowanych
w patogeneze chorob neurodegeneracyjnych. Z tego wzgledu w obecnej rozprawie podjeto
probe ustalenia, czy amorfrutyna B posiada wiasciwosci, ktore umozliwiaja normalizacje
statusu epigenetycznego neuronow poddanych hipoksji oraz ischemii. Ustalenie wptywu
amorfrutyny B na profil epigenetyczny komorek nerwowych stwarza szans¢ na peniejsze
zrozumienie mechanizméw dzialania tej substancji i wykorzystania jej w przysztosci

do projektowania bardziej spersonalizowanej terapii.
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WYNIKI BADAN WEACZONYCH DO OPISOWEJ CZESCI ROZPRAWY
DOKTORSKIEJ

Do moich badan postuzyty modele, w ktérych 6-godzinne niedotlenienie (model hipoksji)
lub niedotlenienie z  deficytami  glukozy (model ischemii) oraz 18-godzinna
reoksygenacja/przywrocenie dostepu do glukozy nasilaly $mier¢ i degeneracje neuronow.
Przejawialo si¢ to neurotoksycznoscig (podwyzszenie poziomu LDH), zwigkszonym
poziomiem degenerujgcych neurondéw (podwyzszenie poziomu parametru Fluoro-Jade C) oraz
zmniejszeniem zywotno$ci 1 aktywnosci metabolicznej komoérek (obnizenie poziomu
parametru MTT). Amorfrutyna B w stezeniu 1 1 5 uM zostata podana po 6 godzinach od
rozpoczecia hipoksji oraz ischemii i wywolala ochronny wplyw na neurony, czesciowo
odwracajac wszystkie opisane wyzej nastepstwa uszkodzenia komoérek nerwowych. Warto
zaznaczy¢, ze najlepsze efekty neuroprotekcyjne wywotata amorfrutyna B w stezeniu 5 uM i
to wlasnie to stezenie zostato wykorzystane w wigkszosci pozniejszych badan na pierwotnych
kulturach komorek nerwowych. Ponadto, badanie stezeniozalezno$ci wykazato, ze
amorfrutynaB (0,1 pM, 1 uM, 1 5 uM) nie wywolywala neurotoksycznych efektow
w warunkach kontrolnych z wyjatkiem stezenia 10 uM (Wnuk, Przepidrska i wsp., 2021).

1. Ocena wplywu amorfrutyny B na wywolany hipoksja oraz ischemig stres oksydacyjny

w neuronach

W moich badaniach dowiodlam, Ze uszkodzenia komoérek w odpowiedzi na hipoksje
oraz ischemi¢ wynikaly z nasilonego stresu oksydacyjnego, co =zostalo potwierdzone
podwyzszonym poziomem ROS (Ryc. la) oraz nasileniem oksydacyjnego uszkodzenia
DNA/RNA mierzonego wzrostem poziomu 8-OHdG (Ryc. 1b). Zaréowno hipoksja,
jak i ischemia stymulowaty wzrost poziomu ROS, odpowiednio, do 207 oraz 245% w stosunku
do warunkéw kontrolnych, a podanie amorfrutyny B spowodowalo obnizenie badanego
parametru do 122% w obydwu modelach. Pod wplywem hipoksji oraz ischemii doszto rowniez
do wzrostu ilosci 8-OHAG z 200 pg/ml w warunkach kontrolnych do, odpowiednio, 577 pg/ml
1 736 pg/ml w badanych modelach. Amorfrutyna B normalizowata te zmiany, poniewaz
obnizala ilo$¢ 8-OHAG do 159 pg/ml w hipoksji oraz 219 pg/ml w ischemii.
Zatem, zastosowanie amorfrutyny B w paradygmacie pourazowym post-treatment tj. 6 godzin

po wywolaniu uszkodzenia komorek, skutkowato hamowaniem stresu oksydacyjnego i
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czgsciowym przywroceniem poziomOw badanych parametrow do stanu obserwowanego w

warunkach normoksyjnych.
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Ryc. 1 Amorfrutyna B hamowata stres oksydacyjny w komorkach nerwowych narazonych
na hipoksje oraz ischemig. Zarowno w modelu hipoksyjnym, jak i ischemicznym
zaobserwowano wzrost poziomu ROS (a) oraz 8-OHdG (b), a amorfrutyna B w obydwu
przypadkach zredukowata poziom badanych markerow. Dane przedstawiono jako procent
kontroli = SEM (dla parametru ROS) i Ssredniq = SEM (dla parametru 8-OHdG).
Przeprowadzono 3 niezalezne eksperymenty, skladajgce sie z 10-12 powtorzen biologicznych.
Réznice istotne statystycznie przedstawiono jako: ~"p < 0,001 w poréwnaniu z grupq
kontrolng, **p < 0,001 w poréwnaniu z grupg narazong na hipoksje, ” p < 0,001 w poréwnaniu

z komorkami poddanymi ischemii.

2. Weryfikacja zaangazowania receptora PPARY w neuroprotekcyjne efekty dzialania

amorfrutyny B w komérkach nerwowych poddanych hipoksji oraz ischemii

W celu weryfikacji zaangazowania receptora PPARy w mechanizm dziatania amorfrutyny B
w hipoks;ji i ischemii, zastosowano transfekcje komorek nerwowych przy uzyciu specyficznego

siRNA wyciszajacego ekspresje genu Pparg przez degradacje docelowego dla niego mRNA.
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Skutecznos¢ wyciszenia mRNA zweryfikowano z uzyciem qPCR we wcze$niej
przeprowadzonych analizach naszego zespotu badawczego (m.in. Wnuk i wsp., 2018).
Wykazano, ze zastosowanie siRNA zmniejszylo poziom ekspresji Pparg o 69%,
co potwierdzito efektywnos$¢ degradacji docelowego mRNA. Rycina 2 przedstawia efekt
dziatania amorfrutyny B na komorki poddane hipoksji i ischemii oraz na komorki
transfekowane siRNA specyficznym dla Pparg, ktore rowniez byly poddane hipoksji i ischemii.
W komorkach transfekowanych uktadem kontrolnym byta kontrola negatywna, czyli siRNA,
ktore nie degraduje zadnego znanego mRNA. Stosowanie kontroli negatywnej pozwala
upewni¢ sie, ze zaobserwowane efekty wynikajg ze specyficznego dziatania siRNA
na docelowy gen, a nie z niespecyficznego efektu wynikajacego z samego procesu transfekcji.
W moich badaniach amorfrutyna B (1 i 5 pM) zmniejszata poziom LDH w warunkach
hipoksyjnych z 179% do, odpowiednio, 133 1 123% (Ryc. 2a). Z kolei w warunkach
ischemicznych amorfrutyna B obnizala poziom LDH z 333% do, odpowiednio, 246 1 234%
(Ryc. 2b), dowodzac swojego neuroprotekcyjnego potencjatu. Nastepnie wykazalam,
ze wyciszenie Pparg skutkowato ostabieniem dziatania amorfrutyny B (1 i 5 uM) w neuronach
kory mézgowej, poniewaz zarowno w warunkach hipoksyjnych, jak i ischemicznych doszto
do zwigkszenia poziomu LDH w granicach 113 — 121% w poréwnaniu do kontroli negatywne;.
Potwierdzito to zniesienie neuroprotekcyjnego dziatania substancji, a tym samym udowodnito
fundamentalng rol¢ receptora PPARy w mechanizmie dziatania amorfrutyny B stuzacym

ochronie komoérek nerwowych przed uszkodzeniem hipoksyjno-ischemicznym.

Ryciny 2a i 2b powstaty w oparciu o dodatkowe wyniki, ktore nie zostaty zawarte w publikacji
Whnuk, Przepiorska i wsp. 2021. Dodatkowe wyniki dotycza nietransfekowanych komorek
nerwowych, ktére stanowig niezbedny uktad odniesienia dla komorek poddanych transfekcji

siRNA.
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Ryc. 2 W neuronach transfekowanych siRNA specyficznym dla Pparg, amorfrutyna B (1 i 5
uM) utracita neuroprotekcyjny potencjal, co manifestowato sie zwiekszonym poziomem
uwalniania LDH, zarowno w modelach hipoksji (a), jak i ischemii (b). Komorki transfekowano
50 nM siRNA w pozywce bez antybiotykow zawierajgcej INTERFERin przez 7 godzin.
Kolejnego dnia komorki poddano dzialaniu hipoksji lub ischemii, a nastepnie traktowano
je amorfrutyng B. Wyniki dotyczgce komorek transfekowanych z uzyciem siRNA dla Pparg
normalizowano do wynikow z komorek transfekowanych z uzyciem siRNA, ktore nie degraduje
zadnego znanego mRNA, czyli stanowigcych kontrole negatywnq. Przeprowadzono 3 niezalezne
eksperymenty, skladajgce sie z 5-8 powtorzen biologicznych. Roznice istotne statystycznie
przedstawiono jako: *“p < 0,001 w poréwnaniu z grupq kontrolng, **p < 0,001 w poréwnaniu
z komorkami narazonymi na hipoksjg, "'p < 0,001 w poréwnaniu z komérkami narazonymi
na ischemie, 5p < 0,05 i ¥*p < 0,01 w poréwnaniu z komérkami narazonymi na hipoksje

lub ischemie z uwzglednieniem kontroli negatywnej.
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3. Badanie wplywu amorfrutyny B na poziom ekspresji mRNA i bialek Hifla/HIF1a,
Pparg/PPARY, Pgcla/PGCla i Adipoqg/ ADIPOQ w modelach hipoksji oraz ischemii

W kolejnej czgsci badan, zaangazowanie HIF 1o oraz szlaku sygnalowego zaleznego od PPARYy
w dziatanie amorfrutyny B w neuronach kory moézgowej narazonych na hipoksj¢/ischemie
zostalo zweryfikowane na poziomie ekspresji mRNA (Ryc. 3a) i biatek (Ryc. 3b i 3c).
W przypadku hipoksji oraz ischemii analiza qPCR wykazala odpowiednio 1,26-krotny
oraz 1,72-krotny wzrost ekspresji Hifla. Natomiast analiza western blot ujawnita wzrost
poziomu HIF1a w odpowiedzi na hipoksje¢ oraz ischemi¢ do, odpowiednio, 124% oraz 160%
w poréwnaniu do warunkow kontrolnych. Oznacza to, ze wykazano wzrost Hifla/HIF1a
w odpowiedzi na hipoksje oraz ischemie¢, co $wiadczy o niedoborze tlenu w komorkach
nerwowych 1 uruchomieniu odpowiedzi komorkowej na niedotlenienie. Podanie amorfrutyny
B po 6 godzinach od zainicjowania uszkodzenia wywotato 0,97-krotne obnizenie ekspresji
Hifla oraz obnizenie poziomu HIFlo do 94% w modelu hipoksyjnym, bez istotnych
statystycznie zmian w modelu ischemicznym. Ponadto, hipoksja oraz ischemia wywotaly
odpowiednio 2,43-krotny 1 3,06-krotny wzrost ekspresji Pparg, co byto skorelowane
z poziomem biatka PPARy w ischemii, ale nie w hipoksji. W przypadku testu ELISA
zaobserwowano w ischemii wzrost poziomu PPARy do 184%, a w przypadku analizy western
blot wzrost ten wynosit 142% w poroéwnaniu do warunkéw kontrolnych. Zmianom wywotanym
pod wpltywem amorfrutyny B towarzyszyta 2,20-krotnie obnizona ekspresja genu Pparg
w ischemii. Ponadto, amorfrutyna B podwyzszata poziom biatka PPARy w modelu hipoksji
(wzrost do 175% w teScie ELISA 1 124% w analizie western blot), za$ obnizala go w modelu
ischemii (spadek do 155% w teScie ELISA 1 114% w analizie western blot). Badanie ekspresji
koaktywatora PPARY, jakim jest PGCla, oraz czynnikow aktywowanych przez PPARY, takich
jak ADIPOQ wykazalo zmiany na poziomie ekspresji genow, podczas gdy poziom biatek
nie ulegat zmianie. Hipoksja wywotata 3,68-krotny wzrost ekspresji Adipog, natomiast
ischemia powodowata 1,32-krotny wzrost ekspresji Pgcla oraz 2,76-krotny wzrost ekspresji
Adipoq. Dziatanie amorfrutyny B bylo zauwazalne jedynie dzigki 0,72-krotnemu obnizeniu
ekspresji Pgcla w hipoksji. Wyniki te wskazuja na zaangazowanie HIFla oraz szlaku
sygnalowego PPARy w  wywotane hipoksja/ischemig  uszkodzenie = neuronow,
przy czym ochronne dziatanie amorfrutyny B moze wigza¢ si¢ przede wszystkim z obnizeniem
poziomu HIFla w hipoksji oraz regulacja poziomu PPARy w zaleznosci od modelu

uszkodzenia.
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Ryc. 3 Zmiany w poziomach ekspresji mRNA i bialek Hifla/HIFlo, Pparg/PPARy,
Pgcla/PGCla i Adipog/ADIPOQ w odpowiedzi na hipoksje Ilub ischemig i leczenie
amorfrutynqg B w hodowlach komorek nerwowych, zbadane z zastosowaniem metody qPCR (a)
oraz testow ELISA (b) i western blot (c). Wyniki przedstawiono jako krotnos¢ zmian ekspresji
(qPCR) i procent kontroli (ELISA i western blot) + SEM. Wykonano 6 powtorzen biologicznych,
sktadajqcych si¢ z 3 powtorzen technicznych. Roznice istotne statystycznie przedstawiono jako:
p <005 “p<001i""p<0,00]wporéwnaniu z grupq kontrolng, ¥p < 0,01, *p < 0,001
w poréwnaniu z kulturami narazonymi na hipoksje, 'p < 0,05, ""p < 0,001 w poréwnaniu

z kulturami narazonymi na ischemie.

4. Barwienie immunofluorescencyjne i ocena stopnia uszkodzenia komorek nerwowych
oraz poziomu i rozmieszczenia receptora PPARy w komoérkach w odpowiedzi

na hipoksje¢/ischemie¢ oraz amorfrutyne B

Barwienie immunofluorescencyjne z uzyciem przeciwciata MAP2 oraz mikroskopia
konfokalna zostaty wykorzystane w celu wizualizacji neuronéw (Ryc. 4). W porownaniu
z grupg normoksyjng, zaobserwowano indukowane hipoksja czy ischemia uszkodzenie
i zahamowanie wzrostu neurytow, podczas gdy morfologia komodrek nerwowych poddanych
dziataniu amorfrutyny B byta zblizona do morfologii neurondéw z grupy kontrolnej. Analiza
immunofluorescencyjna potwierdzita neuronalng lokalizacje receptora PPARYy, a kwantyfikacja
intensywnosci fluorescencji z uzyciem programu ImageJ wykazata zmiany w poziomie PPARY
w komorkach, w zaleznosci od modelu eksperymentalnego. Z moich badan wynika, ze hipoksja
nie wplynela na intensywno$¢ fluorescencji PPARy, natomiast podanie amorfrutyny B
po 6 godzinach od zainicjowania uszkodzenia skutkowato wzrostem poziomu tego receptora
w komorkach, poniewaz intensywnos$¢ fluorescencji PPARy wzrosta do poziomu 126%.
Z koleiw warunkach ischemicznych poziom PPARy wzrést do poziomu 153%,
a amorfrutyna B przywrocita go do wartosci zblizonej do poziomu kontrolnego, wynoszac
odpowiednio 91%. Co interesujgce, w warunkach normoksyjnych PPARy byt przede wszystkim
zlokalizowany w jadrze komorkowym. Natomiast pod wptywem hipoksji oraz ischemii
przewazato potozenie receptora PPARy poza jadrem komoérkowym, co moze mie¢ zwigzek

ze zmianami st¢zenia jonOw wapnia w obrebie neurondw.
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Ryc. 4 Wplyw hipoksji lub ischemii oraz amorfrutyny B na poziom ekspresji weryfikowany
barwieniem immunofluorescencyjnym specyficznym dla PPARy (kolor zielony) w neuronach
znakowanych MAP2 (kolor czerwony). Tabela przedstawia sredniq intensywnos¢ pikseli
dla obszaru zainteresowania (ROI). Wyniki przedstawiono jako procent kontroli = SEM. Liczba
powtorzen w kazdej grupie wynosita 5. Roznice istotne statystycznie przedstawiono jako:
"p < 0,001 w poréwnaniu z grupq kontrolng, *p < 0,05 w poréwnaniu z kulturami narazonymi
na hipoksje, "'p < 0,001 w poréwnaniu z kulturami narazonymi na ischemie. Skala wynosi

20 um.
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5. Badanie wplywu amorfrutyny B na status epigenetyczny komorek nerwowych

poddanych hipoksji oraz ischemii: analiza poziomu HDAC, sirtuin oraz HAT

W prezentowanych wynikach wplyw amorfrutyny B na komorki nerwowe poddane hipoksji
oraz ischemii zostal oceniony w kontek$cie zmian epigenetycznych odpowiedzialnych
za regulacje ekspresji poszczegélnych genow bez modyfikacji sekwencji DNA. Poddanie
komorek nerwowych hipoksji i ischemii oraz ekspozycja komoérek na dziatanie amorfrutyny B
nie przyczynito si¢ do zmian w poziomie HDAC (Ryc. 5a), natomiast wptyneto na poziom
sirtuin (Ryc. 5b) oraz HAT (Ryc. 5¢) w badanych warunkach eksperymentalnych. Moje badania
udowodnity, ze hipoksja zwigkszata poziom sirtuin z 796 pM w warunkach kontrolnych
do 893 pM. Amorfrutyna B z kolei odwracala te zmiany, obnizajac poziom sirtuin do 727 pM.
Poziom sirtuin nie ulegat zmianie pod wplywem hipoksji i dodatku trichostatyny A,
ktora hamuje aktywno$¢ deacetylaz innych niz sirtuiny. Podanie amorfrutyny B
we wspomnianej grupie eksperymentalnej spowodowato obnizenie poziomu sirtuin z wartosci
293 pM do wartosci 203 pM osigganej po podaniu substancji. W ischemii nie obserwowano
zmian w poziomie sirtuin, niezaleznie od podania amorfrutyny B. Dalsze analizy wykazaty,
ze poziom HAT byt zredukowany w warunkach hipoksji do poziomu 35%, a w warunkach
ischemii do poziomu 54% w stosunku do warunkéw kontrolnych. Zmianom
tym przeciwdzialala amorfrutyna B, zwigkszajac poziom tego enzymu do 62% w hipoksji
oraz 209% w ischemii. Badania te potwierdzaja, ze utrata homeostazy miedzy procesami
acetylacji 1 deacetylacji histonow w neuronach jest cecha charakterystyczng dla chorob
neurodegeneracyjnych i uszkodzen neuronow wywotanych hipoksja oraz ischemig.
Normalizacja poziomu enzyméw epigenetycznych przez amorfrutyne B moze by¢ kluczowym

mechanizmem w zatrzymaniu lub spowolnieniu proceséw neurodegeneracyjnych.
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Ryc. 5 Poddanie neuronow hipoksji i ischemii oraz ekspozycja komorek na dziatanie
amorfrutyny B nie przyczynito si¢ do zmian w poziomie HDAC (a), ale miato znaczqcy wplyw
na poziom sirtuin (b) oraz HAT (c). Kontrola pozytywna dla HDAC zawierata lizat komorek
HelLa i ekstrakt jgdrowy HelLa dla HAT. Kontrola negatywna dla HDAC zawierata trichostatyne
A, ktora hamowata aktywnosé¢ deacetylaz innych niz sirtuiny. Wyniki przedstawiono jako
srednig + SEM (poziom HDAC i sirtuin) lub jako procent kontroli + SEM (poziom HAT).
Przeprowadzono 6 powtorzen biologicznych, sktadajgcych sie z 3 powtorzen technicznych.
Réznice istotne statystycznie przedstawiono jako: “p < 0,01 oraz *"p < 0,001 w poréwnaniu z
grupq kontrolng, *p < 0,05, ¥p < 0,01, *p < 0,001 w poréwnaniu z komérkami poddanymi

hipoksji, p < 0,001 w poréwnaniu z komérkami poddanymi ischemii.
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6. Podsumowanie uzyskanych wynikow

Podsumowujac, przedstawione powyzej wyniki wykazaty, ze amorfrutyna B podana
po 6 godzinach od zainicjowania uszkodzenia (tzw. paradygmat post-treatment) chroni
komorki nerwowe przed hipoksjga i1 ischemig poprzez hamowanie stresu oksydacyjnego
i zaleznych od wolnych rodnikéw uszkodzen DNA/RNA. Za kulisami neuroprotekcyjnych
efektow dziatania amorfrutyny B stoi receptor PPARY, poniewaz po wyciszeniu jego ekspresji
(z uzyciem specyficznego siRNA), amorfrutyna B traci swoje ochronne wtasciwosci.
Wykonane przeze mnie analizy wykazaly zmiang ekspresji Pparg/PPARy pod wpltywem
amorfrutyny B, a barwienie neurondéw na obecno$¢ biatka MAP2 potwierdzito, zar6wno
degeneracj¢ komorek nerwowych w nastepstwie hipoksji i ischemii, jak i zmniejszony stopien
ich uszkodzenia w wyniku podania amorfrutyny B. Obecnie duzy nacisk ktadzie si¢ na czynniki
epigenetyczne w konstruowaniu przysztych strategii terapeutycznych stluzacych zmniejszaniu
obszaru niedotlenienia i niedokrwienia. Moje badania potwierdzaja, ze podanie amorfrutyny B

komorkom narazonym na hipoksj¢ lub ischemi¢ normalizuje status epigenetyczny neurondw.
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PODSUMOWANIE

WYKORZYSTANYCH

METOD BADAWCZYCH

ORAZ BADANYCH PARAMETROW I PROCESOW

Metoda badawcza

Badane parametry i procesy

Ocena poziomu LDH

Smier¢ komorek, procesy nekrotyczne,

cytotoksycznos¢

Oznaczenie JC-10

Btonowy potencjat mitochondrialny

Barwienie fluorescencyjne z uzyciem

CYTO-ID 1 Hoechst 33342

Wizualizacja autofagolizosomow
oraz skupisk heterochromatyny;

autofagia i apoptoza

Ekspresja genow zwigzanych z apoptoza

oraz autofagia: Fas, Fasl, Bax, Bcl2, Gsk3b

qPCR
oraz Becnl, Atg5, Atg7, Mapllc3a,
Mapllc3b, Nup62, Ambral
Poziom bialek zwigzanych z apoptozg oraz
ELISA autofagia: FAS, FASL, BAX, BCL2, GSK3p

oraz ATG7, BECN1, MAP1LC3B,
AMBRALI

Degradacja mRNA przy uzyciu
specyficznego siRNA

Wyciszenie ekspresji gendw Becnl 1 Atg7

Analiza qPCR - MethyLight

Poziom metylacji genow zwigzanych
z apoptozg oraz autofagia: Bax, Bcl2 oraz

Ambral, Mapllc3b, Atg7, Becnl

Analiza qPCR z uzyciem mikromacierzy

RT2 Profiler PCR Array

Ekspresja miRNA zwigzanych z apoptoza
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UZASADNIENIE BADAN

Zaburzenie doplywu krwi do mézgu moze prowadzi¢ do $mierci komoérek na drodze apoptozy,
ktorej towarzyszg dysfunkcja mitochondriow oraz tworzenie skupisk heterochromatyny i ciatek
apoptotycznych. Innym mechanizmem zaangazowanym w patofizjologi¢ chorob
neurodegeneracyjnych jest autofagia, ktora w zaleznosci od rodzaju uszkodzenia eliminuje
komorki lub utrzymuje je przy zyciu, nawet przy braku czynnikéw troficznych. Podstawowa
funkcja autofagii polega na usuwaniu i1 degradacji resztek materiatu komoérkowego tj. organelli
komorkowych 1 zle pofaldowanych biatek. Zbedny material komérkowy jest najpierw
zamykany w autofagosomie, ktory nast¢pnie taczy si¢ z lizosomem i tworzy autofagolizosom.
Oproécz degradacji, autofagia sprzyja recyklingowi sktadnikéw komorkowych. Wplyw procesu
autofagii na komoérki nerwowe podczas udaru niedokrwiennego mozgu budzi szereg
kontrowersji. Wprawdzie niektore badania sugeruja, ze autofagia petni funkcj¢ ochronng wobec
komoérek nerwowych poddanych niedokrwieniu, to jednak inne doniesienia wskazuja
na autofagi¢ jako proces potegujacy neurodegeneracj¢ zwigzang z uszkodzeniem
niedokrwiennym mozgu. Zatem, zbadanie molekularnych mechanizmoéw, za pomoca ktérych
amorfrutyna B reguluje procesy apoptozy i autofagii w trakcie uszkodzenia hipoksyjno-
ischemicznego, moze prowadzi¢ do opracowania nowej terapii skoncentrowanej na wielu
sktadowych patofizjologii niedotlenienia i niedokrwienia mézgu. Sciezki sygnatowe apoptozy
1 autofagii mogg by¢ regulowane za posrednictwem miRNA poprzez potranskrypcyjng kontrolg
ekspresji gendéw, a ostatnie badania wykazaly, ze wiele z tych czasteczek jest jednoczesnie
biomarkerami udaru moézgu. Potencjalne zastosowanie substancji modulujacych aktywnos¢
miRNA i enzymdéw moze by¢ obiecujacym kierunkiem w projektowaniu farmakoterapii chorob
neurodegeneracyjnych, co sklonito mnie do zbadania wplywu amorfrutyny B na poziom

miRNA w neuronach poddanych hipoksji oraz ischemii.
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WYNIKI BADAN

1. Walidacja modelu hipoksji i ischemii do badania procesow apoptozy i autofagii

oraz dzialania amorfrutyny B w komérkach nerwowych

W pierwszym etapie badan scharakteryzowalam modele hipoksji oraz ischemii, ktore polegaty,
odpowiednio na deprywacji tlenu lub jednoczesnej deprywacji tlenu i glukozy w hodowlach
komorek nerwowych kory moézgowej myszy in vitro. Adekwatno$¢ zastosowanych modeli
zostala sprawdzona poprzez wykorzystanie specyficznych inhibitoréw skierowanych na $ciezki
sygnalowe apoptozy (kaspaza-8, -9, -3/6, GSK3p, JNK, p38 MAPK) oraz autofagii (mTOR,
ULKI1, ULK2, USP10, USP13). Substancje te czgSciowo zmniejszyly neurotoksycznosé
wywotang hipoksjg oraz zredukowaly $mieré¢ komoérek wywotang ischemia, co wskazuje
na zaangazowanie procesOw apoptozy i autofagii w uszkodzenia neuronéw w badanych
modelach eksperymentalnych. Ponadto wykazano, ze zaréwno hipoksja, jak i ischemia
wywoluja apoptoze poprzez obnizenie blonowego potencjatu mitochondrialnego, formowanie
skupisk heterochromatyny, wzrost ekspresji proapoptotycznych genow i biatek, a takze poprzez
regulacje poziomu metylacji obszarow promotorowych genéw zwigzanych z apoptoza.
O zaangazowaniu autofagii w procesy hipoksji oraz ischemii §wiadczyto nasilone formowanie
autofagolizosomoéw, zwickszona ekspresja genéw oraz regulacja poziomu metylacji obszarow
promotorowych genow zwigzanych z autofagia. Ponadto, w obydwu modelach uszkodzen
doszto do dysregulacji ekspresji miRNA, uznawanych jednocze$nie za czynniki regulujace
proces apoptozy oraz biomarkery udaru niedokrwiennego moézgu. Fakty te sugeruja,
ze w trakcie epizodu hipoksyjno-ischemicznego zmienia si¢ status epigenetyczny neuronow,

co moze zosta¢ wykorzystane jako mechanizm dziatania nowych lekow.

2. Wykazanie antyapoptotycznego wplywu amorfrutyny B na pierwotne komorki

nerwowe myszy poddane hipoksji oraz ischemii

Kolejnym etapem badan byta ocena neuroprotekcyjnych mechanizmow dziatania amorfrutyny
B w kontekscie wywotanych przez hipoksj¢ oraz ischemi¢ proceséw apoptotycznych. W tym
celu amorfrutyna B zostala podana komoérkom nerwowym po 6 godzinach od wywotania
hipoksji/ischemii na kolejne 18 godzin z jednoczesnym przywrdéceniem neuronom dostgpu
do tlenu (model hipoksji) lub tlenu i1 glukozy (model ischemii). Z przeprowadzonych

doswiadczen wynika, ze pourazowa terapia amorfrutyng B zwigksza btonowy potencjat
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mitochondrialny, co wskazuje na poprawe funkcji mitochondriow, hamowanie procesu
apoptozy i ochrone komoérek nerwowych przed uszkodzeniem wywolanym zaréwno hipoksja,
jak 1 ischemig. Wizualizacja zmian w strukturze chromatyny przy pomocy barwnika Hoechst
33342 wykazala, ze podanie amorfrutyny B ogranicza formowanie skupisk heterochromatyny,
co sugeruje hamowanie kondensacji chromosoméw i1 poczatkowego stadium procesu apoptozy
wywolanego hipoksja oraz ischemia. Analizy molekularne potwierdzity ochronne wtasciwosci
amorfrutyny B, ktéra czgséciowo obnizata poziom ekspresji proapoptotycznych genéw oraz
znaczaco redukowata poziom wszystkich propapoptotycznych biatek (FAS, FASL, BAX,
GSK3pB) w modelach hipoksji i ischemii. Wyjatkiem byta ekspresja antyapoptotycznego biatka
BCL2, ktéra wzrosta w odpowiedzi na leczenie. Amorfrutyna B wptywala na regulacje
poziomu metylacji obszardw promotorowych gendéw zwigzanych zapoptoza poprzez
hipermetylacje¢ Bax w ischemii oraz hipometylacje Bcl2 w hipoksji, co thumaczy obnizenie
propapoptotycznego wskaznika jakim jest stosunek BAX/BCL2. Sugeruje to zdolnos¢
amorfrutyny B do hamowania procesu apoptozy poprzez regulacj¢ poziomu metylacji DNA, a
tym samym statusu epigenetycznego komodrek nerwowych narazonych na hipoksje oraz
ischemie. Uzyskane wyniki wskazujg na antyapoptotyczne wilasciwosci amorfrutyny B, co
moze stanowi¢ istotny element nowej strategii terapeutycznej polegajacej na wykorzystaniu tej

substancji do leczenia uszkodzen mézgu wywotanych niedotlenieniem lub niedokrwieniem.

3. Ocena wplywu amorfrutyny B na proces autofagii towarzyszacy komorkom nerwowym

narazonym na hipoksje oraz ischemie¢

Badanie fluorescencyjne z wykorzystaniem CYTO-ID sugeruje, ze mechanizmy ochronnego
dziatania amorfrutyny B w hipoksji oraz ischemii obejmujg réwniez hamowanie autofagii.
Amorfrutyna B obnizata poziom autofagolizosomow, czyli struktur zawierajacych materiat
do strawienia powstalych z potaczenia autofagosomoéw z lizosomami. Ponadto, podanie
komorkom amorfrutyny B skutkowato obnizeniem ekspresji genow Becnl, Nup62 oraz Ambral
w hipoksji, a takze wzrostem ekspresji genu A¢g5 i poziomu biatek MAPILC3B, AMBRA1
w ischemii. Wskazniki metylacji obszaréw promotorowych genow zwigzanych z autofagia
wskazaly, ze amorfrutyna B powodowala hipermetylacj¢ Mapllc3b, Atg7 oraz Becnl,
co w konsekwencji moze przyczyniac si¢ w pdzniejszych etapach do obnizenia ekspresji gendw
1 hamowania autofagii przez badang substancj¢. Ostatnim etapem badan bylo wyciszenie
ekspresji gendw Becnl 1 Atg7 poprzez zastosowanie specyficznych siRNA, a nastepnie ocena

skutecznosci amorfrutyny B w ochronie komorek i weryfikacja jej oddziatywania na okreslong
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sciezke sygnatowa. Wykazano, ze neuroprotekcyjne efekty dziatania amorfrutyny B zaniktly
w komoérkach transfekowanych siRNA, co dowodzi zaangazowania badanych $ciezek
sygnatowych w ochronng aktywno$¢ amorfrutyny B wobec hipoksji (Becnl i Atg7) i ischemii
(Becnl). Podsumowujac, przewazajaca czes¢ uzyskanych wynikow sugeruje, ze amorfrutyna

B hamuje proces autofagii wywotanej w komoérkach nerwowych hipoksja lub ischemig.

4. Ocena wplywu amorfrutyny B na profile ekspresji miRNA w komorkach nerwowych

poddanych hipoksji oraz ischemii

Przedmiotem wykonanej analizy mikromacierzy byly profile ekspresji 84 miRNA zwigzanych
z apoptoza, ktére scharakteryzowano w komodrkach nerwowych narazonych na hipoksje
oraz ischemi¢, a takze w odpowiedzi na leczenie przy uzyciu amorfrutyny B. Niektore
z analizowanych miRNA byty zwigzane nie tylko z apoptoza, lecz rowniez z autofagia np. miR-
133a 1 miR-17-5p. Z przeprowadzonej analizy wynika, ze amorfrutyna B regulowata ekspresje
wielu miRNA przeciwnie do zmian wywotanych przez hipoksj¢ i ischemi¢. Efekty dziatania
amorfrutyny B obejmowaly m.in. zmniejszenie ekspresji miR-106b-5p i miR-145-5p w modelu
hipoksyjnym oraz zwigkszenie ekspresji miR-34c-5p 1 miR-98-5p w modelu ischemicznym.
Powyzsze modyfikacje ekspresji miRNA mozna powigza¢ z hamowaniem apoptozy
oraz tagodzeniem deficytow neurologicznych 1 zmniejszeniem obszaru uszkodzenia
w zwierzecych modelach udaru niedokrwiennego mozgu. Otrzymane wyniki sugeruja,
ze wywolane przez amorfrutyn¢ B zmiany profili miRNA stanowig epigenetyczny mechanizm

neuroprotekcji w neuronach narazonych na hipoksje¢ oraz ischemig.

