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FGF czynnik wzrostu fibroblastow



GFAP kwasne biatko widkienkowe

GM-CSF czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagdw
GS syntetaza glutaminy

HI hipoksja-ischemia

HIE encefalopatia hipoksyjno-ischemiczna

Ibal czgsteczka adaptera wigzgca zjonizowany wapn 1
IGF-1 insulinopodobny czynnik wzrostu 1

IL interleukina

IL10 interleukina 10
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ITS roztwor insuliny-transferyny-selenu

K wariant kontrolny
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LAM laminina

LPS lipopolisacharyd

MHC gléwny uktad zgodnosci tkankowe;j

NG2 antygen neuralny/glejowy 2

NGF czynnik wzrostu nerwow

NOS syntaza tlenku azotu

OGD deprywacja tlenu i glukozy/ wariant po OGD
OPCs progenitory oligodendrocytow
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PBS s6l fizjologiczna buforowana fosforanem
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Streszczenie

Komoérki glejowe pelnig szereg podstawowych funkcji biologicznych zaréwno
podczas rozwoju os$rodkowego uktadu nerwowego (OUN), jak i w jego prawidlowym
funkcjonowaniu. Proces gliogenezy, poprzedzany przez nasilong neurogeneze i
rozpoczynajacy si¢ juz podczas zycia ptodowego, jest najbardziej intensywny w okresie
okotoporodowym oraz we wczesnym rozwoju postnatalnym. Wiasciwosci powstajacych w
tym  okresie komorek zaliczanych do makrogleju, szczegdlnie progenitorow
oligodendrocytow (OPCs), r6znig si¢ znaczaco od komoérek powstalych w dorostym zyciu.
Jednoczes$nie sg one wyjatkowo podatne na dziatanie bodzcéw mikrosrodowiskowych, co jest
zwigzane z ich odpowiedzia na dzialanie czgstek sygnalowych w procesach
neurorozwojowych, ale tym samym czyni je wrazliwymi na zaburzenia homeostazy
tkankowej czy tez wpltyw bodzcoéw patofizjologicznych. Jest to rowniez w duzej mierze
przyczyna wystgpowania najczesciej wysokiego stopnia uszkodzen tkanki nerwowej pod
wpltywem czynnikoOw patofizjologicznych oraz urazow w okresie okoloporodowym.
Zaliczamy do nich m.in. neonatalng hipoksje-ischemi¢ (HI) zwang takze asfiksja
okotoporodowa.

Asfiksja okotoporodowa zwigzana jest z nieprawidtowym przeptywem krwi oraz
zaburzong wymiang gazowg w okresie okotoporodowym, prowadzaca do hipoksji/anoksji i
hiperkapnii. Z powodu obnizonego przeptywu krwi i niedostatecznej dostgpnosci tlenu oraz
niedoboru substancji odzywczych, w tym glukozy, u noworodkéw dochodzi do zaburzen
og6lnoustrojowych, w tym oddechowych, do zaktdcen pracy serca i watroby, dysfunkcji
nerek, a takze do zaburzen neurologicznych. Wysoka $miertelno$¢ lub niepetnosprawnosé
motoryczna i poznawcza begdaca skutkiem przebytego urazu sprawiajg, ze powiktania po HI
stanowig istotny problem spoleczny, znaczaco wplywajac na pogorszenie jakosci zycia
pacjentow. W krajach rozwinig¢tych problem asfiksji okotoporodowej dotyczy 1-8 na 1000
zywych urodzen, natomiast w krajach rozwijajacych si¢ moze by¢ nawet 10-20-krotnie
wyzszy. Szacuje si¢, ze obecnie okolo jedna piagta zgonéw noworodkoéw na catym Swiecie
spowodowana jest przez skutki HI. Obecnie jedyng stosowang terapia w przypadku
umiarkowanej lub ostrej HI jest hipotermia terapeutyczna, polegajaca na obniZeniu
temperatury glowy lub ciala noworodka, w celu spowolnienia postgpujacego uszkodzenia
komorek, ograniczenia aktywacji odpowiedzi immunologicznej 1 tym samym
zminimalizowania stopnia uszkodzen tkanek. Hipotermia terapeutyczna zastosowana w
pierwszych sze$ciu godzinach od urazu znaczaco zmniejsza $miertelnos$¢ 1 ryzyko cigzkiej
niepetnosprawnosci, jednak w wielu przypadkach okazuje si¢ catkowicie nieskuteczna.