5. Podsumowanie uzyskanych wynikow badan

Podsumowujac, w omawianej pracy wykazano, ze indukowana przez hipoksje oraz ischemie
apoptoza komorek nerwowych jest hamowana przez amorfutyn¢ B, co manifestuje si¢ m.in.
poprzez poprawe funkcji mitochondridow, ograniczenie formowania skupisk heterochromatyny
oraz obnizenie ekspresji czynnikoOw proapoptotycznych. Ponadto dowiedziono, ze amorfrutyna
B hamuje zwigzany z hipoksja i1 ischemig proces autofagii, czego przejawem jest ograniczenie
formowania autofagolizosomow. U podloza wywotanych przez amorfrutyng B zmian lezy
epigenetyczna regulacja poziomu ekspresji gendw, ktora polega na zmianie poziomu metylacji
obszarow promotorowych genéw zwigzanych z apoptozg i1 autofagiag, a takze normalizacja

ekspresji miRNA zaklasyfikowanych jako markery udaru mozgu.
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UZASADNIENIE BADAN

Mikroglej odgrywa fundamentalng rol¢ w odpowiedzi zapalnej tkanki mozgowej, a regulacja
jego aktywnosci poprzez interwencje farmakologiczne moze by¢ kluczowa dla zmniejszenia
uszkodzen 1 promowania procesOw regeneracyjnych u pacjentow z niedotlenieniem
lub niedokrwieniem mozgu. Ostatnie prace dowodza, ze aktywacja PPARY jest kluczowym
czynnikiem promujacym przeciwzapalny profil mikrogleju. Wykazanie przeciwzapalnych
wlasciwosci amorfrutyny B, ktora jest selektywnym modulatorem PPARy, moze zasadniczo
poprawi¢ perspektywy stosowania amorfrutyny B w farmakoterapii udarow modzgu.
Przypuszczalnie ochronny wplyw amorfrutyny B na komorki nerwowe poddane uszkodzeniem
hipoksyjno-ischemicznym moze polega¢ nie tylko na bezposrednim oddziatywaniu na neurony,
lecz takze na zaktywowany mikroglej. W odpowiedzi na brak tlenu i substancji odzywczych
w mozgu, komorki mikrogleju aktywnie proliferuja i ulegaja zmianom metabolicznym
$wiadczacym o ich aktywacji. Jest wigc uzasadnione, by zbada¢ w jaki sposéb amorfrutyna B
wplywa na aktywno§¢ metaboliczng, funkcje mitochondriow i potencjat proliferacyjny
mikrogleju w warunkach hipoksyjno-ischemicznych. Do czasu opublikowania omawianej
pracy nie bylo danych na temat roli amorfrutyny B w modulacji funkcji ludzkiego mikrogleju.
Dostarczenie takich informacji moze mie¢ istotne znaczenie dla rozwoju terapii chorob
o podtozu neurozapalnym, w tym niedotlenienia okotoporodowego i udaru niedokrwiennego

mozgu.
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WYNIKI BADAN

1. Walidacja modelu hipoksji i ischemii do badania skuteczno$ci amorfrutyny B
w modulowaniu procesow zwigzanych z aktywacja mikrogleju oraz procesow

zaangazowanych w ochrone komoérek nerwowych

W  hodowlach komorek mikrogleju eksperymentalny model hipoksji oraz ischemii
sktadat si¢ z nastepujacych etapdéw: i. 6 godzin hipoksji (DMEM z glukoza i obnizong
zawartoscig ptodowej surowicy bydlecej (FBS) do 1%) lub 6 godzin ischemii (DMEM
bez glukozy z obnizong zawartoscig FBS do 1%), ii. 18 godzin reoksygenacji w DMEM
z glukoza 1 podwyzszong zawartoscig FBS do 5% (paradygmat 6+18). Aby uchwyci¢ trudne
do zaobserwowania efekty zwigzane z aktywnoscig kaspazy-1, opisany wyzej paradygmat
zostal skrocony do 2 godzin hipoksji/ischemii oraz 5 godzin reoksygenacji/przywrdcenia
dostepu do glukozy (paradygmat 2+5). Wyniki uzyskane na tym etapie badan dowodza, ze w
wyniku hipoksji oraz ischemii dochodzi do aktywacji mikrogleju, a zwigkszona odpowiedz
zapalna komorek przejawia si¢ podwyzszeniem poziomu IBA 1, wzrostem aktywnosci kaspazy-
1 oraz ekspresji prozapalnych markerow /L 1B 1 TNFA, a takze brakiem detekcji lub obnizeniem
ekspresji przeciwzapalnego markera /L10/IL-10. Analiza morfologiczna mikrogleju wykazata,
ze hipoksja oraz ischemia wywotuja zmian¢ fenotypu mikrogleju na prozapalny ,,M1”,
co manifestuje si¢ poprzez zmniejszenie stopnia rozgatezienia oraz zwigkszenie ogolnej
powierzchni komoérek i najkrétszej odleglosci pomiedzy dwoma punktami, ktore lezg
na przeciwlegtych stronach otoczki wypuktej komorki. Zmianom tym towarzyszyt spadek
ekspresji receptora PPARG/PPARy oraz PGCla. Wykonane analizy udowodnity réwniez,
ze w trakcie hipoksji oraz ischemii obserwuje si¢ zwigkszenie btonowego potencjatu
mitochondrialnego, wzrost aktywnosci metabolicznej 1 potencjatu proliferacyjnego mikrogleju
oraz zwigkszenie ekspresji BCL2/BCL2, przy jednoczesnym spadku poziomu wydzielanego
LDH. Co ciekawe, stymulujacy wptyw hipoksji oraz ischemii na potencjat proliferacyjny
1 aktywnos¢ metaboliczng mikrogleju jest przeciwny do hamujacego wptywu hipoks;ji
iischemii na przezycie neuronéw. W komorkach nerwowych poddanych 6-godzinnej
hipoksji/ischemii wykazano zmniejszenie zywotnosci komorek oraz zwiekszony poziom

neurodegeneracji.
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2. Wykazanie przeciwzapalnych wlasciwosci amorfrutyny B w mikrogleju poddanym

hipoksji oraz ischemii

Podanie amorfrutyny B (1 i 5 uM) po 6 godzinach od zainicjowania hipoksji oraz ischemii
w komorkach mikrogleju skutkowato obnizeniem ekspresji IBA1 oraz zmianami morfologii
mikrogleju tj. zwigkszonym stopniem rozgal¢zienia komodrek, zmniejszeniem powierzchni
komorek i najkrotszej odlegtosci pomigdzy dwoma punktami, ktore lezg na przeciwlegtych
stronach otoczki wypuktej komorki. W zaleznosci od stezenia amorfrutyny B, zaobserwowano
zmiany w ekspresji markerow zwigzanych z zapaleniem tj. zmniejszenie ekspresji
prozapalnych czynnikow TNFA i ILIB/IL-1p oraz zwigkszenie ekspresji przeciwzapalnej
IL10/TL-10. W przypadku paradygmatu 6+18, amorfrutyna B obnizyta aktywnos$¢ kaspazy-1
w modelu ischemii, natomiast w skréconym paradygmacie 2+5 substancja ta wywotywata
wspomniany efekt zarowno w modelu hipoksji, jak i ischemii. Wyniki te jednoznacznie
wskazuja na przeciwzapalne witasciwosci amorfrutyny B, a jej zdolno$¢ do zwigkszenia
ekspresji PPARG/PPARy oraz PGCla sugeruje, ze to wlasnie te szlaki sygnatowe
sg zaangazowane w wywotang przez badany lek redukcje stanu zapalnego zainicjowanego

przez hipoksj¢ oraz ischemig.

3. Ocena wplywu amorfrutyny B na potencjal proliferacyjny komorek oraz aktywnos¢

metaboliczng mikrogleju narazonego na hipoksje oraz ischemie¢

Na kolejnym etapie badan wykazano, ze podanie amorfrutyny B (1 lub 5 uM) skutkowato
zmniejszeniem aktywnos$ci metabolicznej, a takze zalezng od stezenia substancji redukcja
btonowego potencjatu mitochondrialnego 1 obnizeniem ekspresji czynnika BCL2/BCL2
zwigzanego z zachowaniem integralno$ci mitochondrialnej btony zewngtrzne;.
Ponadto, amorfrutyna B zmniejszala potencjal proliferacyjny komoérek mikrogleju, ktore byty
narazone na hipoksje oraz ischemi¢. Nalezy zaznaczy¢, ze bardziej wyrazne zmiany
w badanych parametrach zostaty wywolane przez amorfrutyne B o stezeniu 5 uM, a wplyw
na poszczegolne czynniki wskazuje na zdolno$¢ badanej substancji do normalizacji statusu
metabolicznego komorek oraz poprawy funkcji mitochondriow. Odno$nie poziomu
wydzielanego przez mikroglej LDH, uwazamy, ze wywotany amorfrutyng B wzrost poziomu
LDH w ischemii jest efektem niespecyficznym. Powodem takiej interpretacji wspomnianego
wyniku jest konieczno$¢ hodowli komorek mikrogleju w pozywce z FBS, o ktérym wiadomo,

ze zawiera LDH (Thomas 1 wsp., 2015).
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4. Ocena ochronnego wplywu amorfrutyny B na komoérki nerwowe poddane hipoksji

i ischemii

W celu poglebienia wiedzy na temat neuroprotekcyjnego mechanizmu dziatania
amorfrutyny B, w pierwotnych hodowlach mysich neuronéw wykonano test zywotnosci
AlamarBlue oraz oznaczenie poziomu neurodegeneracji przy pomocy Fluoro-Jade C. Test
AlamarBlue wykazal, Ze podanie amorfrutyny B (1, 5 i 10 pM) po 6 godzinach
od zainicjowania uszkodzenia hipoksyjnego oraz ischemicznego, wpltywa ochronnie
na komorki nerwowe zwigkszajac ich zywotnos¢. Biorgc pod uwage fakt, ze w publikacji
Wnuk, Przepidrska i wsp. (2021) wykazano toksyczno$¢ amorfrutyny B w stezeniu 10 uM
dla komorek nerwowych w warunkach normoksyjnych, uzyskany w tym przypadku wynik
testu AlamarBlue dla stezenia 10 uM moze by¢ niespecyficzny. Po wybraniu najnizszych
efektywnych stezen substancji (1 1 5 uM) wykonano oznaczenia z uzyciem Fluoro-Jade C
dowodzac, ze amorfrutyna B obniza poziom neurodegeneracji. Jednoczesne podanie
amorfrutyny B oraz GW9662 (antagonista receptora PPARY) spowodowato wzrost poziomu
neurodegeneracji, co potwierdza zaangazowanie PPARy w neuroprotekcyjne wiasciwosci

amorfrutyny B.

5. Podsumowanie uzyskanych wynikow badan

Otrzymane przeze mnie wyniki po raz pierwszy dowiodly, ze amorfrutyna B hamuje wywotang
hipoksja oraz ischemig aktywacj¢ mikrogleju poprzez zmiang fenotypu z prozapalnego ,,M1”
na przeciwzapalny ,,M2”, a takze normalizacj¢ potencjatu proliferacyjnego i1 kontrole statusu
metabolicznego komodrek. Substancja ta hamuje zalezny od szlaku PPARY stan zapalny, a takze
zmienia morfologi¢ komoérek z ameboidalnego mikrogleju ,,M1” na bardziej rozgateziony
fenotyp mikrogleju ,,M2”. Amorfrutyna B normalizuje zwigkszong w wyniku hipoksji
iischemii aktywno$¢ metaboliczng mikrogleju, redukuje potencjat proliferacyjny komorek
oraz kontroluje  funkcje mitochondriow poprzez obnizanie czynnika BCL2/BCL2
1 normalizacj¢ blonowego potencjatu mitochondrialnego komorek. Zdolno$¢ amorfrutyny B
do ochrony neurondéw oraz modulacji aktywacji mikrogleju sprawia, ze substancja ta staje

si¢ obiecujagcym kierunkiem w rozwoju farmakoterapii niedotlenienia i niedokrwienia mozgu.
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DYSKUSJA

Niedotlenienie oraz niedokrwienie mozgu to zaburzenia wynikajace z niewystarczajacego
doptywu natlenowanej krwi i1 sktadnikow odzywczych do tkanki moézgowej, prowadzace
do uszkodzenia neuronow i groznych konsekwencji w obrebie funkcjonowania osrodkowego
uktadu nerwowego. Wysoka $miertelnos¢ zarowno osob dorostych po udarze niedokrwiennym,
jak 1 noworodkow w wyniku niedotlenienia okoloporodowego wynika z braku efektywnych,
a jednoczesnie bezpiecznych lekdw, ktore posiadatyby szerokie okno terapeutyczne. Ostatnie
dane wskazujg na PPARy jako interesujacy punkt uchwytu w leczeniu nie tylko schorzen
metabolicznych, ale takze chorob neurodegeneracyjnych w tym udaru moézgu czy choroby
Alzheimera. Dotychczasowe niepowodzenia badan klinicznych w leczeniu chordb
neurodegeneracyjnych z uzyciem agonistow receptora PPARy z grupy TZD, wynikaly gléwnie
z ryzyka wystgpienia powaznych dziatah niepozadanych m.in. hepatotoksycznosci
czy kardiotoksycznosci. Co wigcej, czesciowe wycofanie stosowanych w leczeniu cukrzycy
TZD sktonito naukowcow do zmiany podejscia w sposobie aktywacji receptora PPARy
i poszukiwania ligandow nowej generacji. Uwaga badaczy skupita si¢ na selektywnej
modulacji receptora, wywolujacej specyficzne efekty w roznych tkankach poprzez unikalne
zmiany konformacyjne receptora i selektywne wigzanie kofaktoréw. Substancje te zachowuja
dzieki temu przeciwcukrzycowag skuteczno$¢ TZD, minimalizujac jednocze$nie ryzyko
wystgpienia skutkow ubocznych. Przyktadem substancji z grupy SPPARYM jest amorfrutyna B,
ktora wystepuje jako produkt naturalnego pochodzenia oraz selektywnie moduluje aktywnos¢
receptora PPARy. Ostatnie badania z wykorzystaniem mysiego modelu insulinooporno$ci
wykazaly, ze substancja ta poprawia wrazliwo$¢ na insuling, zwigksza tolerancje¢ glukozy
oraz redukuje stluszczenie watroby wywolane dieta wysokotluszczowa. Dotychczas
nie podjeto prob wykorzystania amorfrutyny B do ochrony komorek nerwowych
przed uszkodzeniem hipoksyjno-ischemicznym. Jednak bezpieczny profil farmakologiczny
amorfrutyny B oraz selektywny sposéb dziatania sugeruja, ze ta substancja moze stanowié
doskonate narzgdzie do wybiorcze] modulacji szlaku sygnatowego receptora PPARy celem
wywotywania neuroprotekcji. Z tego powodu zaprezentowany cykl przeprowadzonych
przeze mnie badan dotyczyt weryfikacji ochronnego potencjalu amorfrutyny B
w komorkowych  modelach udaru  niedokrwiennego mozgu oraz niedotlenienia
okotoporodowego, z wykorzystaniem pierwotnych hodowli komdrek kory moézgowej myszy
in vitro. Co wigcej, moje badania zostaty poszerzone o sprawdzenie potencjatu amorfrutyny B

w modulacji odpowiedzi immunologicznej z uzyciem komodrek ludzkiego mikrogleju
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(linia HMC3) we wspomnianych modelach. Wykorzystane modele do§wiadczalne pozwolity
na wieloaspektowg analiz¢ mechanizméw dziatania amorfrutyny B, stanowigc réwnoczesnie
punkt wyjscia do kolejnych badan. W dalszej perspektywie terapeutyczny efekt dzialania
amorfrutyny B powinien zosta¢ potwierdzony na zwierzecych modelach udaru moézgu i asfiks;ji
okotoporodowej, co moze przyblizy¢ decyzje o podjeciu prob klinicznych z uzyciem

tej substancji.

Dyskusja wynikow uzyskanych z wykorzystaniem mysich neuronéw kory mozgowej

Modele

W publikacjach stanowigcych podstawe mojej rozprawy doktorskiej wykorzystano modele
hipoksji oraz ischemii in vitro, ktore polegaty na poddaniu mysich komorek nerwowych kory
moézgowe] 6-godzinnemu niedotlenieniu (hipoksja) lub 6-godzinnemu niedotlenieniu
z deficytem glukozy (ischemia), a nastgpnie przywrdceniu warunkow poczatkowych
w procesie reoksygenacji trwajacym 18 godzin. Wybor kory moézgowej jako obszaru
zainteresowan w naszych eksperymentach wynikal z faktu, ze w rdzeniu uszkodzenia mozgu
jako pierwsze umieraja neurony warstwy korowej, czyli obszaru kluczowego dla koordynacji
ruchowej oraz proceséw poznawczych (Butler i Chiong, 2019; Kalinichenko i wsp., 2022,
2023). Dodatkowo, to wiasnie zaburzenia krazenia mozgowego przedniego, zaopatrujacego
kor¢ mozgowa w tlen i niezbedne substancje odzywcze, sg przyczyna 70-80% wszystkich
ostrych udaré6w niedokrwiennych moézgu (Haluiskova i wsp., 2021; Javed i Das, 2023).
Wykorzystanie zarowno modeli hipoksji, jak i1 ischemii przy modelowaniu niedotlenienia
okotoporodowego 1 udaru niedokrwiennego moézgu jest zasadne szczegdlnie ze poczatkowy
etap asfiksji okotoporodowej stanowi hipoksja, ktora nastgpnie moze doprowadzi¢ do ischemii,
wywolanej uposledzeniem pracy serca. Przeprowadzone przeze mnie analizy dowiodty,
ze zardwno hipoksja, jak 1 ischemia wywotuja wzrost poziomu LDH i stopnia neurodegeneracji
oraz obnizajg zywotnos¢ komorek nerwowych, co jest zblizone do obserwacji innych badaczy
wykorzystujacych te testy biochemiczne w modelach uszkodzen hipoksyjno-ischemicznych
mozgu in vitro 1 in vivo (Baudel 1 wsp., 2017; Gamdzyk i wsp., 2018; Chen 1 wsp., 2019).
Ponadto adekwatno$¢ zastosowanych przeze mnie modeli zostala potwierdzona
poprzez wykazanie udzialu mechanizméw zaangazowanych w patogeneze niedotlenienia
okotoporodowego oraz udaru niedokrwiennego modzgu tj. stresu oksydacyjnego, apoptozy

1 autofagii (Wu 1 wsp., 2014; Sekerdag 1 wsp., 2018; Campbell i wsp., 2019; Mollet 1 wsp.,
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2022; Okazaki 1 wsp., 2023). W moich badaniach hipoksja i ischemia spowodowaty wzrost
poziomu ROS oraz uszkodzen oksydacyjnych DNA/RNA neurondéw, co jest zgodne
z podwyzszonym poziomem 8§-OHdG stwierdzonym w surowicy pacjentdow z udarem
niedokrwiennym moézgu (Lorente i wsp., 2021). Silna korelacja migdzy wysokim poziomem
zaleznych od ROS uszkodzen DNA i1 zwigkszonym ryzykiem $mierci pacjentow po udarze

moézgu wskazuje na kluczowa role stresu oksydacyjnego w patomechanizm neurodegeneracji.

Udzial zaleznych od apoptozy i autofagii szlakow sygnatowych w rozwoju uszkodzen
wywotanych niedotlenieniem/niedokrwieniem mozgu zostal potwierdzony w wielu badaniach
(Hee Han i wsp., 2002; Rzemieniec 1 wsp., 2015, 2016, 2020; Thornton i wsp. 2017; Shvedova
1 wsp., 2018; Park 1 wsp., 2019; Uzdensky 2019; Corti i wsp., 2020; Vahsen i Lingor, 2021).
W pracy Przepiorska i wsp. (2023) udowodnitam zaangazowanie procesOw apoptozy
1 autofagii w uszkodzenia hipoksyjno-ischemiczne dzigki wykazaniu, ze specyficzne inhibitory
wymienionych procesOw zmniejszaja neurotoksyczno$¢. Ponadto w zastosowanych
przeze mnie komorkowych modelach uszkodzen stwierdzitam obnizenie btonowego potencjatu
mitochondrialnego, formowanie skupisk heterochromatyny oraz wzrost ekspresji czynnikow
proapoptotycznych, co jest zgodne z obserwacjami innych naukowcow. Formowanie skupisk
heterochromatyny jest markerem poczatkowego stadium apoptozy, a obnizenie blonowego
potencjalu mitochondrialnego w plynie mozgowo-rdzeniowym pacjentow po udarze
krwotocznym wigze si¢ z gorszymi rokowaniami powrotu do zdrowia (Jiao 1 wsp., 2005; Liu
F. 1 wsp., 2018). Zlozono$¢ mechanizmdéw autofagii podczas neurodegeneracji sprawia, ze rola
tego procesu w odpowiedzi na uszkodzenie hipoksyjno-ischemiczne wcigz stanowi obiekt
intensywnych badan naukowych (Shi i wsp., 2021). Obserwowane w naszych modelach
doswiadczalnych nasilone formowanie autofagolizosoméw, czyli pecherzykdéw powstajacych
na drodze fuzji autofagosomow z lizosomami w koncowym etapie autofagii oraz zwigkszona
ekspresja czynnikow zwigzanych z autofagia przemawiaja za aktywna rolg tego procesu
w patologii niedotlenienia i niedokrwienia mézgu (Yu i wsp., 2018). Kolejnym dowodem
potwierdzajacym, ze zastosowane przeze mnie modele uszkodzen hipoksyjno-ischemicznych
in vitro odzwierciedlajg w duzym stopniu warunki niedotlenieniowo-niedokrwienne in vivo
jest wzrost ekspresji Hifla/HIF1la, czyli markera zmian poziomu tlenu w komorkach
i tkankach, ktorego poziom znacznie wzrasta w odpowiedzi na deficyty tlenu lub tlenu

1 glukozy (Ramamoorthy i Shi, 2014; Sakai i wsp., 2022).
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Patogeneza niedotlenienia i1 niedokrwienia moézgu obejmuje kilka etapow, takich jak:
i. faza ostra, podczas ktorej komorki nerwowe umieraja w wyniku ekscytotoksycznosci, stresu
oksydacyjnego i1 apoptozy, ii. reperfuzja, podczas ktoérej wystepuje wtorne uszkodzenie
komorek wywolane przez stres oksydacyjny i procesy zapalne, iii. faza przebudowy,
ktora polega na reorganizacji tkanki 1 trwa nawet kilka tygodni po epizodzie hipoksyjno-
ischemicznym (Lapchak 1 Zang, 2017; Kleuskens i wsp., 2021; Pang i wsp., 2021).
Opracowanie nowoczesnej terapii niedotlenieniowo-niedokrwiennych uszkodzen moézgu
wymaga kompleksowego podejscia. Z tego powodu w badaniach zrealizowanych w ramach
niniejszej rozprawy doktorskiej rozpoznano mechanizmy dzialania amorfrutyny B
z uwzglednieniem réznych aspektéw patofizjologii niedotlenienia okotoporodowego i udaru
niedokrwiennego mozgu, zwlaszcza procesOw $mierci komorek nerwowych na drodze
apoptozy, autofagii, a takze stresu oksydacyjnego i1 zaangazowania zaleznych od mikrogleju

procesOéw zapalnych.

Neuroprotekcja i PPARy

W przedstawionych w rozprawie doktorskiej badaniach dokonano oceny neuroprotekcyjnych
wiasciwosci amorfrutyny B w paradygmacie pourazowym (post-treatment), kiedy to substancja
byla podawana po 6 godzinach od indukowanego hipoksja lub ischemig uszkodzenia komorek
nerwowych. Do czasu naszych badan, wiedza na temat dzialania amorfrutyny B byla
ograniczona do jej wilasciwosci w kontekscie chorob metabolicznych. Nie istniaty
opublikowane dane wskazujace na neuroprotekcyjny potencjat dziatania tej substancji. Badania
in vitro oraz in vivo wskazaly, ze amorfrutyna B aktywuje PPARy w specyficznych miejscach
wigzania receptora, co pozwala na selektywna regulacj¢ transkrypcji okreslonego podzbioru
gendw 1 indukowanie unikalnych efektow tkankowych, bez wywotywania dziatan
niepozadanych (Chen i wsp., 2018). Dotychczasowe badania wykazaly rowniez, ze
amorfrutyna B znaczaco redukuje insulinooporno$¢, sttuszczenie watroby i1 dyslipidemie
poprzez selektywna modulacje receptora PPARy. Co wigcej, wykazano jej wihasciwosci
przeciwbakteryjne 1 przeciwzapalne (Weidner 1 wsp., 2013; Lavecchia 1 Di Giovanni, 2015;
Fuhriwsp., 2015; Liu S. i wsp., 2018; Xu i wsp., 2018). Wyniki stanowigce podstawe niniejsze;j
rozprawy doktorskiej po raz pierwszy wskazaly na ochronne wlasciwosci amorfrutyny B w
komorkach nerwowych narazonych na uszkodzenia hipoksyjno-ischemiczne. Amorfrutyna B
podana nawet kilka godzin po zainicjowaniu uszkodzeniu obnizata poziom neurodegeneracji i

poprawiata zywotno$§¢ komorek nerwowych, co zostalo stwierdzone przy uzyciu testow,
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odpowiednio, MTT i LDH. Z wyjatkiem wynikow uzyskanych w ramach niniejszej rozprawy,
nie ma danych na temat efektow dzialania amorfrutyny B w modelach neurodegeneracji
wywotanej hipoksja lub ischemig. Do czasu naszych badan, neuroprotekcyjne wiasciwosci
substancji z grupy SPPARYM potwierdzono na przyktadzie syntetycznej substancji INT-131,
ktora ograniczala toksyczne dziatanie B-amyloidu w szczurzych neuronach w hodowli
pierwotnej in vitro (Godoy 1 wsp., 2017; Govindarajulu i wsp., 2018). W moich badaniach,
dzieki zastosowaniu selektywnego antagonisty PPARY oraz wyciszeniu genu kodujacego Pparg
przy uzyciu specyficznego siRNA dowiodtam, ze neuroprotekcyjne wihasciwosci
amorfrutyny B ujawniajg si¢ w wyniku aktywacji receptora PPARy. Mniej jednoznaczne
wyniki dotyczyly ekspresji receptora PPARy oraz zwigzanych z nim czynnikow PGCla
oraz ADIPOQ. Podobnie jak w naszych badaniach, wzrost ekspresji receptora PPARy
pod wptywem hipoksji i ischemii obserwowali Victor i wsp. (2006) oraz Cai i wsp. (2018).
Z badan in vivo wynika, Ze najwyzszy poziom ekspresji tego receptora stwierdza
si¢ po 24 godzinach od zainicjowania niedokrwienia w modelu MCAO, co sugeruje mozliwy
mechanizm kompensacyjny w odpowiedzi na zmniejszong aktywnos$¢ wigzania DNA-PPARYy
lub tez zwigkszong ekspresje czynnika HIFla, ktory aktywuje transkrypcje PPARYy
w warunkach deficytu tlenu (Krishnan i wsp., 2009). Wyniki zaprezentowane w opisowe]
czgsci rozprawy doktorskiej oraz publikacji Wnuk, Przepiorska i wsp. (2021) wykazaty,
ze amorfrutyna B wywoluje dwukierunkowe efekty tj. wzrost ekspresji PPARy w modelu
hipoksji oraz zmniejszenie ekspresji PPARy w modelu ischemii. Powszechnie uwaza sie,
ze agonisci receptora PPARY tacy jak pioglitazon czy rozyglitazon wywotuja neuroprotekcje
wskutek wzrostu ekspresji PPARy. Nasz odmienny wynik w modelu ischemii moze by¢
efektem zaburzonej homeostazy energetycznej i zmniejszonej tolerancji neurondéw
na przywrocenie wyjsciowego poziomu glukozy (Lu 1 wsp., 2012; Ahn 1 Lim, 2019).
Nieoczekiwanym efektem byta rowniez cytoplazmatyczna lokalizacja receptora PPARy
w odpowiedzi na uszkodzenie komoérek nerwowych 1 dzialanie amorfrutyny B,
co przypuszczalnie mozna ttumaczy¢ dynamicznym transferem jagdrowo-cytoplazmatycznym
receptora PPARy w zwigzku ze wzrostem wewnatrzkomorkowego stezenia jonéw wapnia
w wyniku hipoks;ji 1 ischemii (Umemoto 1 Fujiki, 2012). W naszych badaniach amorfrutyna B
nie wptywata na poziom ekspresji koaktywatora PPARy (PGCla) 1 czynnika aktywowanego
przez PPARy (ADIPOQ), lecz obnizata poziom ekspresji HIF 1o w modelu hipoksji. Ten ostatni
wynik sugeruje neuroprotekcyjny mechanizm dzialania amorfrutyny B oparty na hamowaniu

procesu apoptozy i stresu oksydacyjnego (Vetrovoy 1 wsp., 2020).
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Stres oksydacyjny, apoptoza, autofagia

Na podstawie wynikéw przedstawionych w opisowe] czg¢sci rozprawy doktorskiej
i opublikowanych przez Wnuk, Przepiorska i wsp. (2021) wykazano, ze zastosowanie
amorfrutyny B po 6 godzinach od uszkodzenia komorek nerwowych wigzato si¢ zhamowaniem
indukowanego hipoksja oraz ischemig stresu oksydacyjnego, co stwierdzono na podstawie
redukcji poziomu ROS oraz markera oksydacyjnych uszkodzen DNA/RNA, 8-OHdG.
Substancjg o wlasciwosciach przeciwutleniajacych, zblizonych do wiasciwosci amorfrutyny B,
jest edarawon, ktory w badaniach klinicznych obnizat zawarto$¢ 8-OHdG w moczu pacjentow
z udarem mozgu. Neuroprotekcyjny potencjat edarawonu byt podstawa do jego zatwierdzenia
w leczeniu ostrego udaru niedokrwiennego w Japonii (Nakajima i wsp., 2012). Co wiecej,
Hwang 1 wsp. (2021) zaobserwowali, ze zmniejszenie poziomu ROS w zwierzgcym modelu
fototrombozy przyczynito si¢ do poprawy funkcji mitochondriow oraz zmniejszenia deficytow
neurologicznych. Podobnych obserwacji dokonano w prezentowanych obecnie badaniach
(Przepiorska i wsp., 2023), gdzie wraz z przywroceniem przez amorfrutyne B podstawowego
poziomu ROS nastgpito zwigkszenie btonowego potencjalu  mitochondrialnego
1 przypuszczalnie w konsekwencji poprawa funkcji mitochondriéw. Omawianym efektom
towarzyszylo ograniczenie formowania skupisk heterochromatyny, obnizenie ekspresji
czynnikdw proapoptotycznych oraz wzrost poziomu antyapoptotycznego biatka BCL2.
Podobny mechanizm neuroprotekcji opisano wcze$niej na przykladzie telmisartanu,
czyli niespecyficznego SPPARYM, ktory hamowat apoptoze wywotang niedoborem czynnikow
odzywczych (deficyt suplementu B27) poprzez wzrost poziomu BCL2, co zachodzilo
z udziatem PPARY (Pang i wsp., 2014). W moich badaniach amorfrutyna B obnizata ekspresj¢
czynnikdw zewnetrznej Sciezki apoptotycznej (FAS/FASL), co sugeruje duzo szerszy zakres
jej efektow biologicznych poprzez m.in. hamowanie dlugotrwatych proceséw zapalnych
zwigzanych z niedokrwieniem mézgu (Niu i wsp., 2012). Wobec tego amorfrutyna B wykazuje
potencjat neuroprotekcyjny poprzez hamowanie wywotanej hipoksja i ischemia apoptozy,
co ma istotne znaczenie translacyjne dla badan nad nowymi terapiami chronigcymi uktad
nerwowy przed uszkodzeniami moézgu. Plejotropowy mechanizm ochronnego dziatania
amorfrutyny B zostal nastepnie zbadany w kontek$cie autofagii, ktora podobnie jak stres
oksydacyjny czy apoptoza moze wptywac na dalszy los komoérek nerwowych narazonych
na niedotlenienie czy niedokrwienie (Wang i wsp., 2018). Wyniki badan przedstawione
w publikacji Przepiorska i wsp. (2023) dowodza, ze amorfrutyna B hamuje wywolang

hipoksja oraz ischemig autofagocytozg, czego przejawem jest spadek poziomu
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autofagolizosomow, czyli struktur subkomoérkowych odgrywajacych kluczowa role
na koncowym etapie autofagii (Zhu i wsp., 2024). Rola procesu autofagii w niedotlenieniowo-
niedokrwiennych uszkodzeniach moézgu budzi kontrowersje. Szereg danych wskazuje
na korzystng role autofagii w udarze mdzgu, gdzie moze ona przypuszczalnie pehnic¢ funkcje
adaptacyjng poprzez degradacje uszkodzonych organelli (Qi 1 wsp., 2015; Dai i wsp., 2017).
Jednak wiele badan wskazuje na szkodliwe skutki autofagii podczas udaru moézgu,
przy czym hamowanie tego procesu moze rdéwnocze$nie hamowaé apoptoz¢ komorek
nerwowych (Koike 1 wsp., 2008; Jiang i wsp., 2017). Zidentyfikowany w obecnej rozprawie
mechanizm dzialania amorfrutyny B przypomina mechanizm dziatania melatoniny,
ktora wywotuje neuroprotekcje w zwierzecym modelu MCAO poprzez hamowanie autofagii
i apoptozy (Zheng i wsp., 2014). Szczegodlnie ciekawym wynikiem jest utrata ochronnego
potencjatu amorfrutyny B podczas wyciszenia ekspresji Becnl przy pomocy specyficznego
siRNA, zaréwno w komoérkach poddanych hipoksji, jak 1 ischemii. Wytlumaczeniem
tego zjawiska moze by¢ spadek ekspresji PPARy obserwowany u myszy z nokautem genu
Becnl w adipocytach (Son i wsp., 2020), co sugeruje istnienie zaleznosci migedzy receptorem
PPARy i BECNI. W kontekscie badan prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy,
wyciszenie Becnl moze si¢ wigza¢ z uposledzeniem szlaku sygnatowego PPARy 1 w dalszej
konsekwencji utrata neuroprotekcyjnych wilasciwosci amorfrutyny B. Podsumowujac,
amorfrutyna B chroni komoérki nerwowe przed uszkodzeniem wywotanym hipoksja
oraz ischemig, a jej mechanizmy dziatania opierajg si¢ na ograniczeniu stresu oksydacyjnego
oraz hamowaniu proceséw apoptozy i autofagii. Silne efekty neuroprotekcyjne amorfrutyny B
sktaniajg do wykorzystania tej substancji w opracowaniu nowej terapii, ktora bedzie skutecznie
hamowa¢ patomechanizmy zwigzane z niedotlenieniem i1 niedokrwieniem modzgu, nawet

gdy potencjalny lek zostanie podany wiele godzin od wystgpienia uszkodzenia.

Mechanizmy epigenetyczne

Oprocz stresu oksydacyjnego oraz proceséw apoptozy i1 autofagii, patofizjologia niedotlenienia
1 niedokrwienia moézgu obejmuje trwate zaburzenia ekspresji gendéw, co ma zwigzek
ze zmianami w epigenetycznym profilu komoérek nerwowych i metylacja DNA, modyfikacjami
histonéw 1 aktywnoscig miRNA (Bustelo 1 wsp., 2020; Peng 1 wsp., 2022). Ostatnie badania
ujawnity, ze zwigzki naturalnego pochodzenia, takie jak kurkumina, resweratrol czy galusan
epigallokatechiny, potrafig regulowac epigenetyczny status komorek nerwowych i w ten sposéb

wywiera¢ korzysci zdrowotne m.in., w leczeniu udaru mozgu, choroby Alzheimera

62



oraz choroby Parkinsona (Kalani 1 wsp., 2015; Martinez-Iglesias 1 wsp., 2023; Wang 1 wsp.,
2023). Do grupy wspomnianych substancji nalezy amorfrutyna B, ktora wedtug wynikow
wchodzacych w sktad opisowej czesci niniejszej rozprawy doktorskiej (Wnuk, Przepiorska
i wsp., 2021) oraz rezultatow przedstawionych w publikacji Przepiorska i wsp., 2023, hamuje
wywotane hipoksjg oraz ischemig uszkodzenia neuronéw, przy jednoczesnym indukowaniu
zmian epigenetycznych w komoérkach. Wykazano, ze amorfrutyna B obniza wywolany hipoksja
wzrost aktywnos$ci sirtuin, a takze zwigksza aktywnos$¢ acetylotransferaz histonowych
zarowno w warunkach hipoksyjnych, jak 1 ischemicznych. Sirtuiny sg grupg enzymow,
ktore poprzez wptyw na ekspresje szeregu gendéw mogg bra¢ udzial w przeciwstawnych
procesach komorkowych i w ten sposob promowa¢ neuroprotekcje lub przyczyniaé
si¢ do uszkodzenia neuronéw (Verma i wsp., 2019; Liu i wsp., 2023). Wedtug Khoury i wsp.
(2018) obnizenie aktywno$ci specyficznej podgrupy sirtuin hamuje autofagie (SIRT6)
lub tez redukuje stres oksydacyjny (SIRT2, SIRT3), co pozwala powigza¢ hamowanie
aktywno$ci sirtuin z neuroprotekcyjnym dzialaniem amorfrutyny B w warunkach
niedotlenienia. Z kolei wzrost aktywnosci HAT przez amorfrutyn¢ B w hipoksji i ischemii moze
mie¢ zwigzek z promowaniem wzrostu neurytéw i stymulacjg mechanizmu transkrypcyjnego
zwigzanego z neurogeneza (Gaub i1 wsp., 2010). Badacze Lanzilotta i wsp. (2013), poczynili
podobne obserwacje do naszych wskazujac na wywotane przez deficyt tlenu i glukozy
obnizenie acetylacji histonu H3 i brak zmian w aktywnos$ci HDAC w pierwotnych komoérkach
nerwowych myszy. Zmiany te wynikaty z zaburzen energetycznych oraz zmniejszenia poziomu
acetylo-CoA, czyli kluczowego substratu dla HAT. Zatem wzrost aktywnosci HAT
w odpowiedzi na amorfrutyng B moze mie¢ zwigzek z poprawa, zaréwno funkcji
mitochondridow, jak i bilansu energetycznego komoérek nerwowych narazonych na hipoksje
oraz ischemig. Przedstawione wyniki (Przepiorska i wsp., 2023) po raz pierwszy wskazuja
na zdolnos$¢ amorfrutyny B do regulacji poziomu metylacji poszczegolnych genéw zwigzanych
z procesami apoptozy i autofagii. Hipermetylacja wysp CpG w obrgbie promotora genu zwykle
prowadzi do utraty ekspresji genoéw, a liczne badania potwierdzaja znaczenie tych zmian
w roznicowaniu komorek nerwowych, a takze rozwoju uszkodzeh moézgu wywolanych
niedotlenieniem i niedokrwieniem (Cholewa-Waclaw 1 wsp., 2016; Choi 1 wsp., 2022; Cullell
1wsp., 2022). Mozemy przypuszcza¢, ze zmiany w poziomie metylacji tj. hipermetylacja
obszaru promotora genu Bax w ischemii oraz hipometylacja regionu promotorowego genu Bc/2
w hipoksji, s3 odpowiedzialne za spadek ekspresji BAX oraz wzrost ekspresji BCL2
w odpowiedzi na amorfrutyng B. Z kolei hipermetylacja regionow promotorowych genow

Maplic3b, Atg7 oraz Becnl nie mialty wplywu na poziom ekspresji czynnikow zwigzanych
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z autofagig, co moze sugerowaé inne mechanizmy regulacyjne amorfrutyny B w warunkach
hipoksyjnych i ischemicznych. Coraz wigcej danych sugeruje zwigzek pomiedzy wzorcami
metylacji specyficznych genow a wystepowaniem chorob neurodegeneracyjnych. Przyktadowo
niedobor witaminy B powoduje hipometylacje GSK3f u pacjentow z choroba Alzheimera,
co w konsekwencji prowadzi do zwigkszenia ekspresji tego czynnika, fosforylacji tau
itworzenia splatkow neurofibrylarnych (Nicolia i wsp., 2010). Zblizone zmiany do tych
obserwowanych w naszych badaniach zostaly udokumentowane w wyniku suplementacji
witaming B12, ktora przywraca wzorce metylacji DNA specyficznych gendéw 1 w ten sposob
chroni przed neurodegeneracja (Lauer i1 wsp., 2022). Oprocz wyzej wymienionych
mechanizmow modulujacych transkrypcje genow, miRNA, znane réwniez jako mate,
niekodujagce RNA stanowig potencjalne biomarkery umozliwiajace wczesne wykrycie udaru
mozgu (Mens 1 wsp., 2021). Badania eksperymentalne wykazaty, ze inhibitory miRNA, czyli
antagomiry, moga zmniejsza¢ uszkodzenia tkanki moézgowej w warunkach niedokrwienia,
blokujac miRNA odpowiedzialne za obnizenie ekspresji gendow antyapoptotycznych
1 zapobiegajac w ten sposob apoptozie neurondéw (Xu, Ouyang i wsp., 2015). W pracy
Przepiorska i wsp. (2023) po raz pierwszy udowodniono, ze jednym z mechanizmow dziatania
amorfrutyny B jest normalizacja pozioméw miRNA regulujacych proces apoptozy,
a jednocze$nie bedacych markerami niedotlenienia lub niedokrwienia mozgu. Analiza
mikromacierzy ujawnita, ze wywotane hipoksja zmiany w ekspresji 21 miRNA byly odwrotnie
regulowane w odpowiedzi na amorfrutyng B, a modyfikacje te dotyczyly m.in. hamowania
ekspresji miR-144-3p, miR-16-5p, miR-106b-5p czy miR-145-5p. Wyniki innych grup
badawczych dowiodly, ze zastosowanie antagomira wobec miR-106b-5p tagodzi uszkodzenie
wywotane MCAO poprzez hamowanie apoptozy i stresu oksydacyjnego, a blokowanie miR-
145-5p zmniejsza uszkodzenia neurondw poprzez hamowanie osi miR-145-5p/NURR1/TNF-a
w ostrej fazie MCAO u szczurow (Li1wsp., 2017; Xieiwsp., 2017). Z kolei zmiany w ekspresji
9 miRNA wywotane ischemia byty odwrotnie regulowane przez amorfrutyn¢ B, a dotyczyly
one miedzy innymi let-7c-5p, miR-34c-5p oraz miR-98-5p. Inne grupy badawcze réwniez
wykazaty nadekspresje wspomnianych miRNA, co bylo skorelowane ze zmniejszeniem
uszkodzen mdzgu poprzez hamowanie apoptozy u myszy poddanych MCAO (Ni i wsp., 2015;
Yu i wsp., 2021; Tu 1 Hu, 2021). Mozna zatem przypuszczaé, ze regulacja ekspresji miRNA
stanowi wazny mechanizm neuroprotekcyjnego dzialania amorfrutyny B wobec uszkodzen
hipoksyjno-ischemicznych. Uzyskane wyniki sugeruja, ze poprzez odwracanie zmian
epigenetycznych w komodrkach nerwowych 1 precyzyjne celowanie w okreslone

patomechanizmy niedotlenienia oraz niedokrwienia mézgu amorfrutyna B moze stanowic
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unikalne narzedzie stuzace poprawie farmakoterapii udaru niedokrwiennego mozgu

i/lub niedotlenienia okotoporodowego.

Dyskusja wynikow uzyskanych z wykorzystaniem ludzkiej linii mikrogleju HMC3

Modele

Na kolejnym etapie badan wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej dokonano oceny
zdolnosci amorfrutyny B do modulacji odpowiedzi immunologicznej z wykorzystaniem
ludzkiej linii mikrogleju HMC3 (Przepiérska-Dronska i wsp., 2024). Linia HMC3 wykazuje
ekspresje specyficznych dla mikrogleju markeréw, zachowuje funkcje immunologiczne, a takze
reaguje na stymulanty takie jak LPS, poprzez uwalnianie czynnikéw zapalnych (Dello Russo
1wsp., 2018; Rai i wsp., 2020; Baek 1 wsp., 2021). Mikroglej to rezydentne komorki
odporno$ciowe, ktore biora udziat w odpowiedzi zapalnej, stanowiac pierwsza lini¢ obrony
podczas standw patologicznych takich jak niedotlenienie i niedokrwienie moézgu (Ochocka
1 Kaminska 2021; Li1 wsp., 2020). Obecnie uwaza si¢, ze mikroglej moze wywiera¢ szkodliwy
lub korzystny wptyw na funkcjonowanie centralnego ukladu nerwowego, prezentujac,
odpowiednio, prozapalny fenotyp ,,M1” lub przeciwzapalny fenotyp ,,M2”. Coraz czgsciej
postulowana jest bardziej ztozona, tzw. dynamiczna koncepcja mikrogleju z szerszym spektrum
fenotypow. Natomiast stosowana w obecnej rozprawie doktorskiej binarna koncepcja ,,M1/M2”
stanowi uproszczong terminologie, ktora mimo wszystko wcigz jest powszechnie uzywana
w literaturze naukowej (Paolicelli i wsp., 2022). Odpowiedz immunologiczna mikrogleju
na hipoksje/ischemi¢ wykazuje dynamiczny charakter, trwajac od kilku godzin do nawet kilku
dni, przy czym parametry zwigzane z aktywacja oraz proliferacjg mikrogleju osiggaja wartosci
szczytowe 1-4 dni po udarze mozgu (Yenari i wsp., 2010; DeLong 1 wsp., 2022; Fan 1 wsp.,
2023). W badaniach wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej potwierdzono te obserwacje
1 wykazano, ze zar6wno hipoksja, jak i ischemia aktywuja mikroglej poprzez zmiang¢ fenotypu
komorek na prozapalny ,MI1” oraz wzrost aktywno$ci metabolicznej 1 potencjatu
proliferacyjnego komorek. Analiza immunofluorescencyjna wykazata wywotany hipoksja
oraz ischemig wzrost poziomu IBA1, czyli biatka biorgcego udzial w reorganizacji struktury
komorek mikrogleju, bedacego zarazem markerem aktywacji mikrogleju. Ponadto z moich
badan wynika, Ze hipoksja/ischemia zwigksza aktywno$¢ kaspazy-1 i ekspresje czynnikow
prozapalnych (/ILIB lub TNFA), przy jednoczesnym zmniejszeniu poziomu czynnika

przeciwzapalnego (/L10/IL-10). Podobne efekty byly wcze$niej obserwowane w mysim
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modelu MCAO, gdzie stwierdzono zwickszong aktywnos$¢ kaspazy-1, profil uwalniania
cytokin prowadzacy do stanu zapalnego i prozapalny fenotyp ,,M1” mikrogleju (Li i wsp.,
2019). Kluczowymi wskaznikami aktywacji komoérek mikrogleju s3a jego parametry
morfometryczne, takie jak stopien rozgalezienia czy powierzchnia ciala komorki.
Transformacja z formy rozgatezionej do ameboidalnej zostata uznana jako kryterium zmiany
fenotypu ze stanu spoczynku do stanu aktywacji mikrogleju (Vidal-Itriago 1 wsp., 2022). Taylor
i Sansing. (2013) oraz Wittekindt i wsp. (2022) przedstawili, ze aktywacja mikrogleju jest silnie
powigzana ze zmiang morfologii komoérek w kierunku mniej rozgalezionych
1 przypominajgcych ksztatt ameboidalny, co skutkuje ich zwigkszonym rozmiarem. Z kolei inna
grupa badawcza powigzala wspomniane modyfikacje morfologiczne ze zwigkszona liczba
komoérek IBA1/BrdU pozytywnych, wskazujac jednocze$nie na wzrost potencjatu
proliferacyjnego mikrogleju w wyniku MCAO (Sapkota 1 wsp., 2017). Analogiczne rezultaty
uzyskano w pracy Przepiorska-Dronska i wsp. (2024), co wskazuje na aktywacje komorek
mikrogleju w zastosowanych modelach hipoksji oraz ischemii. Zmianom morfologicznym
i wzrostowi poziomu IBA1 towarzyszyl wzrost aktywno$ci metabolicznej i blonowego
potencjatu mitochondrialnego komorek, a takze zwickszona ekspresja mRNA 1 biatka
BCL2/BCL2. Powyzsze efekty sa w zgodzie z obserwacjami innych grup badawczych, ktore
wykazaty, ze stymulacja mikrogleju przez LPS lub w modelu autoimmunologicznego zapalenia
mézgu powodowata wzrost btonowego potencjatu mitochondrialnego i1 podwyzszenie
aktywnos$ci metabolicznej komorek, co interpretowano jako warunki sprzyjajace wytwarzaniu
ROS 1 reakcji zapalnej (Bauerfeld 1 wsp., 2012; Peruzzotti-Jametti i wsp., 2024). Podobnie
jak w moich badaniach podwyzszony poziom czynnika BCL2 stwierdzono wcze$niej
w komorkach glejowych szczuréw poddanych niedokrwieniu moézgu (Chen i wsp., 1997).
Badania sugeruja nowg role BCL2, ktora miataby polega¢ na stymulowaniu aktywnos$ci
metabolicznej 1 mitochondrialnej (Chen i Pervaiz, 2010), co mogloby thumaczy¢ obserwowany
w modelach hipoksji oraz ischemii wzrost ekspresji mRNA i poziomu tego biatka w komodrkach
mikrogleju. Niedobor tlenu oraz tlenu i glukozy wptywa na aktywacje i status energetyczny
komorek mikrogleju, a takze wywotuje zmiany w szlaku sygnatowym receptora PPARY, czyli
czynnika transkrypcyjnego, ktory jest jednym z glownych regulatorow profilu
immunologicznego mikrogleju (Jiang i wsp., 2020). Wykazano, ze wywotana LPS aktywacja
mikrogleju 1 niedokrwienie mézgu prowadza do obnizenia ekspresji PPARy w komorkach
mikrogleju (Bernardo i wsp., 2000; Xia i wsp., 2015). Podobny efekt stwierdzono w obecne;j
rozprawie, przy czym obnizeniu poziomu biatka PPARy towarzyszylo obnizenie ekspresji

jego genu PPARG, co przypuszczalnie wigzato si¢ z aktywacja mikrogleju pod wplywem
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hipoksji i1 ischemii. W zastosowanych modelach doswiadczalnych nastgpito rowniez obnizenie
poziomu PGCla, ktory jest istotnym kofaktorem transkrypcyjnym receptora PPARYy.
Na podstawie powyzszych badan mozna sugerowac, ze modulacja PPARy 1 powigzanych
z nim szlakéw sygnatowych np. przez amorfrutyng B moze regulowac¢ odpowiedz mikrogleju

1 w ten sposob stuzy¢ farmakoterapii niedotlenienia i niedokrwienia mézgu.

Aktywacja mikrogleju i procesy zapalne

Istotnie, wiele badan wskazuje na modulowanie profilu immunologicznego mikrogleju
jako kluczowy element ochrony moézgu przed uszkodzeniami niedotlenieniowo-
niedokrwiennymi (Wang i wsp., 2022; Bourget i wsp., 2022). W pracy Przepiérska-Dronska
i wsp. (2024) po raz pierwszy udowodniono, ze amorfrutyna B hamuje wywotang hipoksja
oraz ischemig aktywacj¢ mikrogleju poprzez zmian¢ jego fenotypu z prozapalnego ,,M1”
na przeciwzapalny ,,M2”. W niniejszej rozprawie wykazano, ze amorfrutyna B posiada
wlasciwos$ci przeciwzapalne o czym $wiadczy m.in. jej zdolno$¢ do hamowania aktywnosci
kaspazy-1, obnizania poziomu czynnika IBA1 oraz zmniejszania poziomu prozapalnej
ILIB/IL-1B, przy jednoczesnym zwigkszeniu poziomu przeciwzapalnej [L10/IL-10.
Doniesienia grupy badawczej Li i wsp. (2019) dowiodly, ze hamowanie kaspazy-1 w mysim
modelu MCAO wywotuje zmiang polaryzacji mikrogleju na przeciwzapalny ,,M2” i ogranicza
odpowiedz immunologiczng poprzez obnizanie ekspresji czynnikdéw prozapalnych.
Zatem mozna podejrzewac, ze hamowanie stanu zapalnego mikrogleju przez amorfrutyne B,
bedzie ograniczac obszar uszkodzenia i promowacé regeneracje tkanki moézgowej narazonej na
niedotlenienie lub niedokrwienie. Istnieja dowody, Ze obecnos¢ rozgatgzionej formy mikrogleju
$wiadczy o zahamowaniu jego aktywacji, czemu towarzysza efekty neuroprotekcyjne
w warunkach ekscytotoksyczno$ci indukowanej przez substancje NMDA (Vinet i wsp., 2012).
Postuluje, ze zwigkszenie stopnia rozgalezienia oraz zmniejszenie powierzchni komorek
mikrogleju przez amorfrutyng¢ B ma bezposredni zwigzek z jej zdolno$cia do hamowania
aktywacji mikrogleju w warunkach hipoksji oraz ischemii. Inni badacze wykazali, ze substancje
takie jak XQ-1H (pochodna ginkgolidu B), czy rthFGF21 (rekombinowany ludzki czynnik
wzrostu fibroblastow 21) wptywaja na zmian¢ fenotypu mikrogleju z prozapalnego
na przeciwzapalny w sposob zalezny od PPARy i w ten sposdob wywoluja neuroprotekcje
w eksperymentalnych modelach udaru niedokrwiennego mézgu (Liu R. i wsp., 2018; Dongxue
1 wsp., 2020). Podobne zmiany w szlaku sygnatlowym PPARy zaobserwowano w naszych

badaniach, gdzie przeciwzapalnemu dziataniu amorfrutyny B towarzyszyl wzrost poziomu
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receptora PPARG/PPARY oraz czynnika PGCla. Badania grupy Bouhlel i wsp. (2007)
udowodnity, ze aktywacja PPARy w ludzkich monocytach indukuje przeciwzapalny fenotyp
»,M2”. W badaniach klinicznych zastosowanie agonistow PPARy takich jak rozyglitazon
czy pioglitazon usprawnial powrdt do zdrowia pacjentow po udarze mozgu poprzez modulacje
utrzymujacej si¢ przez kolejne dni lub tygodnie odpowiedzi neurozapalnej (Lee 1 Reding,
2007). Co wiecej, myszy z nadekspresja PGCla w komorkach mikrogleju wykazuja
zmniejszone deficyty neurologiczne w modelu MCAO (Han i wsp., 2021). Majac na uwadze
powyzsze fakty mozna przypuszczaé, ze w warunkach hipoksji oraz ischemii amorfrutyna B
hamuje aktywacje ludzkiego mikrogleju 1 ogranicza stan zapalny w sposob zalezny od szlaku

sygnatowego PPARY/PGCl .

Potencjal proliferacyjny, aktywnosé metaboliczna i funkcja mitochondriow

Chroniczny stan zapalny przyczynia si¢ do szybkiej proliferacji oraz wzrostu aktywnosci
metabolicznej mikrogleju, co wiagze si¢ z odpowiedziag immunologiczng, fagocytoza
uszkodzonych komoérek 1 wptywem na ostateczng forme regeneracji tkanki moézgowej (Mander
1wsp., 2006; Sapkota i wsp., 2017; Schmidt i wsp., 2021). Wyniki zaprezentowane w publikacji
Przepiorska-Dronska i wsp. (2024), ktora wchodzi w sktad niniejszej rozprawy doktorskiej,
dostarczyly dowodow na zalezne od PPARy wlasciwosci przeciwzapalne amorfrutyny B,
a takze wskazaty na zdolno$¢ amorfrutyny B do obnizania potencjalu proliferacyjnego
mikrogleju w warunkach hipoksji oraz ischemii. Inni naukowcy dowiedli, ze agonisci receptora
PPARYy hamuja proliferacj¢ mikrogleju i w ten sposob tagodza stan zapalny mozgu (Lan i wsp.,
2015; Cai 1 wsp., 2018). Ponadto rekombinowana ludzka -erytropoetyna (rhEPO),
ktora wykazuje neuroprotekcyjny potencjal w zwierzecych modelach udaru mézgu, hamuje
proliferacje 1 aktywno$¢ metaboliczng mikrogleju, a w konsekwencji zmniejsza liczbe
jego komorek w obszarze uszkodzenia (Fernandez Garcia-Agudo i wsp., 2021). Majac
nauwadze fakt, ze w warunkach hipoksji oraz ischemii populacja mikrogleju ulega
dynamicznemu przemodelowaniu, w naszych badaniach amorfrutyna B przypuszczalnie
ogranicza proliferacj¢, co moze stuzy¢ uzyskaniu homeostazy mikrogleju obserwowanej
w warunkach fizjologicznych. Oprocz opisanych powyzej efektow dziatania amorfrutyny B,
w pracy Przepiorska-Dronska i wsp. (2024) po raz pierwszy wykazano, ze amorfrutyna B
normalizuje aktywno$§¢ metaboliczng i blonowy potencjal mitochondrialny mikrogleju
oraz obniza poziom czynnika BCL2/BCL2. Inne badania dowodza, ze aktywacja mikrogleju

przez LPS skutkuje wzrostem aktywnos$ci metabolicznej 1 proliferacja komorek (Schmidt
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1 wsp., 2021). W modelu immunoaktywacji przez IFNy wzrost reaktywnos$ci mikrogleju jest
skorelowany ze zwigkszeniem btonowego potencjalu mitochondrialnego oraz nasileniem
produkcji ROS (Akyuva i wsp., 2021). Wprawdzie czynnik BCL2 jest znany gtéwnie ze swoich
antyapoptotycznych wtasciwosci, jego nowa niekanoniczna funkcja polega na bezposredniej
modulacji aktywnos$ci COX (oksydaza cytochromowa) i regulowaniu w ten sposob odpowiedzi
mikrogleju na warunki stresowe (Chen i Pervaiz, 2010). Nadekspresja BCL2 w linii
mieloidalnej prowadzi do znaczacych zmian w ekspresji gendow zwigzanych z aktywnoscia
metaboliczng, cyklem komdrkowym i odpowiedzig immunologiczng (Askew 1 wsp., 2017).
Z moich badan wynika, ze amorfrutyna B obniza poziom biatka BCL2 i ekspresj¢ jego genu,
atakze zmniejsza aktywno$¢ metaboliczna/mitochondrialng oraz potencjat proliferacyjny
mikrogleju. Na podstawie tych wynikow mozna wnioskowaé, ze amorfrutyna B hamuje
reaktywnos$¢ mikrogleju poprzez utrzymanie homeostazy metabolicznej i1 energetycznej
komorek, zarowno w warunkach hipoks;ji, jak i1 ischemii. Na podstawie omowionych wyzej
badan wiasnych sugeruje, ze normalizacja funkcji mitochondriow oraz obnizenie aktywnosci
metabolicznej w komodrkach mikrogleju stanowi dodatkowy mechanizm dzialania amorfrutyny
B. Reasumujac, amorfrutyna B, oprocz opisanych wczesniej wlasciwosci neuroprotekcyjnych,
moze hamowa¢ odpowiedz mikrogleju na hipoksje oraz ischemi¢. Specyficzne dla typu
komoérek mechanizmy dziatania amorfrutyny B moga zosta¢ wykorzystane w dalszej
perspektywie do projektowania lekow  stosowanych w  farmakoterapii  chordb

niedotlenieniowo-niedokrwiennych mozgu.
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PODSUMOWANIE

Podsumowanie zawiera weryfikacj¢ 3 hipotez badawczych przedstawionych na str. 21
rozprawy. Weryfikacja hipotez badawczych zostala poprzedzona opracowaniem modeli
komorkowych hipoksji 1 ischemii w oparciu o pierwotne hodowle neuronow kory mozgowe;j

myszy, a takze komorki ludzkiego mikrogleju linit HMC3.

Neurony kory mozgowej w hodowli in vitro byly poddawane hipoksji lub ischemii
przez 6 godzin. Po tym czasie przywrocono im dostep do tlenu 1 glukozy na okres 18 godzin,
co mialo za zadanie imitowa¢ warunki reoksygenacji/reperfuzji in vivo (opisowa czgsé
rozprawy doktorskiej, publikacja Przepidrska i wsp., 2023, publikacja Przepiorska-Dronska
i wsp., 2024). Amorfrutyna B byta podawana w pourazowym paradygmacie post-treatment tj.

6 godzin po zainicjowaniu hipoksji lub ischemii.

Komoérki mikrogleju w hodowli in vitro byly poddawane hipoksji lub ischemii
przez 2 lub 6 godzin. Po tym czasie komodrki miaty przywrocony dostep do tlenu i glukozy
na okres odpowiednio 5 lub 18 godzin, co miato symulowa¢ warunki reoksygenacji/reperfuzji
in vivo (publikacja Przepidrska-Dronska i wsp., 2024). Amorfrutyna B byla podawana
w pourazowym paradygmacie post-treatment tj. 2 lub 6 godzin po zainicjowaniu hipoksji

lub ischemii.

Opisowa czes$¢ rozprawy doktorskiej

Weryfikacja hipotezy: Amorfrutyna B chroni komdrki nerwowe myszy
przed uszkodzeniem wywolanym hipoksja oraz ischemia poprzez zahamowanie stresu
oksydacyjnego i zmiane¢ statusu epigenetycznego neuronow, przy udziale Sciezki

sygnalowej angazujacej receptor PPARYy.

Wyniki, ktore potwierdzaja, ze w zastosowanych modelach in vitro hipoksja i ischemia

wywoluja szereg efektow obserwowanych w warunkach in vivo:

a) Zaréwno hipoksja, jak i1 ischemia wywoluja stres oksydacyjny w komoérkach nerwowych

w pierwotnych hodowlach kory moézgowej myszy in vitro, co manifestuje si¢ nasileniem
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uwalniania ROS oraz wzrostem poziomu 8-OHdG, czyli markera uszkodzen oksydacyjnych

DNA/RNA.

b) Zarowno hipoksja, jak 1 ischemia wywolujg zmiany w ekspresji mRNA 1 biatka czynnika
indukowanego hipoksja Hifla/HIF1a, a takze receptora Pparg/PPARY, jego koaktywatora
(Pgcla/PGCla) i aktywowanego przez niego czynnika (Adipog/ ADIPOQ) powodujac:

e wzrost ekspresji mRNA i1 biatka Hifla/HIF 1o w hipoksji 1 ischemii
e wzrost ekspresji mRNA receptora Pparg w hipoksji i ischemii oraz wzrost poziomu
biatka PPARY tylko w ischemii

e wzrost ekspresji mRNA Pgcla w ischemii oraz mRNA Adipog w hipoks;ji 1 ischemii.

c¢) Zarowno hipoksja, jak i ischemia wywolujg uszkodzenie neuronéw i zahamowanie wzrostu
neurytow, co zostalo uwidocznione barwieniem immunofluorescencyjnym specyficznym
dla MAP2. Barwienie immunofluorescencyjne potwierdzito rowniez wystepowanie PPARy
w neuronach oraz uwidocznito cytoplazmatyczne rozmieszczenie tego receptora w warunkach
hipoksji oraz ischemii. Ponadto, barwienie immunofluorescencyjne na obecno$¢ receptora
PPARy wykazalo, ze poziom tego biatka nie zmienia si¢ w warunkach hipoksji, ale ro$nie
w warunkach ischemii, co jest analogiczne do wynikdéw uzyskanych metodami western blot

1 ELISA.

d) Zaréwno hipoksja, jak 1 ischemia wywotuja zmiang statusu epigenetycznego neurondow,
co manifestuje si¢ obnizeniem poziomu HAT w obydwu badanych modelach

oraz zwigkszonym poziomem sirtuin w modelu hipoks;ji.

Wyniki potwierdzajace shuszno$¢ hipotezy, w mysl ktorej amorfrutyna B chroni komorki
nerwowe myszy przed uszkodzeniem wywolanym hipoksja oraz ischemia
poprzez zahamowanie stresu oksydacyjnego i zmiang statusu epigenetycznego neuronow,

przy udziale $ciezki sygnalowej angazujacej receptor PPARYy:

a) Amorfrutyna B hamuje wywotany hipoksja oraz ischemig stres oksydacyjny,

czego przejawem jest zmniejszenie uwalniania ROS oraz obnizenie poziomu §-OHdG.
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b) Amorfrutyna B chroni komorki nerwowe przed uszkodzeniem hipoksyjno-ischemicznym
za posrednictwem receptora PPARYy; wyciszenie ekspresji Pparg przy uzyciu specyficznego
siRNA znosi neuroprotekcyjny efekt dzialania amorfrutyny B w komorkach kory mozgowe;j

poddanych hipoksji 1 ischemii.

c) Amorfrutyna B wywotuje zmiany w ekspresji mRNA i/lub biatka czynnika indukowanego
hipoksja Hifla/HIF1a, a takze receptora Pparg/PPARY i jego koaktywatora (Pgcla/PGCla)

powodujac:

e obnizenie ekspresji czynnika indukowanego hipoksja Hifla/HIF1o w hipoksji
e wzrost poziomu biatka receptora PPARy w hipoksji oraz obnizenie ekspresji mRNA
1 biatka Pparg/PPARY w ischemii

e obnizenie ekspresji Pgc/a w hipoksji.

d) Analiza mikroskopowa barwienia immunofluorescencyjnego MAP2 sugeruje, ze morfologia
neuronow po podaniu amorfrutyny B jest zblizona do tej z grupy kontrolnej. Pomiar nat¢zenia
sygnalu immunofluorescencyjnego specyficznego dla PPARy wskazal na neuronalng
lokalizacj¢ receptora oraz potwierdzit opisane wyzej zmiany w poziomie biatka PPARY
stwierdzone na podstawie analiz western blot i ELISA. Pod wptywem amorfrutyny B poziom

PPARYy wzrastat w hipoksji, natomiast malat w ischemii.
e) Amorfrutyna B zmienia status epigenetyczny neurondw narazonych na hipoksje i ischemig,

czego dowodem jest wzrost poziomu HAT w obydwu stosowanych modelach oraz obnizenie

poziomu sirtuin w modelu hipoks;ji.
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Publikacja 1

Przepidrska K, Wnuk A, Beyer C, Kajta M. Amorfrutin B Protects Mouse Brain Neurons from
Hypoxia/lschemia by Inhibiting Apoptosis and Autophagy Processes Through Gene
Methylation- and miRNA-Dependent Regulation. Mol Neurobiol. 2023 Feb;60(2):576-595. doi:
10.1007/s12035-022-03087-9.

Weryfikacja hipotezy: Mechanizm neuroprotekcyjnego dzialania amorfrutyny B
obejmuje hamowanie apoptozy i autofagii oraz regulacje profilu ekspresji szeregu

miRNA.

Wyniki, ktore potwierdzaja, ze w zastosowanych modelach in vitro hipoksja i ischemia

wywoluja szereg efektow obserwowanych w warunkach in vivo:

a) Zaréwno hipoksja, jak i1 ischemia uszkadzaja komoérki nerwowe z udzialem proceséw
autofagii 1 apoptozy, poniewaz inhibitory skierowane na $ciezki sygnatowe tych procesow
czgsciowo zredukowaly poziom uwalnianego LDH, czyli ograniczyly zwigzang z hipoksja

i ischemig $mier¢ komorek nerwowych.

b) Zaréwno hipoksja, jak i ischemia nasilajag formowanie autofagolizosomow, czyli struktur

subkomoérkowych biorgcych udziat w koncowym etapie autofagii.

c) Hipoksja 1 ischemia wywotuja zmiany w ekspresji mRNA 1 biatka czynnikoéw

zaangazowanych w proces autofagii powodujgc odpowiednio:

e wzrost ekspresji mRNA Becnl, Atg5, Atg7, Mapllc3b, Nup62 i Ambral w obydwu

badanych modelach oraz zwigkszenie poziomu biatka BECN1 w ischemii.
d) W wyniku hipoks;ji i ischemii dochodzi do hipometylacji obszaréw promotorowych genow

Becnl, Atg7, Mapllc3b 1 Ambral, co koresponduje ze wzrostem ekspresji tych genow
w obydwu badanych modelach.
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e) Zarowno hipoksja, jak 1 ischemia wywoluja dysfunkcje mitochondriow i1 apoptoze
poprzez obnizenie  blonowego potencjalu  mitochondrialnego komoérek nerwowych

oraz tworzenie skupisk heterochromatyny.

f) W wyniku hipoksji i ischemii dochodzi do zmian w ekspresji mRNA 1 biatka czynnikéw

zaangazowanych w proces apoptozy powodujac odpowiednio:

e w modelu hipoksji: wzrost ekspresji gendéw 1 poziomu bialek zaangazowanych
w procesy proapoptotyczne tj. Fas/FAS, FASL, Bax/BAX i1 GSK3pB, a takze
antyapoptotycznego czynnika BCL2

e w modelu ischemii: wzrost ekspresji gendw 1 poziomu biatek zaangazowanych
w procesy proapoptotyczne tj. Fas/FAS, FASL, Bax/BAX i1 Gsk3b/GSK3p, a takze
antyapoptotycznego czynnika Bc/2/BCL2.

g) W wyniku hipoksji 1 ischemii dochodzi do hipometylacji obszaru promotorowego genu Bax,
co koresponduje ze wzrostem ekspresji tego genu w obydwu badanych modelach. Odwrotna
korelacja miedzy poziomem metylacji tego genu, a poziomem kodowanego przez nie biatka

sugeruje mechanizm epigenetyczny, wptywajacy na jego ekspresje.

h) Zarowno hipoksja, jak 1 ischemia zaburzajg ekspresj¢ miRNA zwigzanych z apoptoza,
co dostarcza informacji na temat nowych mechanizméw molekularnych, potencjalnych
markeréw 1 celow terapeutycznych stosowanych w nowoczesnej farmakoterapii chordb

niedotlenieniowo- niedokrwiennych mozgu.