Pomimo wieloletnich i wielokierunkowych badan nad mechanizmami uruchamianymi
w wyniku HI i poszukiwaniu potencjalnych terapii, nadal brak jest skutecznej strategii
neuroprotekcyjnej i1 neuroregeneracyjnej, celujacej w naprawe uszkodzonej tkanki. Istnieje
zatem pilna potrzeba poszukiwania nowych punktow uchwytu do opracowywania
potencjalnych strategii terapeutycznych. Jednym z nich moze by¢ modulacja wzajemnych
oddzialtywan miedzy komorkami tworzgcymi tkanke nerwowg. Jak dotad, wzajemne
zalezno$ci miedzy komodrkami glejowymi w rozwijajacym si¢ mozgu PO wystapieniu
okresowego niedoboru glukozy i tlenu charakterystycznego dla asfiksji okotoporodowej sa
stabo poznane. Wsréd komorek glejowych wyrdznia si¢ makroglej, w tym astrocyty i
oligodendrocyty pochodzenia ektodermalnego oraz mikroglej, wywodzacy si¢ z mezodermy.
Komorki glejowe zaangazowane sa w prawidlowy rozwdj i1 funkcjonowanie uktadu
nerwowego, jak rowniez maja swodj udziat w utrzymaniu homeostazy w mikrosrodowisku
tkankowym oraz w odpowiedzi immunologicznej. Aktywowane komorki glejowe produkuja
wachlarz czynnikow immunomodulujacych, w tym cytokin o dziataniu prozapalnym lub
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przeciwzapalnym, wptywajac w ten sposob na odpowiedz immunologiczng. Uwzgledniajac,
ze kazdy wyspecjalizowany typ komorek glejowych uczestniczy w odpowiedzi na zaburzenia
homeostazy i bodzce patofizjologiczne, wzajemne oddziatywanie komorek moze mieé
decydujacy wplyw na przewage procesOw neuronaprawczych nad zapalnymi i
neurodegeneracyjnymi, prowadzac do regeneracji uszkodzonej tkanki nerwowej i
przywrocenia fizjologicznego funkcjonowania tworzacych ja komorek.

Celem niniejszej pracy jest analiza wplywu okresowego niedoboru tlenu i glukozy
(ang. OGD, oxygen-glucose deprivation), stanowigcego model HI in vitro na przezywalnosc,
proliferacje, fenotyp i morfologie neonatalnych szczurzych komoérek glejowych oraz analiza
ich profilu sekrecyjnego, komoérek hodowanych jako monokultury oraz wspéthodowle. W
celu jak najlepszego nasladowania in vitro warunkéw panujgcych w tkance nerwowej,
zastosowano system hodowli w warunkach normoksji fizjologicznej (5 % stgzenie tlenu), a
takze przetestowano wybrane zwigzki biomimetyczne (takie jak laminina, fibronektyna, zel
skomponowany z wybranych skladnikéw macierzy zewnatrzkomorkowej) do pokrywania
powierzchni hodowlanych. Aby oceni¢ role¢ wybranych czynnikéw zaangazowanych w
oddziatywania miedzy komoérkami glejowymi, zastosowano pozywki hodowlane o
restrykcyjnym sktadzie, opartym na wykluczeniu dodatku surowicy zwierzecej, mitogenow,
hormonéw oraz innych czynnikéw, mogacych potencjalnic modulowa¢ badane procesy.
Wszystkie zaplanowane eksperymenty przeprowadzono na niepasazowanych hodowlach
pierwotnych, aby jak najlepiej zachowac wlasciwosci badanych komorek.