Wyniki potwierdzajace shuszno$¢ hipotezy, w mysl ktérej mechanizm neuroprotekcyjnego
dzialania amorfrutyny B obejmuje hamowanie apoptozy i autofagii oraz regulacje¢ profilu

ekspresji szeregu miRNA:

a) Amorfrutyna B hamuje formowanie autofagolizosoméw, co moze chroni¢ komoérki nerwowe
przed uszkodzeniem spowodowanym nadmierng aktywacja autofagii i degradacja neuronow

w wyniku hipoksji 1 ischemii.

b) Wyciszenie ekspresji Becnl lub Atg7 z uzyciem specyficznych siRNA znosi

neuroprotekcyjny efekt dziatania amorfrutyny B, co dowodzi zaangazowania badanych §ciezek
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sygnalowych w ochronng aktywnos$¢ amorfrutyny B wobec uszkodzen spowodowanych

hipoksja (Becnl i Atg7) i ischemig (Becnl).

¢) Amorfrutyna B wywoluje zmiany w ekspresji mRNA 1 biatka czynnikow zaangazowanych

w proces autofagii powodujac odpowiednio:

e w modelu hipoksji: obnizenie ekspresji Becnl, Nup62 i Ambral
e w modelu ischemii: wzrost ekspresji genu A7g5 oraz biatek MAP1LC3B i AMBRAL

d) Amorfrutyna B  wplywa na status epigenetyczny komoérek nerwowych
poprzez hipermetylacje¢ obszarow promotorowych genow Becnl, Atg7 1 Mapllc3b,
co koresponduje jedynie ze spadkiem ekspresji Becnl pod wptywem dzialania amorfrutyny B

w warunkach hipoksyjnych.

e) Amorfrutyna B hamuje wywotang hipoksjg 1 ischemig dysfunkcje mitochondriow
oraz apoptozg, czego przejawem jest wzrost blonowego potencjalu mitochondrialnego

komorek nerwowych oraz ograniczenie formowania skupisk heterochromatyny.

f) Amorfrutyna B wywotluje zmiany w ekspresji mRNA 1 biatka czynnikow zaangazowanych

w proces apoptozy powodujac odpowiednio:

e w modelu hipoksji: obnizenie ekspresji gendw 1 poziomu biatka czynnikow
proapoptotycznych takich jak Bax/BAX, Gsk3b/GSK3P, FAS, FASL oraz wzrost
poziomu antyapoptotycznego biatka BCL2

¢ w modelu ischemii: obnizenie ekspresji genow 1 poziomu biatka Bcl2, Fas/FAS, FASL,

BAX 1 GSK3p oraz wzrost poziomu biatka BCL2.

g) Amorfrutyna B wywotuje hipometylacje obszaru promotorowego genu Bc/2 w hipoksji
oraz hipermetylacj¢ obszaru promotorowego genu Bax w ischemii. Odwrotna korelacja migdzy
poziomem metylacji tych genoéw, a poziomem kodowanych przez nie bialek sugeruje

mechanizm epigenetyczny regulujacy ich ekspresje.
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h) Amorfrutyna B normalizuje ekspresj¢ zwigzanych z apoptozg miRNA (51 miRNA w hipoksji
1 22 miRNA w ischemii), ktore zostaly sklasyfikowane jako markery apoptozy lub udaru
mozgu. Identyfikacja powyzszych miRNA sugeruje potencjat terapeutyczny amorfrutyny B,

zwlaszcza w odniesieniu do $ciezek sygnatowych aktywowanych hipoksja 1 ischemig.

Publikacja 2

Przepiorska-Dronska K, Wnuk A, Pietrzak-Wawrzynska BA, Lach A, Biernat W, Wojtowicz

AK, Kajta M. Amorfrutin B Compromises Hypoxia/lschemia-induced Activation of Human
Microglia in a PPARy-dependent Manner: Effects on Inflammation, Proliferation Potential, and
Mitochondrial Status. ] Neuroimmune Pharmacol. 2024 Jul 1;19(1):34. doi: 10.1007/s11481-
024-10135-9.

Weryfikacja hipotezy: Amorfrutyna B hamuje wywolana hipoksja oraz ischemia
aktywacje¢ komorek ludzkiego mikrogleju, glownie poprzez wyciszenie procesow

zapalnych, hamowanie potencjalu proliferacyjnego i aktywnosci metabolicznej komorek.

Wryniki, ktore potwierdzaja, ze w zastosowanych modelach in vitro hipoksja i ischemia

wywoluja szereg efektow obserwowanych w warunkach in vivo:

a) Barwienie immunofluorescencyjne z wykorzystaniem przeciwciala IBA1 1 mikroskopia
konfokalna potwierdzity ekspresje IBA1 w komorkach ludzkiej linii mikrogleju HMC3. Wzrost

poziomu IBA1 wskazuje na aktywacj¢ mikrogleju pod wptywem hipoksji 1 ischemii.

b) W paradygmacie czasowym 6+18 godzin nie zaobserwowano zmian w poziomie kaspazy-1.
Spodziewane zmiany zostaty jednak uchwycone po 2-godzinnej hipoksji lub ischemii oraz 5-
godzinnej reoksygenacji komorek/przywroceniu dostgpu do glukozy. W tym paradygmacie
zaro6wno hipoksja, jak 1 ischemia wywolujg wzrost poziomu kaspazy-1, ktéra jest markerem

procesu zapalnego.

c) Hipoksja i ischemia wywotujg aktywacje i stan zapalny mikrogleju, co zostato potwierdzone

poprzez:
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e wzrost ekspresji prozapalnych markeréw ILIB w hipoksji oraz TNFA w obydwu
badanych modelach
e brak ekspresji mRNA przeciwzapalnego markera, jakim jest /L10, a takze obnizenie

poziomu biatka IL-10 w hipoksji 1 ischemii.

d) Nasileniu procesow zapalnych mikrogleju podczas hipoksji i ischemii towarzyszy obnizenie
ekspresji genu PPARG oraz zmniejszenie poziomu biatka PPARY i jego koaktywatora PGCla.
Powyzsze wyniki sugeruja, ze szlak sygnatowy PPARy/PGC1la moze stanowi¢ potencjalny cel

terapeutyczny stuzacy hamowaniu aktywacji mikrogleju.

e) Zarowno hipoksja, jak 1 ischemia zwigkszajg aktywnos$¢ metaboliczng komorek mikrogleju,
a takze wplywaja na funkcjonowanie mitochondridow. Manifestuje si¢ to poprzez zwigkszenie
btonowego potencjalu mitochondrialnego oraz wzrost ekspresji czynnika BCL2/BCL2, ktory

kontroluje integralno$¢ zewngtrznej blony mitochondrialne;.

f) W wyniku hipoksji 1 ischemii nastgpuje aktywacja mikrogleju, czego dowodzi wzrost
potencjatu proliferacyjnego komorek mierzony parametrem BrdU. Brak zmian w liczbie jader
komorkowych, niezaleznie od zastosowanego modelu doswiadczalnego pozwala przypuszczaé,

ze hipoksja 1 ischemia nie wptywaja jednak na liczebno$¢ komorek mikrogleju.

g) Barwienie z wykorzystaniem kalceiny AM 1 analiza fraktalna wykazaly, ze hipoksja
iischemia zmieniaja morfologi¢ komoérek mikrogleju z przeciwzapalnego fenotypu ,M2”
na prozapalny fenotyp ,,M1”. Przeksztalcenie formy rozgat¢zionej w ameboidalng manifestuje
si¢ zmniejszeniem stopnia rozgal¢zienia, a takze zwigkszeniem ogdlnej powierzchni komoérek
1 najkrotszej odlegtosci pomiedzy dwoma punktami, ktore lezg na przeciwleglych stronach

otoczki wypuktej komorki.

Wyniki potwierdzajace stuszno$¢ hipotezy, w mys$l ktorej amorfrutyna B hamuje
wywolana hipoksja oraz ischemia aktywacje komoérek ludzkiego mikrogleju, gtownie
poprzez wyciszenie procesOw zapalnych, hamowanie potencjalu proliferacyjnego

i aktywnosci metabolicznej komorek:

a) Barwienie immunofluorescencyjne z uzyciem przeciwciata IBA1 1 mikroskopia konfokalna

potwierdzity ekspresj¢ IBA 1 przez komorki ludzkiej linii mikrogleju. Obnizenie poziomu IBA1
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po podaniu amorfrutny B wskazuje na hamowanie wywotanej hipoksja i ischemig aktywacji

mikrogleju.

b) W najczgsciej stosowanym paradygmacie czasowym, tj. 6+18 godzin, podanie
amorfrutyny B obniza poziom prozapalnego markera, jakim jest kaspaza-1, ale tylko
w warunkach ischemicznych. Natomiast w skroconym paradgymacie czasowym, tj. 2+5
godzin, amorfrutyna B obniza poziom kaspazy-1, zarowno w warunkach hipoksyjnych,

jak 1 ischemicznych.

c) Amorfrutyna B hamuje stan zapalny mikrogleju, na co wskazuje:

e obnizenie ekspresji prozapalnych markerow /L 1B/IL-1p w obydwu badanych modelach
oraz TNFA w modelu hipoksji
e stymulacja ekspresji i/lub wzrost poziomu biatka przeciwzapalnego markera /L10/IL-

10 zar6wno w hipoksji, jak i1 ischemii.

d) Przeciwzapalnym efektom dziatania amorfrutyny B towarzyszy zwigkszenie ekspresji
PPARG oraz poziomu biatka PGCla w obydwu badanych modelach, a takze wzrost poziomu
biatka receptora PPARy w modelu hipoks;ji.

e) Amorfrutyna B normalizuje aktywno$¢ metaboliczng (MTT), a czgSciowo takze blonowy
potencjat mitochondrialny (JC-1) w obydwu badanych modelach. Substancja ta wplywa
na funkcjonowanie mitochondridéw poprzez obnizenie ekspresji genu i poziomu biatka

BCL2/BCL2, czyli kluczowego czynnika w regulacji procesow mitochondrialnych.

f) Amorfrutyna B hamuje wywotang hipoksja i ischemig aktywacj¢ mikrogleju poprzez
obnizenie potencjatu proliferacyjnego komorek (BrdU), nie wptywajac przy tym na ich
liczebno$¢ oceniong na podstawie liczby jader komorkowych wyznakowanych barwnikiem

Hoechst 33342.
g) Barwienie z wykorzystaniem kalceiny AM 1 analiza fraktalna wykazaly, ze podanie
amorfrutyny B po 6 godzinach od hipoksji/ischemii zmienia morfologi¢ komoérek mikrogleju

z prozapalnego fenotypu ,,M1” na przeciwzapalny fenotyp ,,M2”. Przejawia si¢ to zmiang
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ksztaltu komorek z formy ameboidalnej do formy bardziej rozgalezionej, czyli przypominajace;j
komorki z grupy kontrolnej. Dowodem na zmian¢ morfologii mikrogleju pod wpltywem
amorfrutyny B jest zwickszenie stopnia rozgal¢zienia, a takze zmniejszenie ogdlnej
powierzchni komoérek 1 najkrotszej odleglosci pomiedzy dwoma punktami, ktore leza

na przeciwleglych stronach otoczki wypuktej komorki.

Dodatkowe wyniki potwierdzajace slusznos¢ hipotezy, w mysl ktorej amorfrutyna B
chroni komorki nerwowe myszy przed uszkodzeniem wywolanym hipoksja oraz ischemia

przy udziale $ciezki sygnalowej angazujacej receptor PPARYy:

a) Dodatkowe analizy wykonane na komorkach nerwowych poddanych 6-godzinnej hipoksji
lub ischemii potwierdzily, ze amorfrutyna B zwigksza przezywalnos¢ komorek nerwowych.
Laczne podanie amorfrutyny B i antagonisty receptora PPARy (GW9662) spowodowato wzrost
poziomu neurodegeneracji, co potwierdza zaangazowanie PPARy w neuroprotekcyjne

dziatanie tej substancji.
Wyniki uzyskane w ramach omawianej w publikacji pozwalaja przypuszczaé, ze wtasciwosci

neuroprotekcyjne amorfrutyny B oraz jej zdolno$¢ do hamowania aktywacji mikrogleju moze

by¢ podstawa przysztej farmakoterapii uszkodzen niedotleniowo-niedokrwiennych mézgu.
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WNIOSKI

Badania zawarte w opisowej cze¢$ci rozprawy doktorskiej (na podstawie publikacji Wnuk,

Przepiorska i wsp., 2021; Biomedicines) 1 w publikacjach (Przepiérska i wsp., 2023;

Molecular Neurobiology; Przepiorska-Dronska i wsp., 2024; Journal of Neuroimmune

Pharmacology) dowodza, ze:

II.

I11.

Modele hipoksji i ischemii opracowane w oparciu o pierwotne komorki nerwowe myszy
w hodowli in vitro odzwierciedlajg komodrkowe 1 molekularne mechanizmy
towarzyszace $mierci neuronow w wyniku niedotlenienia lub niedokrwienia mézgu
in vivo. Zidentyfikowane mechanizmy obejmuja procesy apoptotyczne, autofagie
oraz stres oksydacyjny. Ich zrozumienie moze mie¢ kluczowe znaczenie w opracowaniu
nowej farmakoterapii 1 lekow neuroprotekcyjnych precyzyjnie oddziatujacych

na patomechanizmy chordb niedotlenieniowo-niedokrwiennych mézgu.

Amorfrutyna B bedaca selektywnym modulatorem receptora PPARy chroni komorki
nerwowe myszy przed uszkodzeniem wywotanym hipoksja oraz ischemig przy udziale
mechanizmu angazujacego receptor PPARy. Neuroprotekcyjne efekty dzialania
tej substancji sa obserwowane nawet po 6 godzinach od zainicjowania uszkodzenia
hipoksyjno-ischemicznego. Wskazuje to na szerokie okno terapeutyczne amorfrutyny
B oraz potencjal selektywnych modulatorow receptora PPARy do ochrony komorek

nerwowych przed neurodegeneracja.

Mechanizm neuroprotekcyjnego dzialania amorfrutyny B w warunkach hipoksji
iischemii polega na hamowaniu procesOw zaangazowanych w patofizjologi¢
niedotlenienia 1 niedokrwienia modzgu, czyli apoptozy, autofagii oraz stresu
oksydacyjnego. Ponadto amorfrutyna B wykazuje cechy modulatora epigenetycznego,
poniewaz ma zdolno$¢ do podwyzszania poziomu acetylotransferaz histonowych,
obnizania poziomu sirtuin, regulacji poziomu metylacji gendéw zaangazowanych
W procesy apoptozy i autofagii oraz normalizacji ekspresji miRNA bedacych markerami

udaru niedokrwiennego mozgu.
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Iv.

Opracowane na komoérkach mikrogleju modele hipoksji 1 ischemii in vitro
odzwierciedlaja komodrkowe i1 molekularne mechanizmy towarzyszace aktywacji
mikrogleju obserwowanej w warunkach niedotlenienia lub niedokrwienia moézgu in
vivo. Obejmuja one przeksztatcenie fenotypu na prozapalny ,,M1”, ktory manifestuje
si¢ nasilonymi procesami zapalnymi, ameboidalng morfologia komorek, a takze
wzrostem potencjatu proliferacyjnego i aktywnos$ci metabolicznej mikrogleju. Poznanie
mechanizmow odpowiedzi mikrogleju na warunki hipoksyjno-ischemiczne moze mie¢
istotne znaczenie dla identyfikacji substancji o potencjale przeciwzapalnym, ktorych
zdolno$¢ do modulowania fenotypu mikrogleju moze zosta¢ wykorzystana do

potegowania efektu neuroprotekcyjnego.

Amorfrutyna B hamuje aktywacje mikrogleju 1 zmienia fenotyp komorek
na przeciwzapalny ,,M2”. Mechanizm ten opiera si¢ na ostabieniu proceséw zapalnych
w sposob zalezny od receptora PPARy, zmianie morfologii komoérek na bardziej
rozgateziony fenotyp, a takze hamowaniu potencjatu proliferacyjnego i aktywnosci
metaboliczne] mikrogleju. Modulacja aktywnosci mikrogleju przez substancje
neuroprotekcyjna, jaka jest amorfrutyna B, moze mie¢ kluczowe znaczenie
dla opracowania nowych terapii skutecznych w leczeniu niedotlenienia i niedokrwienia
mozgu. Nowa farmakoterapia z uzyciem selektywnych modulatoréw receptora PPARYy
moglaby ogranicza¢ szkodliwe procesy zapalne, a jednocze$nie promowac ochrong

neuronow.
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WNIOSKI KONCOWE

1. Badania objete obecng rozprawa doktorska pozwolity zidentyfikowa¢ mechanizmy
dziatania amorfrutyny B w odniesieniu do neuronéw i komodrek mikrogleju narazonych
na hipoksje i1 ischemig; amorfrutyna B wykazuje silne dziatanie neuroprotekcyjne,
nawet jesli zostala podana 6 godzin po zainicjowaniu uszkodzenia hipoksyjno-

ischemicznego, oraz zalezne od mikrogleju dzialanie przeciwzapalne.

2. Neuroprotekcyjne efekty dzialania amorfrutyny B sg realizowane poprzez hamowanie
procesOw apoptozy, autofagii i stresu oksydacyjnego, a takze za posrednictwem
receptora PPARy 1 zmian statusu epigenetycznego neuronow. Natomiast
przeciwzapalne efekty dziatania amorfrutyny B obejmuja hamowanie aktywacji
mikrogleju, ktore manifestuje si¢ poprzez zmiane jego fenotypu na przeciwzapalny

,,M2” oraz obnizanie potencjalu proliferacyjnego i aktywno$ci metabolicznej komorek.

3. Wykazane w obecnej rozprawie doktorskiej neuroprotekcyjne 1 przeciwzapalne
wlasciwosci amorfrutyny B stanowig silng przestanke do wykorzystania amorfrutyny B
jako substancji modelowej do opracowania nowych farmakoterapii udarow moézgu,
ktore beda oddzialywac na rozne typy komorek i posiadac szerokie okno terapeutyczne.
W dalszej perspektywie, moje badania moga poprawi¢ farmakoterapi¢ chorob uktadu
nerwowego, w tym niedotleniowo-niedokrwiennych uszkodzen moézgu i1 pomoc
w identyfikacji nowych celéw terapeutycznych opartych na selektywnej modulacji

receptora PPARY.
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STRESZCZENIE

Kazdego roku 12,2 miliona 0s6b na $§wiecie do§wiadcza udaru mézgu, co czyni go druga
najczestsza przyczyng zgonow. Obecna farmakoterapia udaru niedokrwiennego obejmuje
trombolize z rtPA, ktora musi by¢ zaaplikowana w ciggu 4,5 godziny od wystgpienia objawow.
Roéwnie istotnym problemem dla wspoétczesnej medycyny jest asfiksja okotoporodowa
(niedotlenienie okoloporodowe), ktérej rocznie doswiadczaja 4 miliony noworodkow.
Mimo terapii opartej na hipotermii z oknem terapeutycznym wynoszacym do 6 godzin,
$miertelno$¢ wcigz utrzymuje si¢ na poziomie 25%. Ze wzgledu na niskg efektywnos$¢, waskie
okno terapeutyczne oraz szereg przeciwskazan do stosowania obecnych terapii, wcigz trwaja
poszukiwania nowych strategii leczenia schorzen hipoksyjno-ischemicznych moézgu.
Interesujagcym punktem uchwytu dla nowych lekow okazat si¢ receptor aktywowany
przez proliferatory peroksysoméw typu gamma (PPARy). Agonisci PPARY, tiazolidinediony
(TZD), wykazuja neuroprotekcyjne dzialanie w leczeniu choréb osrodkowego ukladu
nerwowego. Niestety, wywotuja one réwniez powazne skutki uboczne, co doprowadzito
do czegsciowego wycofania TZD z rynku farmaceutycznego. Z dost¢gpnych danych wynika,
ze w odroznieniu od agonistow, selektywne modulatory receptora PPARy (SPPARYM), takie
jak amorfrutyna B, wywotuja czeSciowa odpowiedz transkrypcyjng i moga by¢ bezpieczng
alternatywg dla tradycyjnie stosowanych TZD. Zatem koncepcja moich badan zaklada,
ze selektywna modulacja PPARY przez amorfrutyng B moze stanowi¢ nowatorskie podejscie
do leczenia uszkodzen uktadu nerwowego wywotanych hipoksjg lub ischemig.

W celu okreslenia neuroprotekcyjnych mechanizméw dziatania tej substancji
i zaleznego od mikrogleju potencjatu przeciwzapalnego, wykorzystatam pierwotne hodowle
neuronéw kory moézgowej myszy, a takze komorki ludzkiego mikrogleju liniit HMC3, ktore
byly poddawane niedotlenieniu (model hipoksji), wzglednie niedotlenieniu z deprywacja
glukozy (model ischemii). Dowiodtam, ze amorfrutyna B podana 6 godzin po zainicjowaniu
uszkodzenia hipoksyjno-ischemicznego wykazuje silne dzialanie neuroprotekcyjne
oraz dziatanie przeciwzapalne zalezne od mikrogleju. Amorfrutyna B chroni komoérki nerwowe
przed uszkodzeniem wywotanym hipoksja oraz ischemig poprzez aktywacj¢ receptora PPARy
oraz zmniejszenie stresu oksydacyjnego i zaleznych od wolnych rodnikow uszkodzen DNA.
Neuroprotekcyjne efekty dzialania amorfrutyny B obejmuja takze hamowanie wywolanej
hipoksja 1 ischemig apoptozy i autofagii, co manifestuje si¢ wzrostem btonowego potencjatu
mitochondrialnego, ograniczeniem formowania autofagolizosomow i apoptotycznych skupisk

heterochromatyny oraz normalizacjg ekspresji genow i/lub biatek zwigzanych z apoptoza
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1 autofagig. Amorfrutyna B reguluje poziom metylacji obszarow promotorowych genow
zaangazowanych w procesy apoptozy i autofagii, co sugeruje ze amorfrutyna B wywotuje efekt
neuroprotekcyjny z udzialem mechanizméw epigenetycznych. Substancja ta wykazuje cechy
modulatora epigenetycznego, poniewaz w warunkach hipoksyjno-ischemicznych podwyzsza
poziom acetylotransferaz histonowych (HAT), obniza poziom sirtuin oraz normalizuje
ekspresje miRNA bedacych markerami udaru niedokrwiennego mozgu. Na ostatnim etapie
badan wykazatam, ze amorfrutyna B hamuje wywotang hipoksja i ischemiag aktywacje
mikrogleju, a takze przeksztatca fenotyp komorek z prozapalnego ,,M1” na przeciwzapalny
,M2”. Scislej ujmujac, amorfrutyna B wycisza procesy zapalne, zmienia morfologie¢ komorek
mikrogleju na bardziej rozgaleziony fenotyp, jak rowniez hamuje potencjat proliferacyjny
1 aktywno$¢ metaboliczng mikrogleju. Zmianom tym towarzyszy wzrost ekspresji receptora
PPARY 1 jego koaktywatora PGCla, co sugeruje zaangazowanie tych $ciezek sygnatowych
w przeciwzapalne wtasciwosci badanej substancji.

Wykazane w obecnej rozprawie doktorskiej neuroprotekcyjne i przeciwzapalne
wlasciwos$ci amorfrutyny B stanowig silng przestanke do wykorzystania amorfrutyny B jako
substancji modelowej do opracowania nowych farmakoterapii udaréw moézgu, ktoére beda
oddziatywa¢ na rozne typy komorek i posiada¢ szerokie okno terapeutyczne. W dalszej
perspektywie, moje badania moga przyczyni¢ si¢ do poprawy farmakoterapii choroéb uktadu
nerwowego i pomodc w identyfikacji nowych celéw terapeutycznych opartych na selektywnej

modulacji receptora PPARY.

SUMMARY

Each year, 12.2 million people worldwide experience a stroke, making it the second most
common cause of death. The current pharmacotherapy for ischemic stroke involves
thrombolysis with rtPA, which must be administered within 4.5 hours of symptom onset.
Another significant challenge for modern medicine is perinatal asphyxia, which affects
4 million newborns annually. Despite the use of hypothermia, which has a therapeutic window
up to 6 hours, the mortality rate of newborns remains 25%. Due to the low effectiveness, narrow
therapeutic window, and contraindications associated with the use of current therapies,
there is a need for new strategies to treat hypoxic-ischemic brain damage. An interesting target
for new drugs is the peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARy). PPARy
agonists, thiazolidinediones (TZDs), show neuroprotective effects in the treatment of central

nervous system disorders. Unfortunately, they also cause severe side effects, leading
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to the partial withdrawal of TZDs from the pharmaceutical market. Available data suggest that,
unlike full PPARY agonists, selective PPARy modulators (SPPARyMs), such as amorfrutin B,
induce a partial transcriptional response and may be a safer alternative to traditionally used
TZDs. Therefore, the concept of my research assumes that selective modulation of PPARYy
by amorfrutin B could represent a novel approach to treat neurodegeneration caused by hypoxia

or ischemia.

To determine the neuroprotective mechanisms of action of this substance and its microglia-
dependent anti-inflammatory potential, the primary cultures of mouse cortical neurons as well
as human microglial HMC3 cells were subjected to oxygen deprivation (hypoxic model) or
oxygen and glucose deprivation (ischemic model). I demonstrated that amorfrutin B,
administered 6 hours after the onset of hypoxic-ischemic injury, exhibits strong neuroprotective
effects and microglia-dependent anti-inflammatory action. Amorfrutin B protects neuronal cells
from hypoxia- and ischemia-induced damage by activating the PPARYy receptor and reducing
oxidative stress and free radical-dependent DNA damage. The neuroprotective effects of
amorfrutin B also include the inhibition of hypoxia- and ischemia-induced apoptosis and
autophagy, manifested by an increase in mitochondrial membrane potential, a reduction in
autophagolysosome formation and apoptotic heterochromatin foci, and normalization of the
expression of genes and/or proteins associated with apoptosis and autophagy. Amorfrutin B
regulates the methylation levels of promoter regions of genes involved in apoptosis and
autophagy processes, suggesting that this substance exerts its neuroprotective effect through
epigenetic mechanisms. Amorfrutin B exhibits characteristics of an epigenetic modulator, as it
increases the levels of histone acetyltransferases (HAT), decreases sirtuin levels, and normalizes
the expression of miRNAs that are markers of ischemic stroke in hypoxic-ischemic conditions.
In the final stage of the research, I showed that amorfrutin B inhibits hypoxia- and ischemia-
induced microglial activation and transforms the cell phenotype from pro-inflammatory “M1”
to anti-inflammatory “M2.” More specifically, amorfrutin B suppresses inflammatory
processes, changes microglial cell morphology to a more branched phenotype, and inhibits the
proliferative potential and metabolic activity of microglia. These changes are accompanied by
increased expression of the PPARy receptor and its coactivator PGCla, suggesting the
involvement of these signaling pathways in the anti-inflammatory properties of the studied

substance.
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The neuroprotective and anti-inflammatory properties of amorfrutin B demonstrated in this
doctoral dissertation provide strong evidence for using amorfrutin B as a model substance for
developing new stroke pharmacotherapies that target various cell types and possess a wide
therapeutic window. In the longer term, my research may improve the pharmacotherapy of
nervous system diseases and help identifying new therapeutic targets based on the selective

modulation of the PPARYy receptor.
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Mgr Karolina Przepidrska-Dronska
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Zaklad Farmakologii Uzaleznien

Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja
Polska Akademia Nauk

Krakdw, 18.07.2024

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze méj udzial w pracy:

|. Przepiorska K, Wnuk A, Beyer C, Kajta M. Amorfrutin B Protects Mouse Brain Neurons from
Hypoxia/lschemia by Inhibiting Apoptosis and Autophagy Processes Through Gene Methylation- and
miRNA-Dependent Regulation. Mol Neurobiol. 2023 Feb:60(2):576-595. doi: 10.1007/s12035-022-
03087-9.

polegal na: opracowaniu koncepcji badan, planowaniu eksperymentéw, opiece nad hodowlami
komérek nerwowych, przeprowadzaniu do$wiadczen, wykonaniu analiz biochemicznych i
molekularnych, opracowaniu analiz statystycznych oraz przygotowaniu figur. Ponadto bytam
odpowiedzialna za pisanic manuskryptu, opracowanie odpowiedzi na uwagl recenzentéw oraz
przygotowanie ostatecznej formy publikacji.

2. Przepidrska-Dronska K, Wnuk A, Pietrzak-Wawrzynska BA, Lach A, Biernat W, Wéjtowicz AK,
Kajta M. Amorfrutin B Compromises Hypoxia/lschemia-induced Activation of Human Microglia in
a PPARy-dependent Manner: Effects on Inflammation, Proliferation Potential, and Mitochondrial
Status. ] Neuroimmune Pharmacol. 2024 Jul 1;19(1):34. doi: 10.1007/s11481-024-10135-9.

polegal na: opracowaniu koncepcji badan, planowaniu eksperymentéw, opiece nad hodowlami
komérek nerwowych, prowadzeniu hodowli ludzkiej linii komdrek mikrogleju HMC3,
przeprowadzaniu doswiadczen, wykonaniu analiz biochemicznych i molekularnych, opracowaniu
analiz statystycznych oraz przygotowaniu figur. Ponadto bylam odpowiedzialna za pisanie
manuskryptu, opracowanie odpowiedzi na uwagi recenzentéw oraz przygotowanie ostatecznej formy
publikacji.
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Polskiej Akademii Nauk
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Ponadto oswiadczam, ze w opisowej cz¢sci rozprawy doktorskiej zamieszczono czgs¢ wynikéw (Fig.
3,5,6,7, 81 10) z publikacji, w ktorej pelnie role jednego z dwoch pierwszych autoréw o takim
samym wkladzie w powstanie publikacji:

3. Wnuk A, Przepidrska K, Pietrzak BA, Kajta M. Post-Treatment with Amorfrutin B Evokes PPARy-
Mediated Neuroprotection against Hypoxia and Ischemia. Biomedicines. 2021 Jul 21;9(8):854. doi:
10.3390/biomedicines9080854.

Oswiadczam, ze moj udzial w pracy nad ta czedcig rozprawy doktorskiej polegal na: planowaniu
eksperymentéw, opiece nad hodowlami komérek nerwowych, przeprowadzaniu dodwiadczen,
wykonanin analiz biochemicznych i molekularnych, opracowaniu analiz statystycznych oraz
przygotowaniu figur. Ponadto bylam odpowiedzialna za pisanie manuskryptu, opracowanie
odpowiedzi na uwagi recenzentéw oraz przygotowanie ostatecznej formy publikacii.

Pozostate wyniki wymienionej publikacji (Fig. 1, 2, 4 1 9) zostaly wykorzystane w dziele
habilitacyjnym dr hab. Agnieszki Wnuk.

Mgr Karolina Przepiorska-Dronska
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Oswiadczenie

Oswiadczam, ze moj udzial w pracach:

L. Przepiorska K, Wnuk A, Beyer C, Kajta M. Amorfrutin B Protects Mouse Brain Neurons from
Hypoxia/Ischemia by Inhibiting Apoptosis and Autophagy Processes Through Gene Methylation- and
miRNA-Dependent Regulation. Mol Neurobiol. 2023 Feb;60(2):576-595. doi: 10.1007/s12035-022-

03087-9.

2. Przepidrska-Drofska K, Wnuk A, Pietrzak-Wawrzynska BA, Lach A, Biernat W, Wojtowicz AK,
Kajta M. Amorfiutin B Compromises Hypoxia/lschemia-induced Activation of Human Microglia in
a PPARy-dependent Manner: Effects on Inflammation, Proliferation Potential, and Mitochondrial
Status. J Neuroimmune Pharmacol. 2024 Jul 1;19(1):34. doi: 10.1007/s11481-024-10135-9.

polegal na: pozyskaniu funduszy na badania i opracowaniu ogolnej koncepcji pracy, zakladaniu
pierwotnych hodowli neuronéw in vitro, a takze pomocy w planowaniu doswiadczen, pisaniu
manuskryptow i przygotowaniu ostatecznej wersji publikacji oraz udzieleniu odpowiedzi na uwagi
recenzentoéw. W obydwu publikacjach petnie role autora korespondujacego.



Instytut Farmakologii
I F im. Jerzego Maja
I Polskiej Akademii Nauk

Ponadto o§wiadczam, ze w opisowej czesci rozprawy doktorskiej zamieszczono cze$¢ wynikow (Fig.
3,5.6,7, 81 10) z publikacji:

3. Wnuk A, Przepidrska K, Pietrzak BA, Kajta M. Post-Treatment with Amorfrutin B Evokes PPARy-
Mediated Neuroprotection against Hypoxia and Ischemia. Biomedicines. 2021 Jul 21:9(8):854. doi:
10.3390/biomedicines9080854.

M6j udziat w pracy nad ta czescia rozprawy doktorskiej polegat na: pozyskaniu funduszy na badania
i opracowaniu ogélnej koncepcji pracy, zakiadaniu pierwotnych hodowli neuronéw in vitro, a takze
pomocy w planowaniu do$wiadczefi, pisaniu manuskryptu i przygotowaniu ostateczne] wersji
publikacji oraz udzieleniu odpowiedzi na uwagi recenzentow. W wymienionej publikacji petnig rol¢
autora korespondujacego.

Pozostale wyniki wymienionej publikacji (Fig. 1, 2, 4 i 9) zostaly wykorzystane w dziele
habilitacyjnym dr hab. Agnieszki Wnuk.