Tak opracowang metode hodowli poszczegdlnych typéw komorek glejowych
zastosowano nastepnie do iloSciowej oceny ekspresji wybranych substancji aktywnych,
zaangazowanych w oddzialywania migdzykomodrkowe, w tym czynnikéw troficznych, takich
jak insulinopodobny czynnik wzrostu typu 1 (IGF-1) oraz czynnik neurotroficzny
pochodzenia mozgowego (BDNF). W celu zbadania procesow uruchamianych w nastgpstwie
OGD, zmierzono takze poziom ekspresji wybranych cytokin i ich receptorow. Cytokiny
stanowig grupe glikoprotein wytwarzanych przez komodrki w odpowiedzi m.in. na bodzce
immunologiczne i1 reguluja szereg podstawowych funkcji komorek takich jak przezycie,
proliferacja czy dojrzewanie. Do rodziny cytokin zaliczamy m.in. interleukiny, chemokiny,
czynnik martwicy nowotwordéw, czynniki stymulujgce tworzenie kolonii, interferony oraz
czynniki wzrostu W warunkach fizjologicznych cytokiny wydzielane sa przez komorki
glejowe najczesciej na niskim poziomie, a ich sekrecja ulega znaczacej zmianie po
wystgpieniu bodzcoOw patofizjologicznych. Moga one oddzialywa¢ przeciwzapalnie,
sprzyjajac uruchomieniu w uszkodzonej tkance proceséw o charakterze neuronaprawczym,
lub pro-zapalnie, nasilajagc zmiany zachodzace w wyniku uszkodzenia. Ze wzgledu na ich
udzial w odpowiedzi komorek na bodzce patofizjologiczne, cytokiny oraz wybrane czynniki
troficzne  moga peli¢ takze kluczowa role w  modulowaniu oddziatywan
miedzykomorkowych po wystapieniu okresowego niedoboru glukozy i tlenu.

Zaplanowane badania przeprowadzano na komorkach glejowych pochodzacych z
mozgdéw oseskOw szczura (24-48h postpartum) obu plci stada Wistar. Z wyizolowanych
potkul moézgu zaktadano mieszang glejowa hodowle pierwotng. Po 11-12 dniach hodowli in
vitro, wyodrebniano poszczegolne frakcje glejowe, tj. mikroglej, progenitory
oligodendrocytow oraz astrocyty poprzez sekwencyjne wytrzasanie, wykorzystujac
zroznicowane wlasciwosci adhezyjne poszczegolnych typéw komorek. Badania prowadzono
na poszczegdlnych populacjach komorkowych, hodowanych jako monofrakcje oraz ich
wspothodowlach. W przeprowadzonych eksperymentach wykorzystywano nastgpujace
warianty wspothodowli progenitorow oligodendrocytéw z mikroglejem lub z astrocytami: A)
wariant  kontrolny (K); B) wariant eksperymentalny, w ktérym jedna frakcja glejowa
pozostawata frakcjg kontrolng, za§ druga populacja glejowa we wspothodowli poddawana
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byla 50-minutowej procedurze OGD (K/OGD); C) wariant eksperymentalny, w ktorym obie
frakcje glejowe we wspothodowli poddawano 50-minutowej procedurze OGD. W wybranych
punktach czasowych zbierano pozywki hodowlane, w ktorych nastepnie oceniano ilo§ciowo
stezenie wybranych czynnikow aktywnych przy zastosowaniu ultraczutych metod
biochemicznych, takich jak zestawy ELISA oraz Luminex.

Analiza sekretomu poszczegdlnych typdéw wyspecjalizowanych komorek glejowych
hodowanych jako monofrakcje wykazala, ze gldéwnym zZroédlem IGF-1, wydzielanego in situ
do mikrosrodowiska tkankowego sg astrocyty, oraz w duzo mniejszym stopniu mikroglej. Jest
to czynnik peligcy wiodgcg role w proliferacji oraz dojrzewaniu oligodendrocytow.
Poniewaz na skutek HI réznicowanie oligodendrocytow jest zahamowane lub opdznione,
analiza wydzielania IGF-1 przez komorki glejowe wspottworzgce tkanke nerwowg przyczynia
si¢ do poznania podtoza zmian zachodzacych po wystapieniu HI. W dalszej kolejnosci
oceniono ilosciowo sekrecje czynnika BDNF oraz wybranych cytokin i ich receptorow.
Analizy przeprowadzono zarowno dla poszczegdlnych typow komoérek glejowych
hodowanych jako monofrakcje, jak i w ich wspothodowlach. W przypadku kilku z badanych
czynnikow wykazano znamienny modulujacy wpltyw parakrynnych oddziatywan
migdzykomorkowych na ich wydzielanie do pozywki hodowlanej. Wspomniany wpltyw
zaobserwowano mi.in. w przypadku czynnika BDNF, ktorego poziom we wspothodowlach
oligodendrocytow i astrocytOw jest znacznie nizszy niz poziom sekrecji przez wymienione
frakcje komorkowe hodowane oddzielnie. Podobny modulujacy wptyw wspothodowli
zaobserwowano w przypadku wydzielania chemokiny CXCL1 przez oligodendrocyty i
mikroglej, gdzie we wszystkich wariantach dos§wiadczalnych odnotowano znamienny wptyw
mikrogleju na wydzielanie wymienionej chemokiny przez oligodendrocyty. Analiza st¢zen
innych czynnikow aktywnych (GM-CSF, CXCL10, CCL2, CCL3, IL1p, IL6, IL10) nie
wykazata znamiennych statystycznie roéznic pomiedzy hodowlami oligodendrocytow i
mikrogleju a ich wspothodowlami. W przypadku receptorow CXCR2 i CXCR4, znamienny
wpltyw oddzialywan migdzykomoérkowych zaobserwowano natomiast we wspothodowlach
oligodendrocytow i astrocytow.

Podsumowujac, przeprowadzone badania maja nowatorski charakter w kontekscie
opracowania wydajnej metody pozyskiwania i hodowli w warunkach normoksji fizjologicznej
wszystkich trzech gléwnych typéw neonatalnych szczurzych komorek glejowych.
Zastosowanie pozywek o restrykcyjnym skladzie, wykluczajacych obecno$¢ czynnikow
mogacych wptywaé¢ modulujaco na badane procesy, umozliwia wykorzystanie hodowli do
modelowania in vitro wybranych okotoporodowych stanéw patofizjologicznych. Modele in
vitro moga stuzy¢ zarowno do poznania oddziatywan miedzykomoérkowych (bezposrednich,
jak 1 parakrynnych), a takze moga znalez¢ zastosowanie w badaniach przedklinicznych do
testowania wptywu potencjalnych substancji terapeutycznych na komorki glejowe. W
przeprowadzonych badaniach, opisany system hodowli zostal wykorzystany do modelowania
in vitro neonatalnej HI i badania oddzialywah miedzy komoérkami glejowymi na sekrecje
wybranych czynnikoéw aktywnych, bioragcych udzial w odpowiedzi komorkowej na
zaburzenia lokalnej homeostazy czy obecnos¢ czynnikow patofizjologicznych. Jak wykazano,
w przypadku wybranych czynnikow oraz receptorow komodrkowych, oddzialywania
mi¢dzykomorkowe maja znamienny wptyw na ich ekspresje. Uzyskane wyniki mogg znalez¢
zastosowanie w opracowywaniu przysztych strategii terapeutycznych do zapobiegania
skutkom asfiksji okotoporodowe;j.

15



16

http://rcin.org.pl



Summary

Glial cells perform a number of essential biological functions both during the
development of the central nervous system (CNS) and in its normal functioning. The process
of gliogenesis, preceded by enhanced neurogenesis and beginning already during fetal life, is
most intense during the perinatal period and early postnatal development. The properties of
the cells generated during this period, which are classified as macroglia, especially
oligodendrocyte progenitors (OPCs), differ significantly from those formed in adulthood. At
the same time, they are extremely susceptible to microenvironmental stimuli, which is related
to their response to the action of signaling molecules in neurodevelopmental processes, but
thus makes them wvulnerable to disturbances in tissue homeostasis or the impact of
pathophysiological stimuli. This is also largely the reason for the occurrence of mostly high
levels of neural tissue damage under the influence of pathophysiological factors and trauma in
the perinatal period. These include neonatal hypoxia-ischemia (HI) also known as perinatal

asphyxia.

Perinatal asphyxia is associated with abnormal blood flow and impaired gas exchange,
leading to hypoxia/anoxia and hypercapnia. Due to reduced blood flow and inadequate
oxygen availability and nutrient deficiency, including glucose, newborns develop systemic
disorders, including respiratory, cardiac and hepatic disorders, renal dysfunction, and
neurological diseases. The high mortality rate or motor and cognitive disabilities resulting
from the injury make complications after HI a serious social problem, significantly affecting
patients' quality of life. In developed countries, the problem of perinatal asphyxia affects 1-8
per 1,000 live births, while in developing countries it can be as much as 10-20 times higher. It
is estimated that currently about one-fifth of neonatal deaths worldwide are caused by the
effects of HI. Currently, the only available therapy used for the treatment of moderate or acute
HI is therapeutic hypothermia, which involves lowering the newborn's head or body
temperature to slow down progressive cellular damage, limit activation of the immune
response and thus minimize the extent of tissue damage. Therapeutic hypothermia applied in
the first six hours after injury significantly reduces mortality and the risk of severe disability,
but in many cases it proves completely ineffective.