Wyrazam zgode na wykorzystanie niniejszych publikacji i wynikow w postepowaniu doktorskim

Pani mgr Karoliny Przepirskiej-Drofiskiej oraz os$wiadczam, ze wyniki nie zostang ponownie
wykorzystane w innych postgpowaniach o nadanie stopnia doktora lub doktora habilitowanego.

Y //\_

Prof. dr }léb. Ma}éorzata Kajta
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Dr hab. Agnieszka Wnuk

Pracownia Neurofarmakologii 1 Epigenetyki
Zaklad Farmakologii Uzaleznien

[nstytut Farmakologii im. Jerzego Maja
Polska Akademia Nauk

Krakow, 30.07.2024

Oéwiadezenie

Osdwiadczam, ze mdj udziat w pracy:

L. Przepiérska K, Wnuk A, Beyer C, Kajta M. Amorfrutin B Protects Mouse Brain Neurons Jrom
Hypoxia/lschemia by Inhibiting Apoptosis and Autophagy Processes Through Gene Methylation- and
miRNA-Dependent Regulation. Mol Neurobiol. 2023 Feb;60(2):576-595. doi: 10.1007/512035-022-
03087-9.

polegal na: pomocy w planowaniu i przeprowadzaniu eksperymentéw, wsparciu w wykonaniu analiz
biochemicznych/molekularnych i analiz statystycznych. Dodatkowo, bratam udziat w przygotowaniu
manuskryptu oraz odpowiedzi na pytania recenzentéw.

2. Przepiorska-Dronska K, Wnuk A, Pietrzak-Wawrzynska BA, Lach A, Biernat W, Wojtowicz AK,
Kajta M. Amorfrutin B Compromises Hypoxia/lschemia-induced Activation of Human Microglia in
a PPARy-dependent Manner: Effects on Inflammation, Proliferation Potential, and Mitochondrial
Status. ] Neuroimmune Pharmacol. 2024 Jul 1;19(1):34. doi: 10.1007/s11481-024-10135-9.

polegal na: pomocy w planowaniu i przeprowadzaniu eksperymentéw, wsparciu w wykonaniu analiz
biochemicznych/molekularnych i analiz statystycznych oraz wsparciu finansowym badan.
Dodatkowo, bratam udziat w przygotowaniu manuskryptu oraz odpowiedzi na pytania recenzentow.
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Ponadto, oswiadczam ze w opisowe] czesci rozprawy doktorskiej zamieszczono czes¢ wynikow (Fig.
3,5,6,7, 81 10) z publikacji, w ktorej petnie role jednego z dwoch pierwszych autoréw o takim
samym wktadzie w powstanie publikacji:

3. Wnuk A, Przepiorska K, Pietrzak BA, Kajta M. Post-Treatment with Amorfrutin B Evokes PPARy-

Mediated Neuroprotection against Hypoxia and Ischemia. Biomedicines. 2021 Jul 21;9(8):854. doi:
10.3390/biomedicines9080854.

Pozostale wyniki wymienione] publikacji (Fig. 1, 2, 4 i 9) zostaly wykorzystane w moim dziele
habilitacyjnym.

Oswiadczam, ze mdj udzial w pracy nad ta czescia rozprawy doktorskiej polegal na: pomocy w
planowaniu 1  przeprowadzaniu  eksperymentdw,  wsparciu w  wykonaniu  analiz
biochemicznych/molekularnych i analiz statystycznych. Dodatkowo, bralam udziat w przygotowaniu
manuskryptu oraz odpowiedzi na pytania recenzentow.

Wyrazam zgode na wykorzystanie niniejszych publikacji i wynikéw w postgpowaniu doktorskim
Pani mgr Karoliny Przepiérskiej-Dronskiej oraz o$wiadczam, ze wyniki nie zostana ponownie
wykorzystane w innych postgpowaniach o nadanie stopnia doktora lub doktora habilitowanego.

e

Dr hab. Agnieszka Wnuk
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Krakow, 30.07.2024
Oswiadczenie
Oswiadczam, ze méj udziat w pracy:
I. Przepidrska-Dronska K, Wnuk A, Pietrzak-Wawrzyfiska BA, Lach A, Biernat W, Wajtowicz AK,
Kajta M. Amorfrutin B Compromises Hypoxia/lschemia-induced Activation of Human Microglia in

a PPARy-dependent Manner: Effects on Inflammation, Proliferation Potential, and Mitochondrial
Status. ] Neuroimmune Pharmacol. 2024 Jul 1:19(1):34. doi: 10.1007/511481-024-10135-9,

polegal na: pomocy w prowadzeniu hodowli ludzkicj linii komérek mikrogleju HMC3, wykonaniu
analiz biochemicznych oraz wsparciu w przygotowaniu figur do publikacji.

Ponadto, oswiadczam ze m6j udziat w pracy nad opisowa czescig rozprawy doktorskiej oparta na
publikacji:

2. Wnuk A, Przepitrska K, Pietizak BA, Kajta M. Post-Treatment with Amorfrutin B Evokes PPARy-
Mediated Neuroprotection against Hypoxia and Ischemia. Biomedicines. 2021 Jul 21 ;9(8):854. doi:
10.3390/biomedicines9080854.

polegal na: pomocy w przeprowadzaniu doswiadezen, wykonaniu analiz biochemicznych, wsparciu
W przygotowaniu figur.

Wyrazam zgodg na wykorzystanie niniejszej publikacji i wynikéw w postgpowaniu doktorskim Pani
mgr Karoliny Przepiorskiej-Drofskiej oraz o$wiadezam, e wyniki nie zostang ponownie
wykorzystane w innych postepowaniach o nadanie stopnia doktora lub doktora habilitowanego.

Fotvaot —Wato. b -

Mgr Bernadeta Pietrzak-Wawrzynska
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Krakow, 30.07.2024

O$wiadczenie
Oswiadczam, ze méj udziat w pracy:
L. Przepidrska-Drofiska K, Wnuk A, Pietrzak-Wawrzyfiska BA, Lach A, Biernat W, Wéjtowicz AK,
Kajta M. Amorfrutin B Compromises Hypoxia/lschemia-induced Activation of Human Microglia in
a PPARy-dependent Manner: Effects on Inflammation, Proliferation Potential, and Mitochondrial
Status. ] Neuroimmune Pharmacol. 2024 Jul 1;19(1):34. doi: 10.1007/s11481-024-10135-9.
polegat na: pomocy w wykonaniu analiz biochemicznych i udziale w przygotowaniu figur.

Wyrazam zgode na wykorzystanie niniejszej publikacji w postepowaniu doktorskim Pani mgr
Karoliny Przepidrskiej-Drofiskicj oraz oswiadczam, ze wyniki nie zostang ponownie wykorzystane

w innych postgpowaniach o nadanie stopnia doktora lub doktora habilitowanego.

Mgr inz. Andrzej Lach
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consisted of writing the original draft of the manuscript.
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Krakéw, 04.09.2024

Oswiadczenie

Os$wiadczam, ze moj udzial w pracy:

1. Przepidrska-Droniska K, Wnuk A, Pietrzak-Wawrzyniska BA, Lach A, Biernat W, Woitowicz
AK, Kajta M. Amorfrutin B Compromises Hypoxia/Ischemia-induced Activation of Human
Microglia in a PPARy-dependent Manner: Effects on Inflammation, Proliferation Potential, and
Mitochondrial Status. J Neuroimmune Pharmacol. 2024 Jul 1;19(1):34. doi: 10.1007/s11481-024-
10135-9

polegat na opiece merytorycznej nad prowadzeniem hodowli ludzkiej linii komérek mikrogleju
HMCS3.

Wyrazam zgod¢ na wykorzystanie niniejszej publikacji w postgpowaniu doktorskim Pani Karoliny
Przepiorskiej-Drotiskicj oraz o§wiadezam, ze wyniki nie zostang ponownie wykorzystane w innych
postgpowaniach o nadanie stopnia doktora lub doktora habilitowanego.
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Prof. dr hab. Anna K. Wéjtowicz
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Abstract

Amorfrutin B is a selective modulator of the PPARY receptor, which has recently been identified as an effective neuropro-
tective compound that protects brain neurons from hypoxic and ischemic damage. Our study demonstrated for the first time
that a 6-h delayed post-treatment with amorfrutin B prevented hypoxia/ischemia-induced neuronal apoptosis in terms of the
loss of mitochondrial membrane potential, heterochromatin foci formation, and expression of specific genes and proteins.
The expression of all studied apoptosis-related factors was decreased in response to amorfrutin B, both during hypoxia and
ischemia, except for the expression of anti-apoptotic BCL2, which was increased. After post-treatment with amorfrutin B, the
methylation rate of the pro-apoptotic Bax gene was inversely correlated with the protein level, which explained the decrease
in the BAX/BCL2 ratio as a result of Bax hypermethylation. The mechanisms of the protective action of amorfrutin B also
involved the inhibition of autophagy, as evidenced by diminished autophagolysosome formation and the loss of neuroprotec-
tive properties of amorfrutin B after the silencing of Becnl and/or Atg7. Although post-treatment with amorfrutin B reduced
the expression levels of Becnl, Nup62, and Ambral during hypoxia, it stimulated Azg5 and the protein levels of MAP1LC3B
and AMBRAI during ischemia, supporting the ambiguous role of autophagy in the development of brain pathologies. Fur-
thermore, amorfrutin B affected the expression levels of apoptosis-focused and autophagy-related miRNAs, and many of
these miRNAs were oppositely regulated by amorfrutin B and hypoxia/ischemia. The results strongly support the position
of amorfrutin B among the most promising anti-stroke and wide-window therapeutics.

Keywords Hypoxia - Ischemia - Perinatal asphyxia - Stroke - PPARy - Autophagy

Introduction

Stroke is the most common cerebrovascular disease, and
approximately 85% of stroke cases are of ischemic origin,
resulting from vessel occlusion and impaired blood flow to
the brain. Data suggest that 1/3 of patients with stroke die,
pointing to the ineffectiveness of current therapies. In addi-
tion to stroke, perinatal asphyxia is another neurological
disorder that leads to the death of 4 million newborns per
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year globally [1]. The dysregulation of gas exchange leads
to metabolic acidosis of organs, including the brain, and
results in ischemic encephalopathy [2]. Current therapies
for ischemic stroke and perinatal asphyxia are recombinant
tissue plasminogen activator (rtPA) and hypothermia; how-
ever, these therapies have several limitations, including a
narrow therapeutic window (up to 6 h) and other adverse
effects [3, 4]. For this reason, patients are often not admit-
ted to treatment, which prompts the search for new therapies
against stroke and perinatal asphyxia.

Disruption of blood and oxygen supply to the brain leads
to a cascade of pathological responses and subsequent
cell death. The main mechanism in hypoxic and hypoxic-
ischemic brain injury is excitotoxicity, resulting from exces-
sive accumulation of calcium and membrane depolarization
[5]. It sequentially leads to dysfunction of mitochondria and
apoptosis, a form of programmed cell death characterized by
DNA fragmentation, apoptosis-associated heterochromatin
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foci and apoptotic body formation. An intermediary chro-
matin remodeling state that relies on formation of apoptosis-
associated heterochromatin foci finally leads to apoptotic
body formation [6, 7]. It is highly connected with autophagy
(“self-eating”), which may have protective involvement
or pro-apoptotic favor under ischemic or hypoxic condi-
tions. Although some studies propose protective involve-
ment of autophagy in cerebral ischemia, others suggest
that autophagy may switch the neuronal injury to apoptosis
and cell death under ischemic or hypoxic conditions [8, 9].
Apoptosis and autophagy can be regulated via miRNAs,
small noncoding RNAs that downregulate gene expression
by mRNA cleavage or translational repression [10]. Recent
studies have shown that the differential expression of miR-
NAs (e.g., miR-124 and miR-181b) in the brain has a pivotal
role in the pathological mechanism of stroke and cerebral
asphyxia, and the potential use of miRNA antagonists may
be a promising direction for the improvement of pharmaco-
therapy [11, 12].

Peroxisome proliferator—activated receptor gamma
(PPARY) is a ligand-activated transcription factor that func-
tions to regulate insulin sensitivity, glucose and lipid metab-
olism, as well as cell proliferation and inflammation [13, 14].
Due to its ability to adjust many key metabolic processes, it
is considered a promising pharmacological target in chronic
neurological conditions. The compounds investigated in the
context of neuroprotection are thiazolidinediones (TZDs),
PPARYy full agonists, which were originally found to have
applications as antidiabetic drugs. TZDs such as pioglita-
zone and rosiglitazone improve the survival of neurons and
glial cells during ischemic damage by reducing inflammation
and exhibiting antiatherosclerotic properties [15]. Unfortu-
nately, recent research reports about the hepatotoxicity and
cardiotoxicity of TZDs resulting in partial withdrawal of
these compounds from the pharmaceutical market [16, 17].

Amorfrutin B isolated from Amorpha fruticosa is a selec-
tive PPARy modulator (SPPARYM) that may have a safer
pharmacological profile than TZDs. In comparison to full
agonists, SPPARyMs activate the receptor in a specific way
by modulating the interaction of PPARy with transcriptional
activators or repressors [18]. Recent studies have indicated
that the application of amorfrutin B may constitute a promis-
ing approach to treat insulin resistance, type 2 diabetes, or
metabolic liver diseases [19-21]. Importantly, in diabetes
and diet-induced obese mouse models, the compound did
not show side effects of TZDs, such as osteoblastogenesis,
weight gain, and fluid retention [21]. Among many com-
pounds, amorfrutin B has the lowest binding affinity con-
stant (K;) to purified PPARy, which makes this compound
the most selective and potent SPPARYM [22]. Moreover,
amorfrutin B is a highly lipophilic molecule that crosses
the blood—brain barrier (BBB) and accumulates in brain tis-
sue, which is a desirable feature of potential drugs directed

against diseases of the central nervous system [23]. Despite
the aforementioned studies, little is known about the poten-
tial of amorfrutin B in the treatment of neural degeneration
caused by hypoxia and ischemia. Our recent study showed
that amorfrutin B, administered even 6 h after injury, evokes
a strong neuroprotective effect against hypoxia and ischemia
by increasing the viability of neuronal cells and mitochon-
drial integrity as well as reducing oxidative stress and the
accompanying DNA damage. The neuroprotective effect
of amorfrutin B involves PPARY activation and epigenetic
modifications, which position this compound among the
most promising anti-stroke therapeutics [24].

Due to the diverse etiologies and courses of hypoxic and
ischemic injuries, it is crucial to achieve neuroprotective
effects against various mechanisms accompanying neuro-
degeneration. For this reason, the current research is the
first to check the effectiveness of amorfrutin B in relation to
apoptosis and autophagy. Moreover, the research includes
the analysis of the epigenetic status of neuronal cells speci-
fying the miRNA profile. Multidirectional analysis of the
action of amorfrutin B would help to define the features
of this potential drug that possesses neuroprotective capac-
ity against hypoxia and ischemia within a wide therapeutic
window.

Methods
Materials

The JC-10 Mitochondrial Membrane Potential Assay Kit,
Z-1IETD-FMK, Z-LEHD-FMK, TDZD 8, and SB 203580
were purchased from Abcam (Cambridge, Great Britain).
A hypoxia modular incubator chamber was obtained from
Billups-Rothenberg, Inc. (San Diego, CA, USA). Phosphate-
buffered saline (PBS) was purchased from BIOMED LUB-
LIN (Lublin, Poland). The CYTO-ID® Autophagy detec-
tion kit was from Enzo Life Sciences, Inc. (Farmingdale,
NY, USA). B27 and neurobasal media were obtained from
Gibco (Grand Island, NY, USA). The oxygen analyzer was
from Greisinger (Regenstauf, Germany). Bradford reagent
was obtained from Bio—Rad Laboratories (Munchen, Ger-
many). The cytotoxicity detection kit was purchased from
Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, Germany). ELISA
kits for FAS, FASL, BAX, BCL2, GSK3p8, BECN1, ATG7,
and MAP1LC3B were purchased from Bioassay Technology
Laboratory (Shanghai, China). An ELISA kit for AMBRAL
was purchased from ELK Biotechnology (Wuhan, China).
The culture plates were obtained from TPP Techno Plastic
Products AG (Trasadingen, Switzerland). The Becnl and
Atg7 siRNAs were purchased from Santa Cruz Biotechnol-
ogy, Inc. (Santa Cruz, CA, USA). Amorfrutin B, Z-DQMD-
FMK, SP600125, temsirolimus, SBI-0206965, spautin-1,
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MRT68921, L-glutamine, fetal bovine serum (FBS), dime-
thyl sulfoxide (DMSO), radioimmunoprecipitation assay
buffer (RIPA) buffer, protease inhibitor cocktail for mam-
malian tissues, penicillin—streptomycin antibiotics, and
poly-L-ornithine hydrobromide were obtained from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). AllStars Negative Control
siRNA, the RNeasy Mini Kit, the EpiTect MethyLight PCR
kit, the EpiTect Bisulfite kit, and the miRNeasy Mini kit
were obtained from Qiagen (Hilden, Germany). INTER-
FERin was obtained from PolyPlus Transfection (Illkirch,
France). Sets of TagMan probes (fully methylated and fully
unmethylated probes for the Bax, Bcl2, Ambral, Map1lc3b,
Atg7, and Becnl promoters and the Hprtl reference), the
High-Capacity cDNA-Reverse Transcription Kit, TagMan
Gene Expression Master Mix, and TagMan probes for spe-
cific genes encoding Hprtl, p-actin, Gapdh, Fas, Fasl, Bax,
Bcl2, Gsk3b, Becnl, Atg5, Atg7, Mapllc3a, MaplLc3b,
Nup62, and Ambral were obtained from Thermo Fisher Sci-
entific (Waltham, MA, USA). Quick-gDNA™ MicroPrep
and EZ DNA Methylation-Gold™ kits were obtained from
ZymoResearch (Irvine, CA, USA).

Primary Neuronal Cultures of Neocortical Cells

All experiments were conducted on primary cultures of
mouse neocortical neurons, which were cultured as pre-
viously described [25]. Neuronal cells were isolated from
neocortical tissues from Swiss CD1 mouse strain embryos
at 15 days of gestation (Charles River, Germany) and plated
at a density of 2.0 10° cells per cm? on poly-L-ornithine-
coated multiwell dishes. The cells were suspended in phenol
red-free neurobasal medium containing fetal bovine serum,
B27, L-glutamine, and penicillin—streptomycin antibiotics.
The cultures were maintained in a humidified atmosphere
(37 °C with 5% (vol/vol) CO,), and the experiments were
conducted at 7 days in vitro (DIV). The number of astro-
cytes was assessed by the content of intermediate filament
glial fibrillary acidic protein (GFAP) and did not exceed
10%, as previously described [26]. All animals used in the
research were maintained according to the principles of the
Three Rs. The experiments were conducted in compliance
with European Union Legislation (Directive 2010/63/EU,
amended by Regulation (EU) 2019/1010) and approved by
the Bioethics Commission as being compliant with Polish
Law (21 August 1997).

Experimental Models of Hypoxia and Ischemia
Hypoxia
The hypoxic conditions were evoked by placing the cultures

in a prewarmed and humidified hypoxia modular incubator
chamber (Billups-Rothenberg, Inc., CA, USA) with 95%

@ Springer

N,/5% CO, for 6 h as previously described [24]. The O,
level in the chamber was measured with an oxygen analyzer
(Greisinger, Germany) and reached less than 0.5%. After 6 h,
the neurobasal medium was replaced with standard medium,
and the treatment occurred for the next 18 h, i.e., during the
reoxygenation period (post-treatment).

Ischemia

To induce ischemic conditions, the neurobasal medium was
replaced with medium without glucose, and cultures were
placed in a prewarmed and humidified hypoxia modular
incubator chamber (Billups-Rothenberg, Inc., CA, USA)
with 95% N,/5% CO, for 6 h. The O, level in the chamber
was measured with an oxygen analyzer (Greisinger, Ger-
many) and reached less than 0.5%. After 6 h, the medium
without glucose was replaced with standard medium, and
the treatment occurred for the next 18 h of the reoxygenation
period (post-treatment).

Treatment

After 6 h of hypoxic/ischemic conditions, i.e., during the
reoxygenation period, the culture medium was replaced with
standard medium, and treatment with amorfrutin B occurred
for the next 18 h (post-treatment). To determine the con-
tribution of apoptotic signaling, we used Z-IETD-FMK
(caspase-8 inhibitor; 40 uM), Z-LEHD-FMK (caspase-9
inhibitor; 40 uM), Z-DQMD-FMK (caspase-3/6 inhibi-
tor; 40 uM), TDZD 8 (GSK3p inhibitor; 1 pM), SP600125
(JNK inhibitor; 1 uM) and SB 203580 (p38 MAPK inhibi-
tor; 1 uM), which were administered in the same paradigm
as amorfrutin B. To assess the contribution of autophagic
signaling, we used temsirolimus (mTOR inhibitor, 1 uM),
SBI-0206965 (ULKI1 inhibitor, 1 uM), spautin-1 (USP10
and USP13 inhibitor, 1 uM), and MRT68921 dihydrochlo-
ride (ULK1 and ULK2 inhibitor, 1 uM), which were also
administered in the same paradigm as amorfrutin B. To
avoid nonspecific effects, amorfrutin B and all inhibitors
were administered at concentrations that did not change the
control levels of lactate dehydrogenase (LDH) release under
normoxic conditions. According to our previous data [24],
we decided to use amorfrutin B at a concentration of 5 uM
because it caused the strongest neuroprotective effect under
hypoxic and ischemic conditions. The exception was the
siRNA experiment in which we used two concentrations of
amorfrutin B, i.e., 1 and 5 uM. Moreover, the post-treatment
was selected (after 6 h of hypoxia and/or ischemia) to reflect
the terms of the potential clinical therapy. Cell cultures were
maintained in a humidified incubator (37 °C with 5% (vol/
vol) CO,), and after 18 h, the biological material was col-
lected for further analysis.
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Assessment of LDH release

Lactate dehydrogenase is an enzyme involved in energy
production and is released into the environment in response
to cell damage. After the experiments, the cell-free super-
natants were collected and used to measure the amount of
LDH, as previously described [27]. According to the manu-
facturer’s instructions, the supernatants were incubated with
the appropriate reagent mixture from the Cytotoxicity Detec-
tion Kit (Roche, Switzerland) at RT for 30—60 min. The
intensity of the red color was measured at a wavelength of
490 nm using an Infinite M200pro microplate reader (Tecan,
Minnedorf, Switzerland) and was proportional to the
amount of cells damaged in response to hypoxia/ischemia.
The data were analyzed with i-control software and are pre-
sented as a percentage of the control value + SEM.

Assessment of the Mitochondrial Membrane
Potential

The JC-10 Mitochondrial Membrane Potential Assay Kit
(Abcam, Cambridge, Great Britain) was used to measure
mitochondrial membrane potential changes in neuronal cells
after hypoxia/ischemia and amorfrutin B post-treatment.
JC-101is a lipophilic dye that enters mitochondria and revers-
ibly changes its color from green to orange, which is detected
as an increase in membrane potential. JC-10 dye-loading
solution was added to the cell plate and incubated with the
cells for 1 h at 37 °C as previously described [28]. After add-
ing Assay Buffer B to the dye-loading plate, the fluorescence
was monitored at A, =540 nm/A, =590 nm and A, =490
nm/A.;, =525 nm with an Infinite M200pro microplate
reader (Tecan Mannedorf, Switzerland). The fluorescence
intensity was used for the ratio analysis, and the results are
presented as a percentage of the control + SEM.

Fluorescent Staining with CYTO-ID® and Hoechst
33342

The cultures were grown on coverslips and exposed to
hypoxic or ischemic conditions for 6 h at 7 DIV. Neuronal
cells were treated with amorfrutin B (tested compound),
DMSO (solvent/negative control), or rapamycin (positive
control) during the reoxygenation period. After 18 h of
treatment, the medium was removed, and the cells were
washed with assay buffer. A CYTO-ID green detection kit
containing a cationic amphiphilic tracer (CAT) dye and
Hoechst 33342 was added to each well, and the plates were
incubated at 37 °C in the absence of light. Selective stain-
ing with CAT dye allowed the measurement of autophago-
lysosome accumulation. Fusion between autophagosomes
and lysosomes forms autophagolysosomes where degrada-
tion of the cytoplasmic contents occurs [29]. Cells with

Hoechst 33342 stained bright blue heterochromatin foci,
indicating condensed chromatin; an intermediary chroma-
tin remodeling state that relies on formation of apoptosis-
associated heterochromatin foci has been suggested to be
a marker of apoptosis [6]. After 30 min, the cells were
washed with assay buffer, and the coverslips were placed
on microscope slides. The stained cells were analyzed by
a Leica TCS SP8 WLL confocal laser scanning micro-
scope (DMi8-CS, Leica Microsystem, Wetzlar, Germany)
at 60 X magnification as recommended by the manufac-
turer’s instructions. To quantify the fluorescence signal
corresponding to enhanced accumulation of autophagolys-
osomes, the frequency of the brightest pixels in the region
of interest (ROI) was measured. The pixel intensity was
assessed using ImagelJ software. The mean fluorescence
intensity (MFI) was calculated according to the following
formula: MFI=MFI of an ROI — MFI of background.

gPCR Analysis of Apoptosis- and Autophagy-Related
Genes

After hypoxia/ischemia and amorfrutin B post-treatment, the
total RNA was extracted from neocortical cells using the
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany), as previously
described [30]. The amount of RNA was assessed at 260 nm
and 260/280 nm with a NanoDrop ND-1000 UV-Vis Spec-
trophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). The purity of RNA was accepted when the A260/
A280 ratio was ~2.0. The RNA extract was used as a cDNA
template and reverse-transcribed using a High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific,
USA). The obtained cDNA was amplified using the quantita-
tive polymerase chain reaction (QPCR) method. Both reverse
transcription and gPCR were run on a CFX 96 Real-Time
PCR Detection System (Bio—Rad, Hercules, CA, USA). For
amplification, we used a solution containing 1 ul cDNA,
10 pl FastStart Universal Probe Master, 1 pl TagMan Gene
Expression Assay mix, and 8 pl RNase-free water. The cho-
sen TagMan Gene Expression Assays (Thermo Fisher Sci-
entific, USA) were specific for apoptosis-related (Fas, Fasl,
Bax, Bcl2, and Gsk3b) and autophagy-related genes (Becnl,
Atg5, Atg7, Mapllic3a, Mapllc3b, Nup62, and Ambral). The
gPCR procedure consisted of a series of following tempera-
ture changes: 2 min at 50 °C and 10 min at 95 °C, followed
by 40 cycles of 15 s at 95 °C and 1 min at 60 °C. The qPCR
process was performed using a CFX96 Real-Time system
(Bio—-Rad, USA), and the data were analyzed using the delta
Ct method. The following algorithms, i.e., geNorm, Nor-
mFinder, BestKeeper and delta Ct, selected Hprtl (instead
of B-actin and Gapdh) as the most stable reference gene. The
results are presented as fold changes + SEM.
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Enzyme-Linked Immunosorbent Assays
for Apoptosis- and Autophagy-Related Proteins

The neocortical cells that had undergone hypoxia/ischemia
and amorfrutin B post-treatment were lysed and sonicated
in ice-cold RIPA lysis buffer with a protease inhibitor cock-
tail. After centrifugation (15,000xg for 20 min at 4°C), the
supernatants were collected, and the protein concentration
was assessed using the Bradford method. The expression
levels of apoptosis- (FAS, FASL, BAX, BCL2, and GSK3p)
and autophagy-related (BECN1, ATG7, MAP1LC3B, and
AMBRAL) proteins were assessed using enzyme-linked
immunosorbent mouse-specific assays (Bioassay Technol-
ogy Laboratory, China; ELK Biotechnology, China). The
standards and samples were attached to the biotin-conju-
gated polyclonal antibodies in each well. Then, streptavidin-
HRP was added, and all wells were washed with buffer. The
reaction was completed by adding the substrate and acidic
stop solution, which resulted in a color change from yellow
to blue. The absorbance was measured at 450 nm using an
Infinite M200PRO microplate reader, and the values were
correlated with the amounts of the specific proteins. The data
are presented as a percentage of the control value + SEM and
pg/mg of total protein.

Silencing of Autophagy-Related Genes Using
Specific siRNAs

To inhibit the expression of the Becnl and Atg7 genes in
neocortical cells, specific Becnl and Atg7 siRNAs (Santa
Cruz Biotechnology Inc., USA) were used as previously
described [31]. The siRNAs (at a final concentration of
50 nM) containing transfection reagent (INTERFERin) were
applied in antibiotic-free medium for 7 h. After transfec-
tion, the culture medium was replaced with standard medium
containing antibiotics, and neuronal cells were incubated
until the next day of the experiment. Control cells were
transfected with negative siRNA, i.e., scrambled sequence
that did not lead to specific degradation of any known cel-
lular mRNA. To verify the mRNA silencing, we measured
the expression levels of specific mRNAs. As previously
described, Becnl and Atg7 expression levels decreased by
68% and 57%, respectively [31].

Assessment of the Methylation of Apoptosis-
and Autophagy-Related Gene Promoters

To extract genomic DNA from neuronal cells, a Quickg-
DNA™ MicroPrep kit (Zymo Research, Irvine, CA) was
used according to the manufacturer’s protocol. The quantity
of DNA was rated spectrophotometrically at 260 nm and
260/280 nm using a NanoDrop ND-1000 UV-Vis Spec-
trophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA). Next,

@ Springer

the EpiTect Bisulfite kit (Qiagen, Hilden, Germany) was
applied to denature DNA and perform bisulfite conversion.
To detect changes in DNA methylation status, the EpiTect
MethyLight PCR kit (Qiagen, Hilden, Germany) and sets
of TagMan probes were used. Sets were designed for the
bisulfite-converted DNA sequences and represented: (i)
fully methylated and fully unmethylated probes for the Bax,
Bcl2, Ambral, Mapllc3b, Atg7, and Becnl promoters, (ii)
the internal reference set for the Hprtl gene to control for
input DNA. Quantitative real-time polymerase chain reac-
tion (MethyLight) was performed as previously described
[30], and the EpiTect MethyLight assays enabled the calcu-
lation of the degree of methylation according to the follow-
ing formula: AACt=methylated signal (Ct target gene — Ct
Hprtl) —unmethylated signal (Ct target gene — Ct Hprtl).
The results are presented as the methylation rate + SEM.

gPCR Analysis of Specific Apoptosis-Focused
miRNAs Determined Using the RT2 Profiler PCR
Array

miRNA was isolated from neuronal cell cultures using the
miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) and quan-
tified spectrophotometrically at 260 nm and 260/280 nm
with a NanoDrop ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific, USA). Reverse transcription to
cDNA was performed using a miRCURY LNA RT Kit (Qia-
gen, Hilden, Germany). A reaction mixture consisting of our
template miRNA and reverse transcription master mix was
incubated for 60 min at 42 °C and 5 min at 95 °C. To ana-
lyze apoptosis-focused miRNA expression, the MiRCURY
LNA miRNA Focus Panel (Qiagen, Hilden, Germany) was
used according to the manufacturer’s protocol. Both RT and
qPCR were performed with the CFX96 Real-Time System
(Bio—Rad, Hercules, CA, USA). Ct values were analyzed
using GeneGlobe Qiagen web-based software, and the refer-
ence genes were U6 snRNA (v2), 5S rRNA, RNUS5G, and
RNUTIAL. Fold changes are presented as heatmaps, which
were visualized in Python 3 using the Seaborn module.

Statistical Analysis

The statistical analysis of the data was performed using raw
data measured as the absorbance or fluorescence units per
well containing 50,000 cells for the LDH and JC-10 assay;
the fluorescence units per 1.5 million cells for gPCR; and
the pg of FAS, FASL, BAX, BCL2, GSK3p, ATG7, BECNI1,
MAPILC3B, and AMBRA1 per mg of total protein for the
ELISAs. To determine overall significance, an analysis
of variance (ANOVA) and Levene’s test of homogeneity
of variances were used. The differences between the con-
trol and experimental groups were defined with a post hoc
Newman—Keuls test. Significant differences were marked in
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the following ways: "p <0.05, “p <0.01, and *“p <0.001
(compared to the control groups), *p <0.05, #p <0.01, and
##p <0.001 (compared to the cultures exposed to hypoxia),
"p<0.05,""p<0.01, and "*"p <0.001 (compared to the cul-
tures exposed to ischemia), and **%p <0.001 (compared to
negative control, scrambled siRNA). The results for gPCR
and ELISAs are expressed as the mean + SEM. The results
for LDH release and JC-10 and fluorescence intensity are
presented as the percentage of the control + SEM. In case of
LDH release measurement and JC-10 test, the results were
obtained from 3 independent experiments, and the number
of replicates ranged from 8 to 12. The results from qPCR,
ELISA, and gene specific methylation level were obtained
from 3 independent experiments, and the number of rep-
licates ranged from 5 to 6. The fluorescence intensity was
measured based on 5 replicates. In case of microarray analy-
sis, the results are based on 5 replicates for each experimen-
tal group. The effect of amorfrutin B administration on cells
under normoxic conditions is presented as the supplemen-
tary material (Table S1 and Fig. S1).

Results

Apoptosis- and Autophagy-Related Pathways
Are Involved in Hypoxia- and Ischemia-Induced
Neuronal Cell Death

In the present study, 6 h of hypoxia followed by 18 h of
reoxygenation induced LDH release up to 176% of the nor-
moxic value. Post-treatment with apoptosis-related inhibi-
tors of caspases-9 and -3/6 (Z-LEHD-FMK and Z-DQMD-
FMK, respectively) as well as JNK and p38 MAPK kinases
(SP600125, SB 203,580) resulted in LDH activity decreases
to 139%, 146%, 151%, and 139% of the control, respectively.
In turn, the administration of Z-IETD-FMK (caspase-8
inhibitor) and TDZD 8 (GSK3p inhibitor) did not have a
statistically significant effect on LDH levels under hypoxic
conditions. Except for temsirolimus (mTOR inhibitor), spe-
cific inhibitors of kinases ULK1 and ULK1/ULK?2 (SBI-
0206965 and MRT68921 dihydrochloride) as well as hydro-
lases USP10/USP13 (Spautin-1) involved in the process of
autophagy decreased LDH release to 138%, 141%, and 134%
of the control, respectively (Fig. 1a).