Despite years of multidirectional research into the mechanisms triggered by HI and the
search for potential therapies, there is still no effective neuroprotective and neuroregenerative
strategy targeting the repair of damaged tissue. Thus, there is an urgent need to search for new
points of resolution to develop potential therapeutic strategies. One of them may be the
modulation of the interactions between the cells that form neural tissue. So far, the
interrelationships between glial cells in the developing brain following the temporary glucose
and oxygen deficiency characteristic of perinatal asphyxia are poorly understood. Among
glial cells, there are macroglia, including astrocytes and oligodendrocytes of ectodermal
origin, and microglia, originating from the mesoderm. Glial cells are involved in the normal
development and functioning of the nervous system, as well as having a role in maintaining
homeostasis in the tissue microenvironment and in the immune response. Activated glial cells
produce an array of immunomodulatory factors, including pro-inflammatory or anti-
inflammatory cytokines, thereby influencing the in situ occurring intercellular processes.
Considering that each specialized type of glial cell participates in the response to imbalanced
homeostasis and pathophysiological stimuli, cellular interactions can have a decisive impact
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on the predominance of neuroreparative processes over inflammatory and neurodegenerative
mechanism, leading to the regeneration of damaged neural tissue and the restoration of its the
physiological functioning.

The purpose of this study is to analyse the effects of transient oxygen-glucose
deprivation (OGD), used as in vitro HI model, on the survival, proliferation, phenotype and
morphology of neonatal rat glial cells, and to analyse their secretory profile by individual glial
cell types and in their co-cultures. In order to mimic in vitro conditions in neural tissue, a
culture system under physiological normoxia (5% oxygen concentration) was used, and
selected biomimetic compounds (such as laminin, fibronectin, and a gel composed of selected
extracellular matrix components) were tested to coat the surfaces of culture dishes. To assess
the role of selected factors involved in interactions between glial cells, culture media of a
restrictive composition based on the exclusion of the addition of animal serum, mitogens and
hormones that could potentially modulate the processes studied were used. All the planned
experiments were carried out on unpassaged primary cultures with the aim to preserve the
properties of the cells under study.

The method thus developed for culturing individual glial cell types was then used to
quantify the expression of selected active substances involved in intercellular interactions,
including trophic factors such as insulin-like growth factor type 1 (IGF-1) and brain-derived
neurotrophic factor (BDNF). In order to investigate the processes triggered by OGD, the
expression levels of the selected cytokines and their receptors were also measured. Cytokines
are a group of glycoproteins produced by cells in response to immune stimuli, among other
things, and regulate a number of basic cellular functions such as survival, proliferation and
maturation. The cytokine family includes interleukins, chemokines, tumor necrosis factor,
colony-stimulating factors, interferons and growth factors, among others. Under physiological
conditions, cytokines are secreted by glial cells usually at low levels, and their secretion
changes significantly after pathophysiological stimuli. They can exert an anti-inflammatory
effect, promoting the activation of neuron-repair processes in damaged tissue, or a pro-
inflammatory effect, exacerbating the changes that occur as a result of tissue damage. Because
of their involvement in the cellular response to pathophysiological stimuli, cytokines and
selected trophic factors may also play a key role in modulating intercellular interactions
following temporary glucose and oxygen deprivation.