A model of 6-h ischemia followed by 18 h of reoxy-
genation resulted in an increase in the activity of LDH to
339% of the normoxic value. All apoptosis-related inhibi-
tors of caspase-8, -9, -3/6, GSK3p, JNK, and p38 MAPK
(Z-IETD-FMK, Z-LEHD-FMK, Z-DQMD-FMK, TDZD 8,
SP600125, and SB 203580) reduced LDH activity to 290%,
292%, 274%, 283%, 280%, and 276% of the control, respec-
tively. In addition, specific inhibitors of mTOR, ULKI,
USP10/USP13, and ULK1/ULK?2 involved in the process

of autophagy, i.e., temsirolimus, SBI-0206965, spautin-1,
and MRT68921 dihydrochloride, decreased LDH release to
304%, 301%, 273%, and 271% of the control, respectively
(Fig. 1b).

Post-treatment with Amorfrutin B Partially
Reversed Hypoxia- and Ischemia-Reduced
Mitochondrial Membrane Potential

In this study, 6 h of hypoxia/ischemia and 18 h of reoxy-
genation led to mitochondrial membrane potential decreases
to 42% and 35% of the normoxic value, respectively. Post-
treatment with amorfrutin B partially reversed the effects
of hypoxia and ischemia, i.e., the mitochondrial membrane
potential reached 85% and 54% of the control (Fig. 2).

Post-treatment with Amorfrutin B Reduced

the Formation of Apoptosis-Associated
Heterochromatin Foci and Autophagolysosomes
in Hypoxia/lschemia-Exposed Neocortical Cells

Both hypoxia and ischemia induced apoptosis in neuronal
cell cultures, which was manifested by the formation of
apoptosis-associated heterochromatin foci visible as bright
blue condensed chromatin labeled with Hoechst 33342. Post-
treatment with amorfrutin B reduced chromatin remodeling.
The CYTO-ID labeling and intensity quantification method
showed the formation of autophagolysosomes in neurons
undergoing hypoxia and ischemia, which was indicated by
increased levels of MFI from 4.19 in normoxia to 23.54 in
hypoxia and 42.91 in ischemia. Administration of amorfru-
tin B resulted in inhibition of autophagolysosome forma-
tion in the case of hypoxia (MFI reached 4.71); however,
the compound only partially reversed autophagolysosome
formation in the case of ischemia (MFI reached 22.11). Our
study included a positive control indicating the formation
of autophagolysosomes after treatment with the autophagy
inducer—rapamycin (Fig. 3).

Post-treatment with Amorfrutin B Normalized

the Expression Levels of Apoptosis-Related Genes
and Proteins in Neuronal Cells Exposed to Hypoxia/
Ischemia

In neuronal cell cultures exposed to hypoxia, expression lev-
els of apoptosis-related genes, i.e., Fas (2.68-fold increase)
and Bax (0.33-fold increase) were increased, compared to the
control group. Amorfrutin B administered 6 h after the initi-
ation of hypoxic damage diminished the expression levels of
Bax and Gsk3p to 0.93- and 0.80-fold of the control values,
respectively. Ischemia induced increases in the expression
levels of the following genes: Fas (19.02-fold increase), Bax
(0.90-fold increase), Bcl2 (1.49-fold increase), and Gsk3f
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Fig. 1 Hypoxia and ischemia a
evoked cell death via apop-
tosis- and autophagy-related
pathways in primary neocortical
cell cultures. Post-treatment
with apoptosis- and autophagy-
related inhibitors of caspases,
kinases, and hydrolases
decreased hypoxia- (a) and
ischemia-induced (b) LDH
release depending on the model.
The results are presented as a
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(0.19-fold increase) compared to normoxia. In this model,
post-treatment with amorfrutin B decreased the expression
levels of Fas and Bcl2 to 13.74- and 1.98-fold of the control
values, respectively. The exception was Fasl, whose mRNA
expression level did not change after hypoxia, ischemia, or
amorfrutin B post-treatment (Fig. 4a).

ELISA analyses revealed that the levels of all apoptosis-
related proteins were enhanced due to both hypoxic and
ischemic conditions. Under hypoxia, FAS, FASL, BAX,
BCL2, and GSK3p protein levels increased to 231%, 142%,
156%, 220%, and 192% (equal to 0.15, 189.36, 29.25, 3.22,
4.62 pg per mg of total protein) of the normoxic value,
respectively. In response to amorfrutin B post-treatment
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after hypoxia, the protein expression levels decreased to
70% (0.05 pg/mg) in case of FAS, 64% (85.96 pg/mg) in
case of FASL, 89% (16.66 pg/mg) in case of BAX, and 59%
(1.42 pg/mg) in case of GSK3f compared to the normoxic
value. In turn, the BCL2 protein level increased to 394%
(5.77 pg/mg) of the control after administration of amor-
frutin B. Similarly, the protein expression levels of FAS,
FASL, BAX, BCL2, and GSK3p increased to 234%, 149%,
172%, 363%, and 313% (equal to 0.16, 198.88, 32.35, 5.32,
7.53 pg per mg of total protein) of the control in response
to ischemic conditions. Amorfrutin B post-treatment after
ischemia reduced the protein levels of FAS (140%, 0.09 pg/
mg), FASL (109%, 145.03 pg/mg), BAX (140%, 26.36 pg/
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Fig.2 Post-treatment with amorfrutin B partially reversed hypoxia-
and ischemia-induced loss of mitochondrial membrane potential.
The results are presented as a percentage of the control + SEM of 3
independent experiments, consisting of 8—12 replicates per group.

“*p <0.001 compared to the control group, #¥p <0.001 compared to

the cultures exposed to hypoxia, *""p <0.001 compared to the cultures
exposed to ischemia

mg), and GSK3p (60%, 1.45 pg/mg). However, the expres-
sion level of BCL2 increased to 614% (8.99 pg/mg) of the
control after exposure to the compound (Fig. 4b).

Amorfrutin B Interfered

with the Autophagy-Related mRNA and Protein
Expression Levels After Exposure to Hypoxia
and Ischemia

In our research, qPCR analysis showed that all autophagy-
related genes were excessively expressed due to hypoxia and
ischemia, except Mapllc3a, whose expression remained
unchanged in both models. Under hypoxic conditions, there
were increases in the expression levels of Becnl (0.25-fold
increase), Arg5 (0.23-fold increase), Azg7 (0.4-fold increase),
Map1lc3b (0.34-fold increase), Nup62 (0.24-fold increase),
and Ambral (0.2-fold increase). Exposure to amorfrutin B
6 h after hypoxic injury resulted in a decrease in the mRNA
expression levels of Becnl to 1.05-fold, Nup62 to 0.99-fold,
and Ambral to 0.93-fold. In response to ischemia, mRNA
expression of Becnl (0.48-fold increase), Arg5 (0.62-fold
increase), Atg7 (1.02-fold increase), Mapllc3b (0.39-fold
increase), Nup62 (0.5-fold increase), and Ambral (0.21-fold
increase) was upregulated. Amorfrutin B post-treatment
only increased the expression of Azg5 to 1.78-fold, and the
expression levels of other genes did not change (Fig. 5a).
ELISA analyses showed that only the BECN1 expres-
sion level increased to 135% (equal to 11.37 pg per mg of
total protein) of the control under ischemic conditions and
remained unchanged under hypoxic conditions. The levels of
other autophagy-related proteins (ATG7, MAP1LC3B, and
AMBRA1) did not differ significantly between the hypoxia/
ischemia conditions and the control normoxia. Amorfrutin
B did not affect the levels of any autophagy-related proteins

under hypoxic conditions. However, post-treament with
amorfrutin B after 6 h of ischemia increased the protein
levels of MAP1LC3B (130%, 1.23 pg/mg) and AMBRAI
(123%, 12.30 pg/mg), while the expression levels of other
proteins (BECN1 and ATG7) remained unchanged (Fig. 5b).
During ischemia, overexpression of MAPI1LC3B and
AMBRALI after amorfrutin B post-treatment could be related
to other than autophagy-related functions of these proteins.
An increase in MAP1LC3B expression level can be asso-
ciated with neuronal structure improvement [32], whereas
overexpression of AMBRAT may predispose cells to avoid
apoptosis and promote their survival [33].

Silencing of Becn1 and/or Atg7 Reduced
the Neuroprotective effects of Amorfrutin B Against
Hypoxia- and Ischemia-Induced Cell Damage

In wild-type cells subjected to hypoxia and ischemia, amor-
frutin B (1 and 5 uM) protected neuronal cell cultures from
cell death, as we previously described [24]. In Becnl and
Arg7 siRNA-transfected cells, amorfrutin B lost its neuro-
protective potential and did not prevent hypoxia-induced
LDH release in comparison to the negative control (Fig. 6a).
In the case of ischemia, the silencing of Becnl expression
with specific siRNA also resulted in the loss of the neuropro-
tective properties of amorfrutin B. However, in Azg7 siRNA-
transfected cells, amorfrutin B (1 and 5 uM) still protected
cells from ischemia-induced cell death, as evidenced by the
decrease in the LDH parameter to 161% compared to the
negative control (Fig. 6b).

The negative control siRNA (scrambled siRNA) that is a
control for specific/positive siRNAs may impair the prolifer-
ation and viability of cell cultures [34]. Therefore, exposure
to ischemia of scrambled siRNA-treated cells would result
in smaller effect (low cell density) than exposure to ischemia
of wild-type cells (high cell density).

Changes in the Methylation Rates of Apoptosis-
and Autophagy-Related Genes in Response

to Hypoxia/lschemia Conditions and Amorfrutin B
Post-treatment

The methylation rates of apoptosis-related genes were ana-
lyzed under normoxic conditions and reached 69% for Bax
and 7% for Bcl2. In response to hypoxia and ischemia, the
Bax methylation decreased to 50% and 40%, respectively.
The methylation rate of Bc/2 did not change in response
to hypoxia and ischemia. Post-treatment with amorfrutin B
after 6 h of hypoxia did not change the Bax methylation
rate; however, it increased to 69% in neuronal cells subjected
to 6 h of ischemia. Moreover, amorfrutin B administration
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Fig.3 Amorfrutin B post-
treatment reduced the forma-
tion of apoptosis-associated
heterochromatin foci (bright
blue) and autophagolys-
osomes (green) in neuronal
cells undergoing hypoxia and
ischemia. Heterochromatin
foci and autophagolysosomes
were visualized with the use of
Hoechst 33342 and CAT dye,
respectively. The bright-field
images were included. Positive
control indicated the formation
of autophagolysosomes after
treatment with rapamycin. The
table shows results presented
as MFI (mean fluorescence
intensity) £ SEM. ““p <0.001
compared to the control group,
##1 <0.001 compared to the
culture@ exposed to hypoxia,
""p<0.001 compared to the
cultures exposed to ischemia.
The number of replicates in
each group was 5

normoxia

hypoxia

hypoxia
+ amorfrutin B 5 yM

ischemia

ischemia
+ amorfrutin B 5 uM

apoptosis-associated
heterochromatin foci

autophagolysosomes bright field

positive
control
(rapamycin)
. . hypoxia + . . ischemia + i
MFI * SEM normoxia hypoxia amorfrutin B ischemia amorfrutin B positive
Autophagolysosomes | 4.19+0.37 | 23.54 + 1.62™ | 4.71 + 1.30%#* | 42.91 £ 4.27™ | 22.11 £ 4.95™" | 57.00 + 4.41™

decreased the methylation rate of Bcl2 observed during
hypoxia to 4% (Fig. 7a).

In the case of autophagy-related genes, under normoxic
conditions, the methylation rates of Ambral, Mapllc3b,
Atg7, and Becnl reached values of 50%, 83%, 62%, and 49%,
respectively. In response to 6-h hypoxia and 6-h ischemia,
the methylation rates of all genes were reduced: the Ambral
methylation rate diminished to 27% (hypoxia) and 24%
(ischemia), the Mapllc3b methylation rate decreased to
39% (hypoxia) and 16% (ischemia), the Azg7 methylation
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rate decreased to 21% (hypoxia) and 15% (ischemia), and the
Becnl methylation rate was reduced to 33% (hypoxia) and
25% (ischemia). Post-treatment with amorfrutin B caused
increases in the methylation of all studied genes, except for
Ambral. Following exposure to amorfrutin B, the methyla-
tion rate of MaplIlc3b increased to 52% (hypoxia) and 33%
(ischemia), and the methylation rate of Azg7 increased to
31% (hypoxia) and 48% (ischemia). Moreover, the methyla-
tion rate of Becnl increased to 53% in the case of hypoxia
and 44% in the case of ischemia (Fig. 7b).
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Fig.4 Post-treatment with amorfrutin B normalized the expression levels of apoptosis-related genes (a) and proteins (b) in neuronal cells
exposed to hypoxia or ischemia. The results are presented as a fold change in case of JPCR and percentage of the control or pg/mg of pro-
tein + SEM in case of ELISA. There were 3 independent experiments, consisting of 5—6 replicates per group. p <0.05, “p <0.01, and

'»<0.001 compared to the control group, *#p <0.0

1##

""p<0.001 compared to the cultures exposed to ischemia

#p <0.001 compared to the cultures exposed to hypoxia, "p <0.05, “'p <0.01,
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Fig.5 Amorfrutin B post- a
treatment affected the expres-

sion levels of autophagy-related 25
genes (a) and proteins (b),

as measured using qPCR 2
and ELISA. The results are
presented as a fold change in
case of gPCR and percentage
of the control or pg/mg of pro-
tein+SEM in case of ELISA.
There were 3 independent
experiments, consisting of 5-6
replicates per group. “p <0.05,
“p<0.01, and “p<0.001
compared to the control group, 0

Folds [Hprt1 normalized]

Onormoxia

Ohypoxia

O+ amorfrutin B 5 yM
mischemia

®+ amorfrutin B 5 pM

#p<0.01, " p <0.001 com- Becn1 Atg5
pared to the cultures exposed to

hypoxia, "p <0.05, “'p<0.01, b

""p<0.001 compared to the 200 1

cultures exposed to ischemia

-
o
o

Protein level [% of the control]
o =)
o o

Atg7

Map1lc3a Map1Ic3b Nup62 Ambrat

Onormoxia

Ohypoxia

O+ amorfrutin B 5 uM
mischemia

&+ amorfrutin B 5 uM

AAA

° ATG7 BECN1 MAP1LC3B AMBRA1
pg/mg of protein ATG7 BECN1 MAP1LC3B AMBRA1
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Effects of Amorfrutin B Post-treatment

on the Expression of Apoptosis-Focused
miRNAs Under Hypoxic and Ischemic Conditions
as Determined Using an RT2 Profiler PCR Array

The RT? Profiler PCR Array enabled the analysis of the
expression profiles of 84 apoptosis-focused miRNAs in
neuronal cell cultures subjected to hypoxia or ischemia and
amorfrutin B post-treatment.

Hypoxia Dysregulated the Expression of 34
Apoptosis-Focused miRNAs (Fig. 8a)

@

(i)

Seven miRNAs were downregulated (shown in
green): miR-133b, miR-146a-5p, miR-155-5p, miR-
1-3p, miR-206, miR-29b-3p, and miR-98-5p.

Twenty-seven miRNAs were upregulated (shown in red):
let-7 g-5p, miR-106b-5p, miR-125b-5p, miR-143-3p,
miR-144-3p, miR-145-5p, miR-153-3p, miR-15b-5p,
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miR-16-5p, miR-17-5p, miR-181c-5p, miR-181d-5p,
miR-183-5p, miR-192-5p, miR-195-5p, miR-200c-3p,
miR-20a-5p, miR-21-5p, miR-210-3p, miR-214-3p,
miR-26b-5p, miR-29a-3p, miR-34a-5p, miR-365a-3p,
miR-378a-3p, miR-409-3p, and miR-7-5p.

Under Hypoxic Conditions, Amorfrutin B Post-treatment
Dysregulated 51 Apoptosis-Focused miRNAs (Fig. 8b)

®

Forty-seven miRNAs were downregulated (shown in
green): let-7a-5p, let-7c-5p, let-7e-5p, miR-106b-5p,
miR-122-5p, miR-125a-5p, miR-125b-5p, miR-128-3p,
miR-134-5p, miR-143-3p, miR-144-3p, miR-145-5p,
miR-15a-5p, miR-16-5p, miR-17-5p, miR-181a-5p,
miR-181b-5p, miR-181c-5p, miR-181d-5p, miR-
183-5p, miR-185-5p, miR-186-5p, miR-194-5p, miR-
195-5p, miR-203a-3p, miR-204-5p, miR-20a-5p,
miR-221-3p, miR-222-3p, miR-25-3p, miR-26a-5p,
miR-26b-5p, miR-298-5p, miR-29a-3p, miR-30c-5p,
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(ii)

miR-30e-5p, miR-34a-5p, miR-351-5p, miR-365a-3p,
miR-409-3p, miR-449a, miR-497-5p, miR-503-5p,
miR-708-5p, miR-7-5p, miR-9-5p, and miR-92a-3p.
Four miRNAs were upregulated (shown in red): miR-
141-3p, miR-146a-5p, miR-155-5p, and miR-1-3p.

A number of miRNAs were oppositely regulated by
hypoxia and amorfrutin B. Many hypoxia-upregulated
miRNAs were downregulated in response to amorfutin
B, namely miR-106b-5p, miR-125b-5p, miR-143-3p, miR-
144-3p, miR-145-5p, miR-16-5p, miR-17-5p, miR-181c-5p,
miR-181d-5p, miR-183-5p, miR-195-5p, miR-20a-5p, miR-
26b-5p, miR-29a-3p, miR-34a-5p, miR-365a-3p, miR-
409-3p, and miR-7-5p. Moreover, amorfrutin B enhanced
the expression of several miRNAs that were diminished
during the course of hypoxia, i.e., miR-146a-5p, miR-
155-5p, and miR-1-3p.

Ischemia Dysregulated the Expression of 31
Apoptosis-Focused miRNAs (Fig. 8c)

®

(i)

Twenty-six miRNAs were downregulated (shown in
green): let-7c-5p, miR-125a-5p, miR-128-3p, miR-
133a-3p, miR-134-5p, miR-146a-5p, miR-16-5p,
miR-185-5p, miR-194-5p, miR-1-3p, miR-204-5p,
miR-218-5p, miR-221-3p, miR-222-3p, miR-298-5p,
miR-29b-3p, miR-30b-5p, miR-31-5p, miR-338-3p,
miR-34c-5p, miR-351-5p, miR-449a, miR-497-5p,
miR-503-5p, miR-7-5p, and miR-98-5p.

Five miRNAs were upregulated (shown in red): miR-143-3p,
miR-145-5p, miR-155-5p, miR-205-5p, and miR-365a-3p.

Under Ischemic Conditions, Amorfrutin B Post-treatment
Dysregulated 22 Apoptosis-Focused miRNAs (Fig. 8d)

®

Four miRNAs were downregulated (shown in green):
miR-133b, miR-200c-3p, miR-205-5p, and miR-206.

@ Springer



588

Molecular Neurobiology (2023) 60:576-595

Fig.7 Alterations in apopto- a
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(i1)) Eighteen miRNAs were upregulated (shown in red):
let-7a-5p, let-7c-5p, let-7g-5p, miR-122-5p, miR-
133a-3p, miR-134-5p, miR-141-3p, miR-16-5p,
miR-181c-5p, miR-183-5p, miR-210-3p, miR-222-3p,
miR-26b-5p, miR-31-5p, miR-34c-5p, miR-365a-3p,
miR-378a-3p, and miR-98-5p.

Ischemic conditions and amorfrutin B oppositely regulated
certain miRNAs. These include amorfutin B-downregulated
miRNA, which was upregulated during ischemia, i.e., miR-
205-5p. Amorfrutin B also increased the expression levels of
some miRNAs that had reduced expression during ischemia,
such as let-7c-5p, miR-133a-3p, miR-134-5p, miR-16-5p,
miR-222-3p, miR-31-5p, miR-34c-5p, and miR-98-5p.

Discussion

Amorfrutin B is a selective modulator of the PPARY recep-
tor, which we recently identified as an effective neuropro-
tective compound that protects brain neurons from hypoxic
and ischemic damage when applied as a 6-h delayed post-
treatment [24]. Previously, we recognized amorfrutin B as
a selective PPARy modulator that activated PPARY in the
neuronal cells undergoing hypoxia or ischemia and in this
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way evoked neuroprotection; amorfrutin B promoted mito-
chondrial integrity and was capable to inhibit ROS activity
and ROS-mediated DNA damage. Since the mechanisms
of amorfrutin B-attributed neuroprotection are only par-
tially recognized, this study aimed to assess the apoptosis-
and autophagy-related effects of the compound in cellular
models of brain hypoxia and ischemia. The adequacy of
the implemented models has been confirmed by the use of
specific inhibitors targeting apoptosis (caspase-8, -9, -3/6,
GSK3p, INK, p38 MAPK) and autophagy (mTOR, ULK1,
ULK2, USP10, USP13) that diminished hypoxia/ischemia-
induced neurotoxicity. Moreover, the contribution of apop-
tosis- and autophagy-dependent signaling to the develop-
ment of hypoxic/ischemic injuries in brain neurons has been
supported by other studies, including ours [28, 35-49].
Although the neuroprotective potential of PPARy ago-
nists for the treatment of brain hypoxia and stroke is well-
accepted, only certain agonists, namely thiazolidinediones,
appeared effective when applied as a post-treatment [50-52].
However, thiazolidinediones such as troglitazone were found
to cause hepatotoxicity, and rosiglitazone and pioglitazone
increased the risk of heart failure [53]. The unique property
of amorfrutin B to act as a selective PPARy modulator is that
it covers a partial agonism and/or a partial antagonism of
the receptor that favors a safer pharmacological profile than
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a) changes in miRNA levels in response to hypoxia
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Fig.8 Amorfrutin B post-treatment dysregulated the expression lev-
els of apoptosis-focused miRNAs in neuronal cell cultures undergo-
ing hypoxia and ischemia. The results were determined by microarray
analyses and are shown as heatmaps of 84 miRNAs. The results are

=

based on 5 replicates for each experimental group. The cell’s color
indicates the fold change of miRNA in the corresponding cell range.
Downregulated miRNAs are shown in green, upregulated miRNAs
are shown in red, and undetermined miRNAs are shown in gray

@ Springer



590

Molecular Neurobiology (2023) 60:576-595

c) changes in miRNA levels in response to ischemia
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Fig.8 (continued)

full PPARYy agonism [54]. There is no study, except for ours,
showing the neuroprotective effect of post-treatment with
a selective PPARy modulator against hypoxia or ischemia.
Telmisartan, which is a selective PPARy modulator that
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binds to the receptor in a different way than thiazolidinedi-
ones, suppressed cerebral injury in a murine model of tran-
sient focal ischemia, but it was used as a pre-treatment [55].
Since amorfrutin B appeared to exert neuroprotection when
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applied with a 6-h delay from initiating hypoxia or ischemia,
one may assume that amorfrutin B has the ability to adjust to
clinical standards without evoking severe side effects.

We demonstrated for the first time that post-treatment
with amorfrutin B prevented neuronal apoptosis in terms of
the loss of mitochondrial membrane potential, heterochro-
matin foci formation, and the expression of specific genes
and proteins, such as Fas/FAS, FASL, Bax/BAX, Bcl2/
BCL2, and Gsk3b/GSK3p. The expression levels of all stud-
ied apoptosis-related genes and proteins were decreased in
response to amorfrutin B, both during hypoxia and ischemia,
except for the expression of anti-apoptotic BCL2, which was
increased. Human studies showed the upregulation of the
BCL2 expression in the brains of AD (Alzheimer’s disease)
patients [56-58]. Also, BCL2 expression was upregulated in
the brains of HD (Huntington’s disease) patients with longer
disease duration [59]. In both cases, the increase in BCL2
expression is likely the result of the activation of a defense
mechanism and attempt to survive. In our study, after post-
treatment with amorfrutin B, the methylation rate of the pro-
apoptotic Bax gene was inversely correlated with the protein
level, which explained the decrease in the BAX/BCL2 ratio
as a result of Bax hypermethylation. Previously, we showed
altered methylation levels of Bc/2 and Bax genes that were
correlated with an increased BAX/BCL2 ratio in response to
neurotoxic action of triclocarban [26]. Another study from
our group showed that benzophenone-3-induced neurotoxic-
ity involved Bax hypomethylation and Bcl2 hypermethyla-
tion, which confirmed a key role of DNA methylation in
the regulation of the expression levels of apoptosis-related
factors [30].

The study showed that the mechanisms of protec-
tive action of amorfrutin B also involved an inhibition of
autophagy, as evidenced by diminished autophagolyso-
some formation and loss of neuroprotective properties
of amorfrutin B after the silencing of Becnl and Azg7 in
cells undergoing hypoxia or after the silencing of Becnl in
cells undergoing ischemia. In many stroke models deter-
mining final fate of neurons, accumulation of autophago-
somes and activation of lysosomal function is detected
[60]. Autophagolysosomes arise from autophagosome and
lysosome fuse allowing degradation of the cytoplasmic
contents [29], and by inhibiting autophagolysosomes for-
mation, amorfrutin B would have elicited neuroprotection.
The results are in line with the observation that a selective
neuronal deletion of Azg7 in the neonatal brain inhibited
hypoxia—ischemia-induced autophagy and caused neuropro-
tection [61]. In our research, the neuroprotective effects of
amorfrutin B disappeared in siRNA-transfected cells, i.e.,
after massive decreases in Becnl and Atg7 mRNA expres-
sion (approx. 70 and 60%), suggesting that the mechanism
of amorfrutin B-evoked neuroprotection involves an inhi-
bition of autophagy; however, other mechanisms are not

excluded. Previously, we demonstrated that post-treatment
with amorfrutin B protected brain neurons against hypoxia/
ischemia-induced damage in a PPARy-dependent manner
[24]. Interestingly, PPARYy functions appeared to be strongly
suppressed in adipocyte-specific Becnl knockout mice [62],
which supports the loss of neuroprotection in Becnl siRNA-
transfected cells in our present study. Furthermore, treatment
with the PPARYy agonist 15d-PGJ2 decreased autophagy-
related protein expression and LC3 immunoreactivity in
mice subjected to cerebral ischemia—reperfusion injury
after MCAO [63]. Although post-treatment with amorfru-
tin B reduced the expression levels of Becnl, Nup62, and
Ambral during hypoxia, it stimulated Azg5 and the protein
levels of MAP1LC3B and AMBRAI during ischemia, sup-
porting the ambiguous role of autophagy in the development
of brain pathologies. It is generally accepted that autophagy
can cause neuroprotection by enhancing the clearance of
misfolded protein aggregates or act in parallel with neurode-
generative processes, particularly during hemorrhage, kainic
acid-induced excitotoxicity, and hypoxia [7]. Unfortunately,
the methylation rates of autophagy-related genes (Map1lc3b,
Atg7, Becnl) did not support the altered protein expression
levels following exposure to amorfrutin B, thus suggesting
other regulatory mechanisms. Indeed, amorfrutin B also
affected miRNA expression, and many of the miRNAs were
oppositely regulated by amorfrutin B and hypoxia/ischemia.

According to the study, amorfrutin B downregulated
many hypoxia-upregulated miRNAs, namely miR-106b-5p,
miR-125b-5p, miR-143-3p, miR-144-3p, miR-145-5p, miR-
16-5p, miR-17-5p, miR-181c-5p, miR-181d-5p, miR-183-5p,
miR-195-5p, miR-20a-5p, miR-26b-5p, miR-29a-3p, miR-
34a-5p, miR-365a-3p, miR-409-3p, and miR-7-5p. Amorfru-
tin B also enhanced the expression of several miRNAs that
were diminished during the course of hypoxia, such as miR-
146a-5p, miR-155-5p, and miR-1-3p. In addition, amorfrutin
B upregulated the expression of many ischemia-downregu-
lated miRNAs, such as let-7c-5p, miR-133a-3p, miR-134-5p,
miR-16-5p, miR-222-3p, miR-31-5p, miR-34c-5p, and miR-
98-5p. Only miR-205-5p, which was increased by ischemia,
was reduced by amorfrutin B. Since apoptosis and autophagy
interfere with themselves, particularly with BECN1, BCL2,
p53, and ATGS, the apoptosis-focused microarrays used
in the present study also included autophagy-related miR-
NAs such as miR-133a and miR-17-5p. It has been shown
that overexpression of miR-133a inhibits MPP*-induced
autophagy (MAP1LC3A/MAP1LC3B, BECN1, NUP62) in
a cellular model of Parkinson’s disease [64], and downregu-
lation of miR-17-5p inhibits infarction-induced myocardial
autophagy [65].

In our model of hypoxia, the majority of hypoxia-upreg-
ulated miRNAs have already been classified as markers
of ischemic stroke and/or targets for novel treatments.
These include miR-106b-5p, miR-125b-5p, miR-143-3p,

@ Springer



592

Molecular Neurobiology (2023) 60:576-595

miR-145-5p, miR-17-5p, miR-181c-5p, miR-181d, miR-
34a-5p, miR-365a-3p, miR-409-3p, and miR-7-5p. Some
other hypoxia-upregulated miRNAs, such as miR-144-3p
and miR-16-5p, also appeared to be highly expressed dur-
ing hemorrhagic stroke and myocardial infarction [66, 67].
Interestingly, the use of antagomir against miR-106b-5p or
miR-145-5p reduced brain infarct volume and caused neu-
roprotection [68, 69], which is in line with the neuropro-
tective effect of amorfrutin B in our research, including the
amorfrutin B-evoked downregulation of specific miRNAs.
For the model of ischemia, decreased expression levels
of miRNAs such as let-7c-5p, miR-133a-3p, miR-222-3p,
miR-34c-5p, and miR-98-5p have previously been catego-
rized as predictors of cerebral ischemia in humans as well
as in animal and cellular models of ischemic stroke. Since
overexpressing let-7c-5p, miR-34c-5p, and miR-98-5p
decreased the infarction volume, attenuated neurological
deficits, and inhibited apoptosis in MCAO mice [70-72],
one may suggest that the amorfrutin B-evoked upregula-
tion of the miRNAs observed in our study could be the
mechanism of neuroprotection.

In summary, our study showed that a 6-h delayed post-
treatment with amorfrutin B evoked strong neuroprotec-
tion against hypoxia and ischemia that was mediated by
inhibiting apoptosis and autophagy and engaged regula-
tory mechanisms based on gene methylation and miRNA
expression. Because amorfrutin B oppositely regulated
hypoxia/ischemia through many miRNAs and interfered
with various signaling pathways, targeting them could be
a novel multifactorial therapeutic approach to improve
stroke pharmacotherapy. The results strongly support the
position of amorfrutin B among the most promising anti-
stroke and wide-window therapeutics.

Abbreviations Ambral/AMBRA1: Autophagy and beclin 1 regula-
tor 1; ANOVA: Analysis of variance; Arg5: Autophagy-related pro-
tein 5; Atrg7/ATG7: Autophagy-related protein 7; Bax/BAX: BCL2
associated X; BBB: Blood-brain barrier; Bcl2/BCL2: B-cell lym-
phoma 2; Becnl/BECNI1: Beclin 1; CAT: Cationic amphiphilic
tracer; Ct: Threshold cycle; DIV: Days in vitro; DMSO: Dimethyl
sulfoxide; ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay; Fas/FAS:
Cell surface death receptor; Fasl/FASL: FAS Ligand; GFAP: Fila-
ment glial fibrillary acidic protein; Gsk3b/GSK3p: Glycogen syn-
thase kinase 3 beta; Hprtl: Hypoxanthine phosphoribosyltrans-
ferase 1; JNK: Jun N-terminal kinase; LDH: Lactate dehydrogenase;
Mapllc3a: Microtubule associated protein 1 light chain 3 alpha;
Map1lc3b/MAP1LC3B: Microtubule associated protein 1 light chain
3 Beta; MAPK: Mitogen-activated protein kinases; MCAO: Middle
carotid artery occlusion; mTOR: Mammalian target of rapamycin;
Nup62: Nucleoporin 62; PPARYy: Peroxisome proliferator-activated
receptor gamma; qPCR: Quantitative polymerase chain reaction;
ROI: Region of interest; rtPA: Recombinant tissue plasminogen acti-
vator; SPPARYM: Selective PPARy modulator; TZDs: Thiazolidinedi-
ones; ULK1: Unc-51 like autophagy activating kinase 1; ULK2: Unc-
51 like autophagy activating kinase 2; USP10: Ubiquitin specific
peptidase 10; USP13: Ubiquitin specific peptidase 13
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Abstract

Amorfrutin B is a selective PPARy modulator that we demonstrated to be a promising neuroprotective compound in cellular
models of stroke and perinatal asphyxia. Although neuronal mechanisms of amorfrutin B-evoked neuroprotection have been
identified, none of them reflects the actions of the compound on microglia, which play a pivotal role in brain response to
hypoxia/ischemia. Here, we provide evidence for amorfrutin B-induced effects on human microglia subjected to hypoxia/
ischemia; the compound counteracts inflammation, and influences mitochondrial status and proliferation potential in a
PPARYy-dependent manner. Post-treatment with amorfrutin B decreased the IBA1 fluorescence intensity, reduced caspase-1
activity, and downregulated /L1B/IL-1p and TNFA but not IL10/IL-10 expression, which was upregulated. Amorfrutin B
also stimulated PPARY signaling, as evidenced by increased mRNA and/or protein levels of PPARy and PGCla. In addi-
tion, amorfrutin B reversed the hypoxia/ischemia-evoked effects on mitochondria-related parameters, such as mitochondrial
membrane potential, BCL2/BCL?2 expression and metabolic activity, which were correlated with diminished proliferation
potential of microglia. Interestingly, the inhibitory effect of amorfrutin B on the proliferation potential and mitochondrial
function of microglia is opposite to the stimulatory effect of amorfrutin B on mouse neuronal survival, as evidenced by
increased neuronal viability and reduced neurodegeneration. In summary, this study showed for the first time that amorfrutin
B compromises hypoxia/ischemia-induced activation of human microglia in a PPARy-dependent manner, which involves
inhibiting inflammation, normalizing mitochondrial status, and controlling proliferation potential. These data extend the
protective potential of amorfrutin B in the pharmacotherapy of hypoxic/ischemic brain injury, targeting not only neurons
but also activated microglia.

Keywords HMC3 - Microglia - Inflammation - Selective PPARy modulator - Perinatal asphyxia - Stroke

Introduction therapeutic strategy used for perinatal asphyxia; however,

approximately 40% of neonates receiving this treatment

Perinatal asphyxia and ischemic stroke are the leading
causes of newborn and adult mortality, and they are serious
challenges in current medicine. Hypothermia is the primary

< Matgorzata Kajta
kajta@if-pan.krakow.pl

Maj Institute of Pharmacology, Polish Academy

of Sciences, Department of Pharmacology, Laboratory

of Neuropharmacology and Epigenetics, Smetna Street 12,
31-343 Krakow, Poland

Faculty of Animal Sciences, Department of Nutrition,
Animal Biotechnology and Fisheries, University

of Agriculture, Adama Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakow,
Poland

Published online: 01 July 2024

develop adverse effects, e.g., hypotension and hemodynamic
instability of the cardiopulmonary system (Popescu et al.
2020; Geisinger et al. 2024). In turn, the available treat-
ment for stroke is recombinant tissue plasminogen activa-
tor (rtPA), but only 1-5% of patients with ischemic stroke
presenting within 4.5 h of symptoms receive this medicine
(Jilani and Siddiqui 2023). The unpredictable onset and
course of perinatal asphyxia and stroke, as well as the lack
of effective therapy without adverse side effects, make iden-
tifying an efficient treatment for these brain pathologies a
real challenge. Because inflammatory processes determine
both the first and later stages of perinatal asphyxia and stroke
pathology (Danladi and Sabir 2021), it is widely accepted
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that modulating microglial function in the brain may inhibit
neuroinflammation and, in this way, promote recovery. Inter-
estingly, peroxisome proliferator-activated receptor gamma
(PPARY), a transcription factor that is the molecular target
of antidiabetic thiazolidinedione (TZD), is a master regula-
tor of the shift in microglial polarization from activated to
quiescent. Full PPARYy agonists, such as pioglitazone, reduce
the immunoreactivity of microglia during pathological con-
ditions, preventing neuronal loss (Machado et al. 2019), how-
ever, clinical trials have indicated severe side effects (hepa-
totoxicity or cardiotoxicity) of TZD, which has led to its
partial withdrawal from the pharmaceutical market (Zhong
et al. 2018; Tang et al. 2018; El-Din et al. 2021).

Current efforts aim to optimize the structure of PPARy
ligands and deprive them of dangerous side effects. An inter-
esting candidate with these properties is plant-derived amor-
frutin B, a novel selective PPARy modulator (SPPARYM),
which activates the receptor in distinct ways depending on
the cellular context and different receptor conformations
(Grygiel-Goérniak 2014). To date, amorfrutin B has been
shown to elicit positive outcomes in mice with insulin resist-
ance, liver steatosis and dyslipidemia (Weidner et al. 2013).
In the cited study, male mice were fed with high-fat diet to
induce obesity and insulin resistance. Next, the effects of
amorfrutin B incorporated in the food were assessed with
the use of intraperitoneal insulin sensitivity test and metabolic
variable measurements. Amorfrutin B improved insulin sen-
sitivity, glucose tolerance and blood lipid variables, did not
induce weight gain and appeared a liver-protecting compound.
In addition, in vivo studies have indicated that these proper-
ties are not accompanied by side effects typical of TZDs,
such as osteoblastogenesis or fluid retention (Lavecchia
and Di Giovanni 2015). Our team was the first to demonstrate
that amorfrutin B protects primary mouse neurons against
hypoxia/ischemia-induced cell damage, even when applied
6 h after injury. We showed that this PPARy-specific neuro-
protection relies on epigenetic modifications, as well as inhi-
bition of apoptosis, autophagy and oxidative stress (Wnuk
et al. 2021a, Wnuk, Przepiorska et al. 2021; Przepidrska et al.
2023). The strong effectiveness of amorfrutin B in protecting
cells against hypoxia/ischemia suggests that this compound
has the potential to adjust to clinical standards, however, it
is unknown whether its possible use may be applicable to
modulating microglial immunoreactivity in pathological con-
ditions caused by hypoxia and ischemia.

Recent studies have indicated that acute ischemic stroke
contributes to a mean loss of 2.03 million neurons or even
14.8 billion synapses per minute in the human brain (Desai
et al. 2019). Hypoxic/ischemic events induce brain damage,
primarily causing death of cerebral neurons localized in
ischemic core. In the surrounding penumbra, some neuronal
cells survive becoming the targets for therapy. Initially, brain
neurons die due to hypoxia/ischemia-induced excitotoxicity,

@ Springer

oxidative stress and necrosis, but later apoptosis and neu-
roinflammation are prerequisites for cell death (Muzio
et al. 2021). Oxidative stress and inflammatory processes
may contribute to the severity of brain damage during rep-
erfusion, persisting even for several days after a hypoxic/
ischemic episode (Mollet et al. 2022). Importantly, neuro-
inflammation can play a beneficial role in maintaining brain
homeostasis, but when excessively activated it can play a
pathological role, damaging brain cells and destroying neu-
rological function. The pathogenesis of various neurologi-
cal diseases, such as cerebrovascular disease, Alzheimer’s
disease, Parkinson’s disease, and multiple sclerosis, has been
closely linked to neuroinflammation (Tian et al. 2022).

Microglia are resident immune cells that represent an
equal 10% of the adult brain cell population and participate
in inflammatory reactions, acting as the first line of defense
during neurodegenerative disorders such as stroke (Ochocka
and Kaminska 2021; Li et al. 2020). After ischemia, in
the ischemic core, cells with damaged cell membrane
e.g., necrotic neurons, generate signals (glutamate, ATP,
cytokines or HSP60) stimulating production of inflamma-
tory cytokines and chemokines, and inducing morphologi-
cal and phenotypic shifts in microglia (Yenari et al. 2010).
The dynamics of microglial response during ischemic stroke
may be divided into three stages: the acute phase (hours),
subacute phase (days to weeks) and chronic phase (weeks
to years), while microglia become activated and start prolif-
erating reaching peak values 1-4 days after stroke (DeLong
et al. 2022; Fan et al. 2023). A rich variety of ischemic
stimuli lead to generation of distinct microglia phenotypes
including those exhibiting proinflammatory or dysfunctional
traits (e.g., foam cells) and others showing pro-repair fea-
tures (Planas 2024). Considering that the microglial immune
response takes hours to days, microglia represents a target
for therapeutic intervention with an accessible time window
(Yenari et al. 2010).

In addition to the pathological role of microglia in
neurodegenerative diseases including stroke, beneficial roles of
microglia have become apparent. These include an ability
to regulate brain homeostasis and orchestrate postnatal
connectivity in healthy brain (Rayasam et al. 2021).
Microglia are commonly believed to play dual roles by
presenting an M1-like (proinflammatory) or M2-like (anti-
inflammatory) phenotype and exerting detrimental or
beneficial effects during different stages of hypoxia/ischemia.
The initial inflammatory response after ischemic brain injury
involves microglial activation and the transition to classic
M1-like phenotype, which is manifested by amoeboid cell
morphology, caspase-1 activation, increased IBA1 level and
the secretion of proinflammatory cytokines, including TNF-o
and IL-1p (Taylor and Sansing 2013; Li et al. 2019; Xu et al.
2020). The binary concept of "M1" and "M2" phenotypes and
microglial polarization paradigms during inflammatory
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activation were widely accepted well into twenty-first
century, leading to a surge in articles phenotyping microglia
into deleterious “M1” or beneficial “M2” in the 2010s.
With the identification of a broad repertoire of microglial
states and functions dependent on developmental stage,
plasticity, aging, and disease, the binary concept has become
incoherent. Currently, a dynamic concept of microglial states
that takes into account microglial function is postulated
(Paolicelli et al. 2022). To account for the new concept,
expressions “M1-like” and “M2-like” were used instead of
“M1” and “M2” in this study.

The present study aimed to determine whether amorfrutin
B is an effective modulator of the immune response in micro-
glia activated by hypoxia/ischemia. For that reason, we used
the human microglial HMC3 cell line, which is a suitable
material for biochemical and molecular analyses and shows
expression patterns of cytokines and chemokines similar to
those of human primary microglia (Baek et al. 2021). We
hypothesize that targeting PPARY/PGCla signaling with
amorfrutin B diminishes hypoxia/ischemia-induced micro-
glial activation and contributes to the inhibition of inflam-
mation, a shift in microglial morphology to a quiescent
phenotype and mitochondria-dependent control of prolif-
eration potential. We decided to complement our studies on
microglia by performing an experiment on primary cortical
neurons indicating that, in the future therapy, amorfrutin B
should protect neurons and modulate microglial activity. In
our opinion, the unique ability of amorfrutin B to regulate the
microglial response will support its neuroprotective potential
for the future treatment of stroke and perinatal asphyxia.

Materials and Methods
Materials

A hypoxia modular incubator chamber (MIC-101) was
acquired from Billups-Rothenberg, Inc. (San Diego, CA,
USA). We used the following CO, incubators; New Brun-
swick Galaxy 170 R Stainless Steel CO, Incubator and New
Brunswick Innova CO-170 CO, Incubator, both acquired
from New Brunswick Scientific (Edison, New Jersey, USA).
Phosphate-buffered saline (PBS — MS01P01003) was pur-
chased from Biowest (Nuaillé, France). Fluoro-Jade C Dry
Powder (TR-160-FJC) was obtained from Biosensis (Thebar-
ton, Australia). JC-1 (#30001) was obtained from Biotium,
Inc. (Hayward, CA, USA). B27 (10889-038), Neuroba-
sal medium (with glucose: 12348-017; without glucose:
12015621), and DMEM (with glucose: 31053—-028; with-
out glucose: A1443001) were obtained from Gibco (Grand
Island, NY, USA). The oxygen analyser (GOX100 Cat. No.
600437) was from Greisinger (Regenstauf, Germany). The
Bradford assay (5000006) was obtained from Bio-Rad

Laboratories (Munchen, Germany). ELISA kits for IL-1
(E0143Hu), IL-10 (EO102Hu), PPARY (E1511Hu), PGCla
(E3509Hu), and BCL2 (BPE040) were purchased from
Bioassay Technology Laboratory (Shanghai, China). The
culture plates (6-well: 92006, 24-well: 92024, 96-wells:
92096) were obtained from TPP Techno Plastic Products
AG (Trasadingen, Switzerland), and 75 cm? U-shaped
canted neck cell culture flasks (353136) with a vent cap
was obtained from Corning (New York, USA). HMC3 cells
(CRL-3304™, Lot number: 70046457), EMEM (30-2003),
FBS (30-2020), and trypsin/EDTA (30-2101) were pur-
chased from American Type Culture Collection (ATCC—
Virginia, USA). Fast Probe qPCR Master Mix (E0422-03)
was from EurX (Gdansk, Poland). The Cytotoxicity Detec-
tion Kit (11644793001) was purchased from Roche Diag-
nostics GmbH (Mannheim, Germany). The primary anti-
IBAL1 (sc-32725) antibody was purchased from Santa Cruz
Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, USA). Amorfrutin B
(SMB00532), GW9662 (M6191), L-glutamine (G-8540),
FBS (F7524), DMSO (D8418), RIPA (89,901) buffer, pro-
tease inhibitor cocktail for mammalian tissues (P8340),
penicillin—streptomycin antibiotics (P4333), caspase-1 sub-
strate (SCP0070), MTT (M5655), BrdU cell proliferation
assay (QIAS8), calcein AM (C1359), and poly-L-ornithine
hydrobromide (P4538) were obtained from Sigma—Aldrich
(St. Louis, MO, USA). The RNeasy Mini Kit (74106) was
obtained from Qiagen (Hilden, Germany). Alexa Fluor 647
IgG (A21235), a high-capacity cDNA reverse transcrip-
tion kit (436881), alamarBlue™ Cell Viability Reagent
(DAL1101), Hoechst 33342 (62249), and TagMan probes
(4331182) for specific genes encoding ACTB, GAPDH,
HPRT, ILIB, IL10, TNFA, PPARG, PGCIA, and BCL2
were obtained from Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA, USA).

Human Microglial HMC3 Cell Line

For our experiments, the HMC3 cell line was obtained from
American Type Culture Collection (ATCC, VA, USA; CRL-
3304™, Lot number: 70046457), which is responsible for
its distribution and confirmation of authenticity through a
comprehensive identification procedure. Although rodent
microglia has been extensively studied, the use of human
microglia has been limited until human immortalized
microglial cell lines have been developed and incorporated
in ATCC. HMC3 cells differ from the primary microglia,
mainly due to SV40-dependent immortalization of human
embryonic microglial cells. According to Rai et al. (2020)
HMC3 express microglia-specific and also typical myeloid
markers with the exception of low or absent CD45 and
CD11b expression. However, the cells have been char-
acterized as responding to a pattern of chemokines and
inflammatory stimuli and also regulating the expression
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of activated microglia markers (Dello Russo et al. 2018;
Baek et al. 2021). In accordance with the manufacturer’s
instructions, cells were seeded in T-75 flasks and cultivated
in 15 ml of complete growth medium consisting of EMEM
supplemented with FBS (10%). Trypsinization with 0.25%
(w/v) trypsin and 0.53 mM EDTA solution was performed
after the cells reached 90% confluence. For the purpose of
obtaining a homogenous population for the experiments,
cells were subcultured twice, analyzed to exclude the pres-
ence of mycoplasma and then frozen in aliquots at passage
3 (p3). After thawing, the cells were moved from cryovial
to T-75 flasks and suspended in EMEM supplemented with
10% FBS (Fig. 1a). Due to experimental plans requiring two
types of the same media, differing only in the presence or
absence of glucose, the next day it was necessary to replace
the culture EMEM medium with DMEM, which is commer-
cially available with and without glucose and has a composi-
tion similar to EMEM. The day before experiment, the cells
were seeded on multiwell dishes (2x 10* viable cells per
cm?) with reduced FBS concentration (5%) and allowed to
recover overnight. The concentration of FBS was reduced
in order to achieve more stable experimental conditions by
controlling the proliferation rate, which is crucial for obtain-
ing repeatable results.

Primary neocortical neurons

Primary cultures of cortical neurons were obtained from
mouse embryos at 15 days of gestation as previously
described (Kajta et al. 2004). All animals were maintained
according to the 3Rs principles and in compliance with
European Union Legislation approved by the Bioethics Com-
mission. Cortices from Swiss CD1 mouse embryos were dis-
sected and digested with trypsin. After centrifugation, the
isolated cells were suspended in Neurobasal medium supple-
mented with 10% FBS and placed in poly-L-ornithine-coated
multiwell dishes at a density of ~2.0 x 10° viable cells/cm?.
After 3 days, the culture medium was exchanged for supple-
mented medium without FBS, and the cells were cultivated
in a humidified atmosphere (37°C with 5% (vol/vol) CO,)
for the next 4 days prior to the experiment. The percentage
of astrocytes (identified with GFAP) did not exceed 10%, as
previously described (Kajta et al. 2004).

Experimental Models of Hypoxia/lschemia

Hypoxia of HMC3 Cells and Primary Neurons

To simulate hypoxic conditions and obtain O, levels close to
zero, HMC3 cells and primary neurons were placed in a pre-
warmed and humidified hypoxia modular incubator chamber

with 95% N,/5% CO,, as previously described (Wnuk et al.
2021a, Wnuk, Przepidrska et al. 2021). The O, level in the
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chamber reached less than 0.5%, as measured with an oxygen
analyzer. As for HMC3 cells, the experimental model con-
sisted of the following steps: i. 6 h of hypoxia with a reduced
concentration of FBS (1%) in DMEM (4.5 g/l glucose), ii.
18 h of reoxygenation with the restored concentration of FBS
(5%) in the same DMEM (6 + 18 paradigm; Fig. 1b). To cap-
ture hard to observe effects related to caspase-1 activity, we
decided to shorten the chosen paradigm to 2 h of hypoxia
and 5 h of reoxygenation, but only in this one case (2+5
paradigm; Fig. 1¢). For primary neuronal cell cultures, the
experimental model consisted of the following steps: i. 6 h
of hypoxia in neurobasal medium (4.5 g/l glucose), ii. 18 h
of reoxygenation with replaced neurobasal medium (Fig. 1d).

Ischemia of HMC3 Cells and Primary Neurons

To mimic ischemic conditions and deprive cells of O, and
glucose, HMC3 cells and primary neurons were placed in
a prewarmed and humidified hypoxia modular incubator
chamber with 95% N,/5% CO, in glucose-free medium. As
for HMC3 the following experimental procedure was used: i.
6 h of ischemia with a reduced concentration of FBS (1%)
in DMEM without glucose (0 g/1), ii. 18 h of reoxygenation
with the restored concentration of FBS (5%) in DMEM sup-
plemented with 4.5 g/1 glucose (6 + 18 paradigm; Fig. 1b).
Only in the case of caspase-1 activity assessment, we decided
to shorten the chosen paradigm to 2 h of ischemia and 5 h
of reoxygenation to capture hard to observe effects (2+5
paradigm; Fig. 1c). For primary neuronal cultures, the exper-
imental model consisted of the following steps: i. 6 h of
ischemia with neurobasal medium without glucose (0 g/l),
ii. 18 h of reoxygenation with the medium replaced with
standard neurobasal containing 4.5 g/l glucose (Fig. 1d). The
control group included cultures that were not subjected to
hypoxia or ischemia but were exposed to changes in FBS
concentration analogous to those in the other groups (nor-
moxic group).

Post-treatment with Amorfrutin B
Treatment of HMC3 Cells Subjected to Hypoxia/lschemia

In our study, we applied the post-treatment paradigm based
on the application of amorfrutin B at the beginning of the
reoxygenation period. This paradigm better reflects clini-
cal standards due to the narrow therapeutic window of cur-
rently available therapies (up to 4.5 h). Taking into account
our previous and present studies, we decided to apply 1 and
5 uM amorfrutin B, which induces neuroprotective effects
in neurons subjected to hypoxia/ischemia. We wanted to
observe specific effects on microglia to compare and fol-
low-up effects obtained in our previous and present studies.
Amorfrutin B was dissolved in DMSO and then in DMEM,



Journal of Neuroimmune Pharmacology (2024) 19:34 Page50f24 34

a

24 h 24 h 24 h 6 h 18 h
culturing cells culturing cells  cell seeding experiment reoxygenation end
EMEM DMEM DMEM DMEM
10% FBS 10% FBS 5% FBS 5% FBS

w or w/o amorfrutin B
normoxia: ischemia:
DMEM 4.5 g/l glucose DMEM 0 g/l glucose
1% FBS 1% FBS
hypoxia:
DMEM 4.5 g/l glucose
1% FBS
AMORFRUTIN B
gh -1 181
b NORMOXIA = REQXYGENATION * IBA1 immunofluorescence staining
» Caspase-1 activity
AMORFRUTIN B + gPCR
B h ] 18h « ELISA
AL BERREEERATCN +  Mitochondrial membrane potential (JC-1)
HUMAN Fpen e +  Calcein AM and Hoechst 33342 stainings
MICROGLIA CELL .
LINE (HMC3) AMORFHUTilN B ¢« MTT reduction
i i 7o _dm o +  LDH activity
REDQXYGEMATIO
* Cell proliferation (BrdU)
RV B0 GCIEE ASIREINT
AMORFRUTIN B
zhn o JL 5h o
c . | noRmOXIA > REOXYGEMATION +  Caspase-1 activity
AMORFRUTIN B
2h JL 5h
HYPOXIA REOXYGENATION
axygen deprivalion
HLUMAN
MICROGLIACELL
LINE (HMG3) AMORFRulnlru B
2h 5h
RECXYGENATION
enygan and gt depivaiion
AMORFRUTIN B
d gh sd b 184
* AlamarBlue™ assay

| NORMOXIA >3 REOXYGENATION
' B ' *  Fluoro-Jade C

AMORFRUTIN B

en 1 T
HYPOXIA REOXYGENATION
- aurygar geprivafion
MOUSE PRIMARY
NEUROMAL CELL AMORFRUTIN B
CULTURES &h I

ey and giitose depivaiion

Fig. 1 The timeline showing experimental conditions from culturing to the end of the experiment (a). Experimental models of hypoxia/ischemia
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resulting in DMSO concentrations less than 0.1%. After the
experiments, the biological material was collected and used
for further biochemical and molecular analyses.

Treatment of Primary Neurons Exposed to Hypoxia/lschemia

To complement and compare the effects obtained in HMC3
cells, we decided to conduct additional experiments supporting
our previous studies. Both concentration-dependent experiments
(0.1, 1, 5, and 10 uM) and experiments with the most effective
concentrations of amorfrutin B (1 and 5 pM) were performed. In
pursuit of better clinical translation, the post-treatment paradigm
was applied, i.e., amorfrutin B was added to the cell cultures at
the beginning of the reoxygenation period for the next 18 h until
the end of the experiments. Treated neurons were maintained in
a humidified incubator (37 °C with 5% (vol/vol) CO,), and after
24 h of experiment, the biological material was collected for fur-
ther biochemical or molecular analyses. After amorfrutin B was
dissolved in DMSO, it was added to the neurobasal medium.
The concentration of DMSO was less than 0.1%.

Treatment with a PPARy Antagonist (GW9662)

The involvement of the PPARY receptor in amorfrutin
B-induced neuroprotection was verified with the receptor
antagonist GW9662 (1 uM). GW9662 was added to the cul-
ture medium after 6 h of hypoxia/ischemia in a post-treatment
paradigm. After 40 min, amorfrutin B (1 and 5 pM)
was added to the cell cultures for the next 18 h of reoxygena-
tion. Amorfrutin B and GW9662 were used at concentra-
tions that did not affect the level of cell neurodegeneration,
as determined by Fluoro-Jade C; moreover, we applied both
effective concentrations of amorfrutin B (1 and 5 pM) to
avoid nonspecific effects. Both compounds were dissolved
in DMSO and subsequently in culture medium, leading to a
DMSO concentration less than 0.1%.

Measurement of Cell Viability with
AlamarBlue™ Reagent

After 6 h of hypoxia/ischemia and 18 h of amorfrutin B
treatment, we diluted 10 X alamarBlue™ in cell culture
medium and added it to the neuronal cultures. The cells were
incubated with the solution for 3 h at 37 °C, and the absorb-
ance was assessed at a wavelength of 570 nm (using 600 nm
as a reference) with an Infinite M200 PRO microplate reader
(Tecan, Mannedorf, Switzerland) and i-control software.
The presence of viable cells induces a reduction in the color
of blue resazurin to pink resorufin, and the absorbance level
is proportional to the number of living cells (Lescat et al.
2019). All the results were compared with the absorbance
levels of vehicle-treated cells and are presented as a percent-
age of the control + SEM.
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Assessment of Neurodegeneration with Fluoro-Jade C

To assess the level of degenerating neurons in response
to hypoxia/ischemia and amorfrutin B post-treatment,
we decided to use Fluoro-Jade C (Wnuk et al. 2021a, Wnuk,
Przepidrska et al. 2021; Pietrzak-Wawrzyriska et al. 2023). This
fluorochrome dye was diluted in distilled water, resulting in a
0.005% working solution. After the experiment, 100 ul of cul-
ture medium was replaced with Fluoro-Jade C reagent per well,
and the cells were incubated for 1 h. Subsequently, the fluores-
cence was measured at an excitation wavelength =490 nm and
an emission wavelength=525 nm using an Infinite M200 PRO
microplate reader, and i-control software. The fluorescence data
were compared to those of the vehicle-treated cells and are pre-
sented as a percentage of the control + SEM. Fluoro-Jade C
is a green fluorescent dye, and the fluorescence intensity is
proportional to the number of degenerating neurons.

Immunofluorescence Staining with IBA1

Immunofluorescence staining with IBA1 and confocal micros-
copy were used to detect and visualize microglia, which
were cultured on glass coverslips. After 6 h of hypoxia/
ischemia and 18 h of amorfrutin B treatment, the cultures
were fixed with 4% paraformaldehyde. After 3 washes, the
cells were incubated for 1 h with blocking buffer containing
5% normal donkey serum and 0.3% Triton X-100 in 0.01 M
PBS. Then, the microglial cells were treated with an anti-
IBA1 primary antibody (diluted 1:100) and incubated at 4
°C for 24 h. The last step of the assay involved incubating the
cells with a secondary antibody, after which the slides were
washed, mounted, and coverslipped. The negative control
with blocking buffer depleted of primary antibody excluded
the nonspecific binding of the secondary antibody to the
sample components and confirmed the specific binding of
the IBA1 to its target antigen. The microscopic preparations
were analyzed with a Leica TCS SP8 WLL confocal laser
scanning microscope (DMi8-CS, Leica Microsystems, Wet-
zlar, Germany), and the pixel intensity was assessed using
Imagel software (FLII version; 1.54f). The frequency of the
brightest pixels in the region of interest was quantified by
determining the mean fluorescence intensity excluding the
background. The immunofluorescence signal corresponded
to the IBA1 expression level.

Estimation of Caspase-1 Activity

Caspase-1 activation was assessed in microglial cells exposed
to hypoxia/ischemia and amorfrutin B post-treatment.
Cultures were lysed with buffer containing DTT, and
the cell lysates were incubated with caspase-1 substrate (Ac-
Trp-Val-Ala-Asp-pNA; Sigma—Aldrich, USA) at 37 °C.
According to the manufacturer, this colorimetric substrate
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cleaves specifically at aspartic acid in the presence of cas-
pase-1, and the level of released p-nitroaniline was deter-
mined by measuring the absorbance at 405 nm. After 1 h of
incubation, the level of p-nitroaniline was measured with an
Infinite M200 PRO microplate reader and i-control software.
The results were compared to the absorbance of the vehicle-
treated cells (normoxic conditions) and are presented as the
percentage of the control + SEM.

Assessment of the Mitochondrial Membrane Potential
with JC-1

To determine the mitochondrial membrane potential in micro-
glial cells subjected to hypoxia/ischemia and amorfrutin B
post-treatment, the JC-1 was added to the plate and incubated
for 1 h at 37 °C, as previously described (Rzemieniec et al.
2015; Wnuk et al. 2020). This lipophilic dye enters mitochon-
dria, and in healthy cells, forms aggregates, which emit red
fluorescence (an indicator of increased mitochondrial mem-
brane potential). The JC-1 solution was replaced with PBS,
and both red (540 nm/590 nm) and green (490 nm/525 nm)
fluorescence intensities were measured with an Infinite
M200 PRO microplate reader. The data are expressed as the
red to green fluorescence ratio and are presented as a percent-
age of the control + SEM.

Fluorescence Staining with Calcein AM and Hoechst 33342

Microglial cell cultures were subjected to hypoxia/ischemia
and amorfrutin B post-treatment. After the experiment, the
cells were incubated with Hoechst 33342 (2 pg/ml solu-
tion) at room temperature for 5 min. Then, the cultures were
incubated with 2 pM calcein AM reagent at room tempera-
ture for 10 min, as previously described (Kajta et al. 2019).
The cells were visualized with a Leica DM IL LED Inverted
Microscope (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) using
constant illumination settings. The living cells presented
green cytoplasm (calcein AM), while blue fluorescence stain-
ing was specific for the nuclei of microglial cells (Hoechst
33342).

Microglial Morphometric Analysis

The total number of cells was estimated basing on the number
of cell nuclei (Hoechst 33342), while morphometric analy-
sis was performed basing on staining of living cells (calcein
AM). The semi-automated analysis with ImageJ (Java-based
FII version; 1.54f) was performed to assess: the ramification
index, cell body area, minimum Feret diameter, and microglia
cell number. The basic step of analysis involved converting the
grayscale picture into a binary image with setting the threshold
value. Segmenting the image and separating the foreground
from the background constituted a crucial action in determining

cell number and morphological status. Particle analysis pro-
vided valuable insights into the total number of particles in
image (microglial cell counting), area occupied by each particle
(cell body surface), and closest possible distance between the
two parallel tangents of an object (minimum Feret diameter).
The ramification index was determined by fractal analysis as
presented in previous studies (Becker et al. 2018; Kogel et al.
2021; Wittekindt et al. 2022). It was calculated in three steps:
i. estimation of the cell area (A,), ii. using convex hull algo-
rithm to measure projection area (A,), iii. determining the ratio
of A, to A, and interpretation of obtained results. Quiescent
microglia exhibit small bodies and ramified processes (small
A, and large A), while activated microglia is characterized by
hypertrophy of soma and retracted processes (similar A, and
A,). Consequently, the ramification index of activated microglia
approaches the value close to 1. An increased ramification
index indicates morphological changes and heightened reac-
tivity of microglia. The results of all analyses are presented as
mean or as the percentage of the control + SEM.

Measurement of MTT Reduction A colorimetric MTT
assay was used to evaluate the mitochondrial function and
metabolic activity of microglial cells subjected to hypoxia/
ischemia and amorfrutin B treatment. The cell cultures were
treated with MTT solution, and after 1 h of incubation at
37 °C, the reagent was replaced with 100% DMSO, which
was used to dissolve the formazan crystals. The MTT assay
is based on reducing MTT by oxidoreductase enzymes
to purple formazan, and the intensity of the purple color
is proportional to the metabolic activity of the cells. The
absorbance at 570 nm was measured with an Infinite M200
PRO microplate reader, and the data were analyzed with
i-control software and are presented as a percentage of the
control + SEM.

Determination of LDH Release A Cytotoxicity Detection
Kit was used to assess the lactate dehydrogenase level in
cell-free supernatants collected immediately after the exper-
iment. The supernatants were incubated with the appropri-
ate reaction mixture for 30—-60 min, resulting in a colorimet-
ric reaction, as previously described (Kajta et al. 2001). The
intensity of the red color was measured using an Infinite
M?200 PRO microplate reader at a wavelength of 490 nm and
was proportional to the extent of plasma membrane damage
in response to hypoxia/ischemia. The results obtained from
the experiments were analyzed with an i-control and are pre-
sented as a percentage of the control + SEM.

Assessment of the Proliferation Potential with BrdU To
quantify the incorporation of BrdU into newly synthesized
DNA from active proliferating microglial cells, a BrdU
cell proliferation assay was applied after hypoxia/ischemia
and amorfrutin B post-treatment, according to the manu-
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facturer’s protocol. The cell medium was complemented
with 20 ul of working stock of BrdU per well. After 2 h
of incubation at 37°C, the reagent was removed, and the
cells were reconstituted with fixative/denaturing solution.
The next step involved incubating the cells with an anti-
BrdU antibody (1:100 dilution), followed by exposure to a
peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG HRP. The cells
were washed 3 times with buffer and subjected to substrate
solution, followed by stop solution. The absorbance of each
well was measured at 450 nm with an Infinite M200 PRO
microplate reader, and the data were analyzed with i-control
software. The results are presented as a percentage of the
control + SEM.

gPCR Analysis of mRNAs Specific to the Genes Encoding
IL1B, IL10, TNFA, PPARG, PGC1A and BCL2 Microglial cells
were subjected to hypoxic/ischemic conditions and amor-
frutin B post-treatment, after which total RNA was col-
lected and isolated using an RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) as previously described (Wnuk et al.
2016, 2018). After spectrophotometric determination of
the RNA content in the sample, reverse transcription, and
quantitative polymerase chain reaction (QPCR) were per-
formed using a CFX96 Real-Time PCR Detection System
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The RNA (1000 ng) was
reverse-transcribed to the cDNA template in a final volume
of 50 pl using a high-capacity cDNA reverse transcription
kit. The obtained products were amplified using TagMan
Gene Expression Assays specific for genes encoding ILIB,
IL10, TNFA, PPARG, PGCIA, and BCL2. The entire vol-
ume of the reaction mixture contained 10 pl of Fast Probe
gPCR Master Mix, 8 pl of RNase-free water, 1 ul of cDNA,
and 1 pl of TagMan Gene Expression Assay. The qPCR pro-
cess consisted of series of temperature changes: 2 min at
50 °C and 10 min at 95 °C, followed by 55 cycles of 15 s at
95 °C and 1 min at 60 °C. The mRNA expression level was
detected in the 40™ (last) cycle; however, due to the small
amount of material, we decided to increase the number of
cycles from 40 to 55. The data were analyzed using the Ct
for each sample and the delta Ct method. The reference gene
was chosen from among GAPDH, HPRT and ACTB, while
geNorm, NormFinder, and BestKeeper pointed to ACTB as
the most stable reference gene. The obtained results are pre-
sented as fold changes + SEM.

ELISAs for IL-1B, IL-10, PPARy, PGC1a, and BCL2 After 24 h
of experiment, the microglial cells were gently washed with
ice-cold PBS and lysed with ice-cold RIPA lysis buffer sup-
plemented with a protease inhibitor cocktail. The collected
samples were sonicated and centrifuged (15,000xg for
20 min at4 °C), and the obtained supernatants were collected
as previously described (Kajta et al. 2017; Rzemieniec et al.
2019). The protein concentration was estimated using the
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Bradford method, and bovine serum albumin was used as a
standard. Both standards and samples of known concentra-
tions (~2 pg/ul) were added to plates precoated with IL-1,
IL-10, PPARy, PGCla, and BCL2. Next, biotin-labeled
detection antibodies and streptavidin-HRP were added to
each well. All the wells were washed with buffer, and the
reaction was completed by adding substrate solutions. The
color of the reaction developed according to the concentra-
tion of the protein of interest, and the reaction was termi-
nated by the addition of acidic stop solution. The absorb-
ance was measured at 450 nm with an Infinite M200 PRO
microplate reader, and the data are presented as a percentage
of the control value + SEM or pg/mg of total protein.

Data Analysis All the results were obtained as the absorb-
ance or fluorescence units per well for alamarBlue™, cas-
pase-1, MTT, LDH, BrdU or Fluoro-Jade C, JC-1, fluores-
cence units for qPCR; and pg per mg of total protein for the
ELISAs. The statistical analysis of the data and the estima-
tion of significance were conducted with analysis of variance
(ANOVA), and the post hoc Newman—Keuls test. A p value
less than 0.05 was considered to indicate statistical signifi-
cance and is presented as follows: ‘p<0.05, “p<0.01, and
"p<0.001 (compared to the control groups); *p<0.053,
#p<0.01, and ™p<0.001 (compared to the hypoxic
group); 'p<0.05, “'p<0.01, and “p<0.001 (compared
to the ischemic group); and %5 <0.001 (compared to the
cells subjected to both hypoxia/ischemia and amorfrutin B
post-treatment. The effects of amorfrutin B or GW9662 on
selected basic parameters related to cell survival under nor-
moxic conditions are presented in the supplementary infor-
mation (Figs. S1 and S2, Tables S1 and S2). Differences in
the effects of the hypoxic and ischemic models and effects
of amorfrutin B action between the hypoxic and ischemic
conditions are also presented as the supplementary material

(Figs. S3-S10).