The planned studies were carried out on glial cells derived from the brains of Wistar
rat pups (24-48h postpartum). A primary mixed glial culture was established from the isolated
brain hemispheres. After 11-12 days of in vitro culture, individual glial fractions, i.e.
microglia, oligodendrocyte progenitors and astrocytes, were isolated by sequential shaking,
taking advantage of the differential adhesive properties of each cell type. Studies were
conducted on individual cell populations, cultured either as monofractions or co-cultures. The
experiments used the following co-culture variants of oligodendrocyte progenitors with
microglia or astrocytes: (A) a control variant (K); (B) an experimental variant in which one
glial fraction remained the control fraction, while the other glial population in the co-culture
underwent a 50-minute OGD procedure (K/OGD); (C) an experimental variant in which both
glial fractions in the co-culture underwent a 50-minute OGD procedure. At the selected time
points, culture media were collected, in which the concentration of selected active factors was
then quantified using ultrasensitive biochemical methods such as ELISA and Luminex Kits.
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Analysis of the secretome of individual types of specialized glial cells cultured as
monofractions showed that the main source of IGF-1, secreted in situ into the tissue
microenvironment, are astrocytes, and to a much lesser extent microglia. It is a factor that
plays a leading role in the proliferation and maturation of oligodendrocytes. Since
oligodendrocyte differentiation is inhibited or delayed as a result of HI, analysis of IGF-1
secretion by glial cells co-forming neural tissue contributes to understanding the substrate of
post-HI changes. Subsequently, the secretion of BDNF factor and selected cytokines and their
receptors was quantified. Analyses were performed both for individual glial cell types
cultured as monofractions and in their co-cultures. For several of the factors studied, a
significant modulating effect of paracrine intercellular interactions on their secretion into the
culture medium was demonstrated. The aforementioned effect was observed, among others, in
the case of the BDNF factor, the level of which in co-cultures of oligodendrocytes and
astrocytes is significantly lower than the level of secretion by the mentioned cell fractions
cultured separately. A similar modulating effect of co-cultures was observed in the case of
secretion of the CXCL1 chemokine by oligodendrocytes and microglia, where in all
experimental variants there was a significant effect of microglia on the secretion of this
chemokine by oligodendrocytes. Analysis of the concentrations of other active factors (GM-
CSF, CXCL10, CCL2, CCL3, IL1B, IL6, IL10) showed no statistically significant differences
between oligodendrocyte and microglia cultures and their co-cultures. In the case of CXCR2
and CXCR4 receptors, however, a significant effect of intercellular interactions was observed
in co-cultures of oligodendrocytes and astrocytes.

In conclusion, the conducted research is novel in the context of developing an efficient
method for obtaining and culturing under physiological normoxia all three main types of
neonatal rat glial cells. The use of culture media of the restricted composition, which exclude
the presence of factors that can possibly modulate the processes under study, makes it
possible to use the cultures for in vitro modeling of selected perinatal pathophysiological
conditions. The in vitro models can be used both to study basic intercellular interactions
(direct as well as paracrine), and can also be used in pre-clinical research to evaluate the
effects of potential therapeutic treatments. In our study, the described culture system was used
to model in vitro the neonatal HI and to study the influence of interactions between glial cells
on the secretion of selected active factors involved in the cellular response to disbalance of
local homeostasis or the presence of pathophysiological stimuli. As shown, in the case of
selected factors and cell receptors, glial cellular interactions have a significant effect on their
expression. The results obtained may be useful in the development of future therapeutic
strategies to prevent the consequences of perinatal asphyxia.
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Innowacyjnos¢ rozprawy

1)

2)

3)

4)

5)

Opracowano metod¢ hodowli neonatalnych szczurzych komorek zaliczanych do
trzech odmiennych typow komorek glejowych: mikrogleju, progenitorow
oligodendrocytoéw i astrocytow oraz ich wspothodowli w warunkach bezsurowiczych
w normoksji fizjologicznej (5% O,) in vitro.

Wykazano, ze wybrane zwigzki biomimetyczne stosowane do pokrywania
powierzchni hodowlanych wptywajg na przezywalno$é, morfologic i stopien
proliferacji progenitorow oligodendrocytow i astrocytow.

Zbadano, jak czasowa deprywacja tlenu i glukozy in vitro wptywa na ekspresje
wybranych markeréw astrocytarnych w zaleznosci od zwigzku biomimetycznego,
ktérym pokryto ptytke hodowlang.

Wykazano, ze okresowe pozbawienie komorek glejowych dostepu do tlenu i glukozy
wpltywa na ich zdolno$ci wydzielnicze in vitro oraz na ekspresje wybranych
receptorow chemokinowych in vitro.

Udowodniono, ze zdolno$ci wydzielnicze komorek glejowych oraz ekspresja
wybranych receptor6w chemokinowych w szczurzym modelu hipoksji-ischemii in
vitro podlegaja modulacji poprzez oddziatywania mi¢dzy réznymi typami komorek
glejowych w ich wspéthodowlach, co moze przyczyni¢ si¢ do wyjasnienia patogenezy

zmian w tkance nerwowej, zachodzacych na skutek neonatalnej hipoksji-ischemii.
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Wstep