Results

Amorfrutin B Inhibited the Activation of Microglia
Through Decrease in IBA1 Expression

In this study, a 6-h hypoxia/ischemia model followed by
18 h of reoxygenation/amorfrutin B treatment was used.
Immunofluorescence staining and confocal microscopy con-
firmed the expression of IBA1 by microglia. IBA1-specific
staining revealed that both during hypoxia and ischemia,
there was an increase in signal intensity, which was reduced
after amorfrutin B (1 and 5 uM) treatment (Fig. 2). The
basic intensity quantification method indicated that during
hypoxia, there was an increase in fluorescence intensity from
100% (normoxia) to 237%, while amorfrutin B decreased it
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to 142% (1 uM) and 153% (5 uM). In the case of ischemia,
the fluorescence intensity reached 309%, and amorfrutin
B post-treatment decreased the fluorescence intensity to
114% (1 uM) and 125% (5 uM). The negative control with-
out primary antibody excluded the nonspecific binding of
the secondary antibody to the sample. The IBA1 staining of
microglial cells under normoxic conditions and amorfrutin B
treatment was provided as supplementary material (Fig. S1).

Post-treatment with Amorfrutin B Decreased
Proinflammatory Caspase-1 Activity During Hypoxia
and Ischemia

6 h of Hypoxia/lschemia Followed by 18 h of Reoxygenation
with or without Amorfrutin B Post-treatment

During 6 h of hypoxia/ischemia and 18 h of reoxygenation,
there were no changes in caspase-1 activity (96% and 87%,
respectively), while amorfrutin B post-treatment decreased
caspase-1 levels only under ischemic conditions (Fig. 3a).
During ischemia, 1 and 5 pM amorfrutin B reduced caspase-1
activity to 68% and 72% of the control value, respectively.

2 h of Hypoxia/lschemia Followed by 5 h of Reoxygenation
with or without Amorfrutin B Post-treatment

In our study, 2 h of hypoxia/ischemia and 5 h of reoxygena-
tion increased caspase-1 activity up to 138% and 123% of the
control value, respectively. Under hypoxic conditions, amor-
frutin B at both concentrations (1 and 5 uM) reversed these
effects to 97% and 67%, respectively. In the case of ischemia,
amorfrutin B (1 and 5 uM) also decreased this parameter to
78% and 92% of the control value, respectively (Fig. 3b).
The caspase-1 activities in microglial cells under normoxic
conditions and amorfrutin B treatment (both paradigms)
were provided as supplementary material (Table S1a).

Administration of Amorfrutin B Inhibited
Inflammation in Microglia Subjected to Hypoxia
and Ischemia

Gene Expression of IL1B, IL10, and TNFA in Microglia

The mRNA expression analysis with qPCR showed that
cells exposed to 6 h of hypoxia/ischemia and 18 h of reoxy-
genation had increased expression levels of proinflamma-
tory factors, such as ILIB (1.49-fold) during hypoxia and
TNFA during hypoxia (6.57-fold), and ischemia (4.89-fold).
In response to amorfrutin B post-treatment, /LB expres-
sion was decreased to 0.77-fold (1 uM amorfrutin B), 0.50-
fold (5 uM amorfrutin B) during hypoxia, and 0.60-fold
(5 uM amorfrutin B) in the case of ischemia. Amorfrutin B
at a concentration of 5 pM decreased TNFA expression to

4.90-fold only during hypoxia, while during ischemia, there
were no statistically significant changes in TNFA expression
(Fig. 4a). Interestingly, the /L0 expression level was not
detectable both during hypoxia or ischemia; however, amor-
frutin B post-treatment restored the expression of this gene
at the detectable level under hypoxic conditions (2.63-fold
in the case of 1 uM amorfrutin B and 2.51-fold in the case
of 5 uM amorfrutin B) and ischemic conditions (2.99-fold
in the case of 1 pM amorfrutin B and 2.08-fold in the case
of 5 uM amorfrutin B).

Protein Expression Levels of IL-1B and IL-10 in Microglia

ELISAs showed that the protein levels of IL-1p and IL-10
reached 0.90 and 0.23 pg/mg of total protein, respectively
(Fig. 4b). Both under hypoxic and ischemic conditions, the
protein level of IL-1f remained unchanged; however, post-
treatment with 1 or 5 uM amorfrutin B reduced the level
of this factor as follows: 0.61 pg/mg (equal to 68% of the
control) and 0.60 pg/mg (equal to 66% of the control) in
the hypoxic model, respectively, and 0.52 pg/mg in the case
of both concentrations (equal to 57% of the control) in the
ischemic model. Both hypoxia and ischemia reduced the
protein level of IL-10 to 0.18 pg/mg (equal to 76% of the
control). During hypoxia, post-treatment only with 1 uM
amorfrutin B increased the IL-10 concentration to 0.34 pg/
mg (equal to 147% of the control), while during ischemia,
post-treatment only with 5 uM amorfrutin B increased the
IL-10 concentration to 0.24 pg/mg (equal to 104% of the
control).

Amorfrutin B Increases the Expression of PPARG/
PPARy and PGC1a in Microglia Subjected to Hypoxia
and Ischemia

Gene Expression of PPARG and PGC1A in Microglia

In microglial cultures exposed to hypoxia and ischemia,
the expression level of PPARG reached 0.67-fold and 0.60-
fold, respectively. In the case of hypoxia, the administra-
tion of amorfrutin B (1 and 5 uM) at the beginning of the
reoxygenation period resulted in an increase in PPARG
expression to 1.11-fold and 1.01-fold relative to the con-
trol, respectively. In the case of ischemia, post-treatment
with 1 pM amorfrutin B resulted in an increase in PPARG
expression to 1.02-fold of the control. Neither hypoxia/
ischemia nor amorfrutin B (1 or 5 uM) treatment affected
PGCIA expression (Fig. 5a).

Protein Expression Levels of PPARy and PGC1a in Microglia

In control cells, the protein levels of PPARy and PGCla
reached 5.86 pg/mg and 32.40 pg/mg, respectively,
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Fig.2 Post-treatment with
amorfrutin B inhibited IBA1
expression (green staining).
The negative control and the
representative bright field
image are also presented. The
table shows the mean fluores-
cence intensity. The results are
presented as a percentage of
the control + SEM. “p <0.001
compared to the control group;
##1 <0.001 compared to the
cultures exposed to hypoxia;
""p<0.001 compared to the
cultures exposed to ischemia.
There were 5 replicates in each

group
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as determined by ELISA (Fig. 5b). During hypoxia
and ischemia, the protein level of PPARYy decreased to
3.85 pg/mg (equal to 66% of the control) and 3.79 pg/
mg (equal to 65% of the control), respectively. Amorfru-
tin B partially reversed these effects only at a concen-
tration of 5 pM, and during hypoxia, the PPARYy level
reached 5.31 pg/mg (equal to 91% of the control). The
protein level of PGCla was diminished to 26.49 pg/mg
(equal to 82% of the control) and 25.64 pg/mg (equal to
79% of the control) in response to hypoxia and ischemia,
respectively. In the case of hypoxia, treatment with 1
or 5 uM amorfrutin B increased the PGCla level up to
39.48 pg/mg (equal to 122% of the control) and 49.36 pg/
mg (equal to 152% of the control), respectively. In the
case of ischemia, treatment with 1 or 5 uM amorfrutin B
increased the PGCla level up to 47.49 pg/mg (equal to

147% of the control) and 43.66 pg/mg (equal to 135% of
the control), respectively.

Administration of Amorfrutin B Reduced
the Mitochondrial Membrane Potential in Microglia
Exposed to Hypoxia and Ischemia

Our study using JC-1 demonstrated that 6 h of hypoxia/
ischemia and 18 h of reoxygenation led to increases in the
mitochondrial membrane potential to 175% and 184% com-
pared to normoxia, respectively (Fig. 6). Amorfrutin B at a
concentration of 1 uM did not induce changes in mitochon-
drial membrane potential, but post-treatment with 5 pM
amorfrutin B decreased it to 138% during hypoxia and 162%
during ischemia. The mitochondrial membrane potential in
microglial cells under normoxic conditions and amorfrutin
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Fig.4 Post-treatment with amorfrutin B diminished the expres-
sion level of proinflammatory factors and induced/increased the
expression level of anti-inflammatory factor in microglia subjected
to hypoxia and ischemia. These changes are related to the expres-
sion levels of genes (a) and proteins (b). The obtained results are
presented as the fold change in the case of qPCR and percentage of
the control or pg/mg of protein+SEM in the case of ELISA. There

B treatment was presented as supplementary material
(Table S1b).

Post-treatment with Amorfrutin B Reduced BCL2/
BCL2 Expression in Microglia Subjected to Hypoxia/
Ischemia

Gene Expression of BCL2 in Microglia

gPCR analysis revealed that both hypoxia and ischemia

caused a massive increase in the expression level of
BCL2, which reached 8.88-fold and 9.88-fold compared

@ Springer

were 3 independent experiments, consisting of 5-6 replicates per
group. ‘p<0.05 and ““p<0.001 compared to the control group;
#p<0.05, #p<0.01 and *p<0.001 compared to the cultures

exposed to hypoxia; "p<0.05 and *'p<0.001 compared to the cul-

tures exposed to ischemia. ND indicates that the expression level was
undetectable

to normoxia, respectively (Fig. 7a). Amorfrutin B at both
concentrations (1 and 5 uM) decreased the expression of
BCL2 during hypoxia, which was manifested as a decrease
to 2.18-fold and 1.06-fold, respectively. As for ischemia,
post-treatment with 1 or 5 uM amorfrutin B decreased the
BCL2 expression level to 5.51-fold or 2.28-fold, respectively.

Protein Expression Level of BCL2 in Microglia
ELISA indicated that hypoxia increased the protein level

of BCL2 from 19.56 pg/mg (normoxia) to 24.38 pg/mg
(equal to 125%), while post-treatment with 1 and 5 M
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Fig.5 Amorfrutin B post-treatment increased PPARG/PPARy and
PGCla protein in microglia under hypoxic/ischemic conditions. The
results are presented as the fold change in the case of qPCR (a) and as
the percentage of the control or pg/mg of protein+SEM in the case
of ELISA (b). There were 3 independent experiments, consisting of

amorfrutin B reduced this level to 17.52 pg/mg (equal to
90% of the normoxic value) and 16.66 pg/mg (equal to 85%
of the normoxic value), respectively. Ischemia did not affect
the protein level of BCL2, however, post-treatment with
5 uM amorfrutin B decreased the protein level of BCL2 to
14.92 pg/mg, which was equal to 76% of the normoxic value,
while a 1 uM concentration had no effect (Fig. 7b).

Amorfrutin B Normalized the Morphology
of Microglia During Hypoxia/lschemia

To examine the gross morphology of the HMC3 cells, we
used calcein AM to label living cells and Hoechst 33342 to
visualize the cell nuclei. The morphometric analysis of cells

sk

5-6 replicates per group. “p<0.05 and ““p <0.001 compared to the
control group; *p <0.05, #p <0.01 and **p <0.001 compared to the
cultures exposed to hypoxia; “p<0.05 and *"'p<0.001 compared to
the cultures exposed to ischemia

was conducted using particle and fractal analysis (Fig. 8a).
In case of hypoxia the ramification index increased to 0.77,
while amorfrutin B (1 and 5 uM) post-treatment reduced this
value to 0.48 and 0.36, respectively. Ischemia also caused an
increase in the ramification index, reaching value 0.72, while
amorfrutin B decreased this value to 0.44 (1 uM amorfrutin
B) and 0.37 (5 uM amorfrutin B). Comparing to normoxia
(ramification index =0.35), we can infer that values close
to 1 indicated microglial cell activation, while amorfrutin
B normalized this parameter under hypoxic and ischemic
conditions, thereby restoring the morphology of cells char-
acteristic of quiescent microglia (Fig. 8b). During hypoxia
and ischemia, there was an increase in cell body area (up to
364% and 351%, respectively) and minimum Feret diameter

@ Springer



34 Page 14 of 24 Journal of Neuroimmune Pharmacology (2024) 19:34
250 -
©
‘.GC-.; %k %k %k
3 200 4 ok ok
o
— T
03 T
€ g HitH
© < 150 4 ey
Qo 8 iy
5 0 =
=5 1001 =
5 N
c - LUCEERNE
s 501 S
-(CJ SRR
2 e
S 0
A2 N2 2
((\0*\ Qo*\ A Q\“ \(\eﬂ(‘\ A \)\“
o ) A "™ A& N
RN RN S
& & o
> o 2
X X X X

Fig.6 In microglia, post-treatment with amorfrutin B (5 uM) par-
tially reversed hypoxia- and ischemia-induced increases in the mito-
chondrial membrane potential. The results are presented as a percent-
age of the control+SEM of 3 independent experiments, consisting

(up to 176 and 175%, respectively). Treating cells with
amorfrutin B (1 and 5 pM) after hypoxic injury resulted
in a decrease in cell body surface to 239% and 123%, as
well as decrease in minimum Feret diameter to 146% and
105%, respectively. Post-treatment with amorfrutin B (1 and
5 uM) after ischemia contributed to reduction in cell body
surface to 191% and 139% (Fig. 8c), as well as reduction in
minimum Feret diameter to 126% and 116%, respectively
(Fig. 8d). The analysis of the number of cell nuclei (stained
with Hoechst 33342) showed that it remained unchanged
regardless of the conditions (Fig. 8e). Taking all together,
this morphometric analysis indicated that 6 h of hypoxia/
ischemia and 18 h of reoxygenation induced a morpho-
logical shift; the cells retracted their processes, taking on a
rounded or amoeboid shape and large cell bodies (function-
ally M1-like phenotype). Post-treatment with amorfrutin B
in both models resulted in morphological changes resem-
bling the state of cells under normoxic conditions; i.e., cells
exhibited a ramified appearance and had smaller cell bod-
ies (functionally M2-like phenotype). The calcein AM and
Hoechst 33342 staining of microglial cells under normoxic
conditions and amorfrutin B treatment was provided as sup-
plementary material (Fig. S2).

Amorfrutin B Impaired the Hypoxia/
Ischemia-induced Increase in Metabolic Activity
of Microglia

MTT assay determined that 6 h of hypoxic or ischemic con-
ditions and 18 h of reoxygenation increased the metabolic

@ Springer

of 8-12 replicates per group. ~ p<0.001 compared to the control
group; *#p <0.001 compared to the cultures exposed to hypoxia; and
*p<0.01 compared to the cultures exposed to ischemia

activity of microglial cells from the control value (100%)
to 121% during hypoxia and 119% during ischemia. In the
hypoxic paradigm, post-treatment with amorfrutin B at
both concentrations (1 and 5 uM) resulted in normalization
of metabolic activity, which was manifested by decrease
of this parameter to 106% and 112% of the control value,
respectively. In the case of ischemia, amorfrutin B (1 and
5 uM) administration at the beginning of the reoxygena-
tion period also resulted in metabolic activity normaliza-
tion, manifested by decreases to 102% and 111% of the
control value, respectively (Fig. 9a). The MTT reduction
in microglial cells under normoxic conditions and amor-
frutin B treatment was presented as supplementary material
(Table S1c).

Amorfrutin B Only Partially Reversed the Hypoxia/
Ischemia-induced Decrease in LDH Release From
Microglial Cells

Our study showed that 6 h of hypoxia or ischemia and 18 h
of reoxygenation decreased LDH levels to 79% and 73% of
the normoxic value, respectively. Exposure to 1 or 5 uM
amorfrutin B for 18 h during the reoxygenation period after
hypoxia did not affect LDH release. However, in response
to 1 uM amorfrutin B during ischemic conditions, there
was an increase in LDH to 85%, while 5 uM amorfrutin B
did not affect this parameter (Fig. 9b). The LDH level in
microglial cells under normoxic conditions and amorfru-
tin B treatment was presented as supplementary material
(Table S1d).
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Fig.7 Administration of amorfrutin B

after

hypoxia/ischemia

decreased the gene expression (a) and protein level (b) of BCL2/
BCL2 in microglia. The results are presented as the fold change
in the case of qPCR and as the percentage of the control or pg/

pendent experiments, consisting of 5-6 replicates per group.
“p<0.01 and ““p<0.001 compared to the control group; #p <0.01

H#H#H#

and ™" p<0.001 compared to the cultures exposed to hypoxia; and

"p<0.05 and

AAA

p<0.001 compared to the cultures exposed to

mg of protein+SEM in the case of ELISA. There were 3 inde-

Amorfrutin B Reduced the Proliferation Potential
of Microglia that was Induced in Response
to Hypoxia/lschemia

As demonstrated by the BrdU cell proliferation assay,
hypoxia and ischemia induced the proliferative action of
microglia, that was manifested as increase in proliferation
potential level up to 127% and 163% of the normoxic value,
respectively (Fig. 9¢). In the case of hypoxia, administra-
tion of 1 or 5 uM amorfrutin B 6 h after injury resulted in a
decrease in proliferation potential to 110% or 98% of the nor-
moxic value, respectively. In the case of ischemia, only 5 UM
amorfrutin B reduced the proliferation potential of microglia
to 135% of the normoxic value, while 1 uM amorfrutin B
was ineffective. The proliferation potential of microglial cells

ischemia

under normoxic conditions and amorfrutin B treatment was
presented as supplementary material (Table Sle).

Post-treatment with Amorfrutin B Improved
the Viability of Neocortical Cell Cultures Subjected
to Hypoxia and Ischemia

An alamarBlue™ assay was applied to assess the viability of
primary neurons subjected to hypoxia/ischemia or amorfru-
tin B post-treatment. Our study showed that 6 h of hypoxia/
ischemia and 18 h of reoxygenation resulted in a reduction in
viability, which was manifested by a decrease in this parameter
to 52% of the control and 22% of the control, respectively. The
concentration-dependent responses to amorfrutin B post-treat-
ment during hypoxia were as follows: 86% (1 uM amorfrutin
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Fig.8 Fluorescence staining was used to visualize viable microglia
using calcein AM (green labeling), and cell nuclei were visualized
using Hoechst 33342 (blue labeling). Particle and fractal analysis
enabled the morphometric analysis (a). Amorfrutin B post-treatment
induced a shift in microglial morphology during hypoxia/ischemia
from amoeboid-like to ramified cells (b) with smaller cell bodies (¢

@ Springer

Hoechst 33342 Fractal analysis

and d). The number of microglial cell nuclei remained unchanged
regardless of the conditions (e). ““p<0.001 compared to the con-
trol group; ##p <0.001 compared to the cultures exposed to hypoxia;

p<0.001 compared to the cultures exposed to ischemia. There
were 10 replicates in each group
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Fig.9 Post-treatment with amorfrutin B reversed the increase in independent experiments, consisting of 8—12 replicates per group.
metabolic activity (a) or decrease in LDH (b) and reduced the pro- ***p<0.001 compared to the control group; #p<0.05 and ###p<0.001
liferation potential (¢) of microglia exposed to hypoxia/ischemia. compared to the cultures exposed to hypoxia; and “p<0.01 and

AAA

The results are presented as a percentage of the control + SEM of 3 p<0.001 compared to the cultures exposed to ischemia
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Fig. 10 Amorfrutin B (1, 5 and 10 uM) post-treatment inhibited the
hypoxia- and ischemia-dependent reductions in viability of neuronal
cells, as indicated by alamarBlue™ (a). Administration of amor-
frutin B (1 and 5 uM) reduced neurodegeneration, and the PPARY
antagonist (GW9662; 1 uM) reversed these effects, as indicated by
Fluoro-Jade C (b). The results are presented as a percentage of the

B), 88% (5 uM amorfrutin B), and 77% (10 uM amorfrutin
B) of the control value. In the case of ischemia, the concen-
tration-dependent responses to amorfrutin B post-treatment
were as follows: 55% (1 uM amorfrutin B), 53% (5 uM amor-
frutin B), and 50% (10 uM amorfrutin B) of the control value.
Administration of amorfrutin B at a concentration of 0.1 uM
did not change the viability of neurons subjected to hypoxia or
ischemia. In control cells (normoxic conditions), amorfrutin
B treatment at concentrations ranging from 0.1 to 10 pM for
18 h did not affect the viability (supplementary materials,
Table S2a). The most profound neuroprotective effects were
obtained after the use of 1 or 5 pM amorfrutin B, and for that
reason, these concentrations were selected for experiments
conducted on human microglia (Fig. 10a).

+ amorfrutin B

control+ SEM of 3 independent experiments, consisting of 8-12
replicates per group. ~p<0.001 compared to the control group;
##p <0.001 compared to the cultures exposed to hypoxia, *'p <0.001
compared to the cultures exposed to ischemia; 3%°p <0.001 compared
to the cells subjected to both hypoxia/ischemia and amorfrutin B
post-treatment

Amorfrutin B Post-treatment Reduced Hypoxia/
Ischemia-induced Neurodegeneration,
and the PPARy Antagonist Reversed this Effect

Fluoro-Jade C labeling was used to determine the degree of
degeneration of neuronal cells exposed to 6 h of hypoxia/
ischemia and 18 h of reoxygenation/amorfrutin B post-treat-
ment. The neurodegeneration level in response to hypoxia
reached 124% of the control value, while post-treatment with
1 or 5 uM amorfrutin B reduced this parameter to 93% and
94% of the control, respectively. Simultaneous administra-
tion of GW9662 (1 uM, PPARYy antagonist) reversed the
neuroprotective effects of amorfrutin B (1 and 5 uM), mani-
fested as an increase in neurodegeneration up to 124% and
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123% of the control value, respectively. Ischemia increased
neurodegeneration up to 120%, while amorfrutin B post-
treatment (1 and 5 uM) reduced this effect to 85% and 82%
of the control value, respectively. Simultaneous treatment
with 1 uM GW9662 reversed the neuroprotective effects of
1 and 5 uM amorfrutin B, that was manifested as enhance-
ments in neurodegeneration level up to 117% and 124% of
the control value, respectively (Fig. 10b). The neurodegen-
eration level under normoxic conditions and amorfrutin B
treatment (given separately or in combination with GW9662)
was presented as supplementary material (Table S2b).

Discussion

Here, we provide evidence for specific amorfrutin B-induced
effects on human microglia subjected to hypoxia/ischemia;
this compound counteracts inflammation and influences
mitochondrial status, metabolic activity and proliferation
potential in a PPARy-dependent manner. Amorfrutin B is
an SPPARYM that we recently demonstrated for the first
time to be a promising neuroprotective compound in cel-
lular models of stroke and perinatal asphyxia. Indeed, we
showed that post-treatment of mouse neurons with amor-
frutin B caused neuroprotection that relied on its inhibitory
action on hypoxia/ischemia-induced apoptosis, autophagy
and oxidative stress as well as on normalization of the epi-
genetic status of neuronal cells (Wnuk et al. 2021a, Wnuk,
Przepidrska et al. 2021; Przepidrska et al. 2023). Although
neuronal mechanisms of amorfrutin B-evoked neuroprotec-
tion have been identified, none of them reflects the action of
the compound on microglia known to play a pivotal role in
the response of brain tissue to hypoxic and ischemic damage.

In the present study, we showed that in human micro-
glial cell (HMC3) cultures subjected to hypoxia/ischemia,
post-treatment with amorfrutin B decreased the IBA1 fluo-
rescence intensity, which was accompanied by reduced
caspase-1 activity and downregulated mRNA expression
of ILIB and TNFA but not ILI0, which was upregulated.
We observed that the changes in the mRNA expression of
interleukins were paralleled by changes in protein levels.
IBAL1 is an actin cross-linking protein that participates in
the membrane ruffling of microglia. Its increased density
is a measure of microglial activation, which is also mani-
fested by overstimulated caspase-1 activity and elevated
levels of interleukins in the brain during ischemic stroke
(Li et al. 2019; Wittekindt et al. 2022). Importantly, post-
mortem studies of human ischemic brains have shown that
glial cells express higher levels of cytokines, including IL-1f
and TNF-a (Clausen et al. 2020). Recently, Li et al. (2019)
demonstrated that the inhibition of caspase-1 and the down-
regulation of proinflammatory factors in activated microglia
ameliorated cerebral injury and reduced infarct volume in
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mice subjected to middle cerebral artery occlusion (MCAO).
Therefore, one can assume that the ability to inhibit micro-
glia-dependent inflammation is one of the key elements that
constitute the therapeutic capacity of amorfrutin B against
cerebral hypoxia/ischemia, as evidenced by our studies on
human microglia.

In this study, we also demonstrated that post-treatment
of human microglia subjected to hypoxia/ischemia with
amorfrutin B stimulated PPARY signaling, as evidenced
by increased mRNA and/or protein levels of PPARy and
PGCloa. PPARY is present in microglia, and its expression
is downregulated during hypoxic/ischemic episodes (Xia
et al. 2015). PPARY has been defined as a predominant con-
tributor to the anti-inflammatory profile of microglia, and
its activation inhibits proinflammatory cytokine produc-
tion in 3-nitropropionic acid-activated microglia and shifts
macrophage polarization from the M1-like phenotype to the
M2-like phenotype in obesity-induced inflammation in liver
and adipose tissues (Mansour et al. 2022). Moreover, PPARYy
was shown to prime human monocytes into macrophages
with anti-inflammatory properties (Bouhlel et al. 2007). As
for PGCla, it has been categorized as a marker of ischemic
stroke in humans, and microglia-specific overexpression of
PGCla significantly reduces proinflammatory cytokine pro-
duction in the mouse brain after ischemic injury (Han et al.
2021). Since amorfrutin B is a selective PPARy modula-
tor, we postulate that its anti-inflammatory properties rely
on PPARY/PGCla targeting and reprofiling of microglia to
inhibit proinflammatory cytokines such as IL-1p and TNF-«
and stimulate anti-inflammatory cytokines such as IL-10, as
observed in the present study. Except for studies on the anti-
inflammatory action of amorfrutin B on liver cells exposed
to a high-fat diet (Weidner et al. 2013), there are no other
data showing the anti-inflammatory potential of amorfru-
tin B in human microglia subjected to hypoxia/ischemia to
compare our results with.

We also showed that amorfrutin B reversed the hypoxia/
ischemia-evoked effects on mitochondria-related parameters,
such as the mitochondrial membrane potential, BCL2/BCL2
expression and mitochondrial enzyme activity/metabolic
activity, which were correlated with diminished proliferation
potential of human microglia. In the LPS-induced inflam-
mation model, it has been demonstrated that the mitochon-
drial membrane potential decreases in the initial stages but
gradually returns to normal starting 3 h after LPS treatment,
ultimately exceeding the baseline level by 6 h (Bauerfeld et al.
2012). The timeline of recovery and enhancement of mito-
chondrial potential after LPS treatment is similar to the time-
line observed in our study paradigm after exposure of human
microglia to hypoxia/ischemia. High mitochondrial membrane
potential was also exhibited by microglia during chronic
phase of experimental encephalomyelitis (C-EAE), which
was associated with downregulation of mitophagy-related
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genes, increased activity of mitochondrial complexes
I (CI) and II (CII) and reduced ATP levels (Peruzzotti-
Jametti et al. 2024). This metabolic reprogramming was inter-
preted as promoting increased reactive oxygen species (ROS)
generation, mainly through CI and reverse electron transport.
In microglia, hypoxic/ischemic episodes are known to dys-
regulate the mitochondrial membrane potential and, in this
way, increase metabolic activity; these changes are considered
as indicators of activated microglia and were also observed
in our studies. Since amorfrutin B reduces the mitochon-
drial membrane potential and metabolic activity in hypoxia/
ischemia-challenged microglia, it can be assumed that this
compound has property to control the activity of the CI and
CII mitochondrial complexes and in this way may inhibit ROS
generation in activated microglia. However, the only relevant
study to compare our results with has been performed on a
mouse microglia-like BV2 cell line exposed to LPS and tel-
misartan, which in contrast to amorfrutin B targets not only
PPARY, but also PPAR«a (Elkahloun et al. 2019). In the cited
study, telmisartan was shown to normalize the expression of
genes associated with mitochondrial activity (e.g., Slc25a51),
which supports the effects of amorfrutin B observed in our
study in terms of metabolic activity.

BCL2 is widely recognized as a mitochondrial pro-
tein, and its function is usually related to apoptosis and/or
autophagy (Wnuk and Kajta 2017). Intriguingly, upregu-
lation of anti-apoptotic BCL2 has been detected in Alz-
heimer’s and Huntington’s diseases patients, as well as in
models of brain hypoxia and ischemia (Satou et al. 1995;
Karlnoski et al. 2007; Sassone et al. 2013; Wnuk et al.
2020, 2021a, Wnuk, Przepiorska et al. 2021; Przepidrska
et al. 2023; Pietrzak et al. 2023). Since adult human brain
express more BCL2 in microglia than in neurons (Merry
et al. 1994), and hypoxia/ischemia increase BCL2 expression
in brain tissue (Chen et al. 1997), one can assume that this
increase is dependent mainly on microglia-localized BCL2.
We have previously shown that treatment with amorfrutin
B increased BCL2 protein level in mouse neuronal cells
undergoing hypoxia/ischemia, suggesting an anti-apoptotic
effect of the compound on brain neurons (Przepidrska et al.
2023). In the present study, treatment of human microglial
cells with amorfrutin B decreased BCL2/BCL2 mRNA and
protein levels, suggesting that the compound affected BCL2-
dependent processes and in this way controlled the activa-
tion of microglia. It became evident that, in addition to anti-
apoptotic property, BCL2 plays a novel, noncanonical role
in augmenting mitochondrial respiration and cytochrome ¢
oxidase (COX) activity, which is closely linked to the slight
pro-oxidant activity of the protein. High BCL2 expression
level and increased COX activity have been reported in par-
allel with increased metabolic and mitochondrial activity,
indicating the importance of BCL2-COX interaction and
association with oxidative stress (Chen and Pervaiz 2010).

BCL2 overexpression in lymphoid and myeloid lineages
appeared to significantly change expression of genes asso-
ciated with metabolic activity, cell cycle, immune response
and apoptosis-related genes. Knowing that amorfrutin B
reduces BCL2/BCL2 expression, accompanied by reduced
metabolic activity and reduced proliferation potential of
human microglia, it can be suggested that the mechanisms
of action of amorfrutin B during hypoxia/ischemia include
a decrease in mitochondrial respiration and microglial COX
activity. Given that the microglial population is subject to
continuous and rapid remodeling (Askew et al. 2017), amor-
frutin B may shift the dynamic balance between microglial
proliferation and microglial apoptosis.

In addition to providing evidence for the anti-inflam-
matory and PPARy-dependent properties of amorfrutin B,
as well as its ability to normalize mitochondrial status of
microglial cells, we demonstrate for the first time that amor-
frutin B has the ability to control the metabolic activity and
proliferation potential of hypoxia/ischemia-activated micro-
glia. Studies of Sapkota et al. (2017) characterized activated
microglia as cells that exhibited increased intensity of IBA1/
BrdU labeling, indicating enhanced microglial proliferation
potential in the penumbra of MCAO mice. Similarly, Taylor
and Sansing (2013) reported that activated microglia retract
their ramifications and become amoeboid-like cells. In our
study, particle and fractal analysis showed that hypoxia and
ischemia increased ramification index, cell body area and
minimum Feret diameter, and amorfrutin B reversed all these
effects in a concentration-dependent manner. An increased
ramification index indicates morphological changes and
heightened reactivity of microglia subjected to hypoxia/
ischemia. According to Hoechst 33342 staining, which was
performed in parallel with calcein AM staining, the num-
ber of microglial cell nuclei did not change significantly
in response to hypoxia/ischemia or amorfrutin B treatment.
Considering the proliferation potential of microglial cells
(BrdU incorporation) and metabolic activity (MTT assay),
which were stimulated by hypoxia/ischemia and inhibited by
amorfrutin B, it can be assumed that amorfrutin B impairs
both mitochondrial function and the self-renewal potential
of microglial cells. Therefore, stimulatory effect of amorfru-
tin B on microglia-dependent toxicity (LDH release) is the
result of impaired function rather than impaired cell viability
of microglia. Our data suggest that the properties of amor-
frutin B to control metabolic activity and proliferation poten-
tial are restricted to hypoxia/ischemia-activated microglia,
because amorfrutin B induced a shift in microglial morphol-
ogy from amoeboid (M1-like) to ramified (M2-like), resem-
bling the state of cells under normoxic conditions, i.e., cells
with a branched appearance and smaller cell bodies.

To address the possible differences in the mechanisms
of action of amorfrutin B between microglia and neurons
subjected to hypoxia/ischemia, we performed additional
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experiments on mouse primary neurons. Current study com-
plements our previous reports on neuroprotective capacity
of amorfrutin B by unraveling strong stimulatory effect on
hypoxia/ischemia-impaired neuronal cell viability and iden-
tifying a PPARy-mediated decrease in neuronal degeneration.
AlamarBlue™ cell viability indicator allowed neuronal cells
to remain fully functional, viable and healthy, which is particu-
larly important for cells exposed to hypoxia/ischemia and sig-
nificantly outperforms analyzes based on the presence of the
indicator in cells and causing their death (Longhin et al. 2022).
According to the results, amorfrutin B promoted neuronal
cell survival, as evidenced by increased cell viability (alamar-
Blue™) and reduced neurodegeneration (Fluoro-Jade C),
which was achieved in a PPARy-specific manner i.e., GW9662
reversed the amorfrutin B-evoked decrease in neuronal degen-
eration. Interestingly, the stimulatory effect of amorfrutin B on
mouse neuronal survival, is opposite to the inhibitory effect
of amorfrutin B on the proliferation potential and metabolic
activity/mitochondrial function of human microglia. However,
it should be emphasized that the compared cells differ in many
features and the same analyzes may not sufficiently take into
account the specificity of their response to hypoxia/ischemia.

In summary, this study showed for the first time that
amorfrutin B compromises hypoxia/ischemia-induced acti-
vation of human microglia in a PPARy-dependent man-
ner, which involves inhibiting inflammation, normalizing
mitochondrial status, and controlling metabolic activity
and proliferation potential. These data extend the protec-
tive potential of amorfrutin B in the pharmacotherapy of
hypoxic/ischemic brain injury, targeting not only neurons
but also activated microglia.
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