Komorki glejowe

Juz w XIX wieku Rudolf Virchow opisal neuroglej jako tkanke aczng, ktdra otacza
neurony [1,2]. Do komorek glejowych/neurogleju naleza makroglej (astrocyty,
oligodendrocyty, komorki ependymalne) i mikroglej [1,3-8]. Komorki glejowe zaangazowane
sg w prawidlowy rozw¢j uktadu nerwowego, wlaczajac w to neurogeneze, glejogeneze oraz
synaptogenezg, jak rowniez maja swoj udzial w kontroli proceséw metabolicznych,
odpowiedzi immunologicznej i prawidlowej mielinizacji [5,9,10]. Ponadto, neuroglej
odgrywa istotna rol¢ w modulacji neuroplastycznosci i ksztalttowaniu proceséw kognitywnych
i pamigciowych, majac takze udziat w glejotransmisji (zjawisko polegajace na wymianie
informacji migdzy glejem a neuronami, np. poprzez uwalniany przez komoérki glejowe
glutaminian) i regulacji przeptywu krwi w mozgu [5,10,11]. Aktywowane komorki glejowe
produkuja wachlarz czynnikéw immunomodulujacych, wptywajac w ten sposdéb na
odpowiedz immunologiczng [12,13]. W zwigzku z powyzszym, komorki glejowe sa
niezbedne do utrzymania prawidlowej homeostazy w osrodkowym uktadzie nerwowym
(OUN), zarowno w warunkach fizjologicznych, jak i w odpowiedzi na stany patologiczne
[1,7]. Ze wzgledu na zmiany morfologiczne, molekularne i neurochemiczne zachodzace w
komorkach glejowych, ktore moga wptywaé korzystnie lub negatywnie na zdolno$ci

neuroprotekcyjne tych komorek, wyrdzniamy glejoprotekcje lub glejotoksycznosé [1].

Komoérki mikrogleju pochodza z woreczka zottkowego (mezoderma) i zasiedlaja
wyksztalcajacy si¢ oSrodkowy uktad nerwowy na wczesnym etapie rozwoju/embriogenezy,
przez co silnie zaangazowane sg w proces neurogenezy i powstawanie sieci neuronalnych,
natomiast oligodendrocyty i astrocyty, rozwijajace si¢ w okresie okotoporodowym (podczas
poznej embriogenezy i poporodowym), majg pochodzenie ektodermalne (powstaja z
neuroepitelialnych komoérek macierzystych cewy nerwowej) [3-6,8,9,14-18]. Prekursorem
astrocytow i oligodendrocytow jest glej radialny (komorki prekursorowe glejowe), z ktorego
réwniez odmigrowujg neurony w nowopowstajagcym uktadzie nerwowym [5,9,15]. Co istotne,
gliogeneza trwa przez cale zycie, ale sw@j poziom szczytowy osigga w okresie
okotoporodowym 1 intensywnie postgpuje podczas pierwszych miesiecy zycia [14,16].
Astrocyty, powstajace w czasie aktywnej gliogenezy, zasiedlaja rozwijajacy si¢ uktad
nerwowy, przyjmujac dwa fenotypy: wioknisty (gléwnie w istocie biatej modzgu) lub

protoplazmatyczny (zlokalizowany przede wszystkim w istocie szarej mozgu) [3,19].
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Komorki te stanowig dla neurondw wsparcie zarowno strukturalne, jak i troficzne, biorg
udziat w regulacji powstawania synaps oraz utrzymywaniu bariery krew-moézg [3,12].
Podczas gliogenezy rozwojowej, oprocz astrocytow powstaja takze progenitory
oligodendrocytow (OPCs), ktére roznig si¢ znaczaco od komoérek powstatych w dorostym
zyciu. Jednocze$nie sg one wyjatkowo podatne na dziatanie bodzcow mikrosrodowiskowych,
co jest zwigzane z ich odpowiedziag na dziatanie czastek sygnalowych w procesach
neurorozwojowych, ale tym samym czyni je wrazliwymi na zaburzenia homeostazy
tkankowej czy tez wpltyw bodzcoéw patofizjologicznych. Jest to rowniez w duzej mierze
przyczyng wystepowania najczesciej wysokiego stopnia uszkodzen tkanki nerwowej pod
wpltywem czynnikow patofizjologicznych oraz urazow w okresie okotoporodowym [3]. Co
istotne, kluczowym czynnikiem dla utrzymania homeostazy w mézgu jest wielokierunkowe

oddziatywanie miedzy wszystkimi typami komorek glejowych [15,19,20].

Jednym z kluczowych substratow energetycznych w osrodkowym uktadzie nerwowym
jest glukoza, ktorej niedobor lub brak znaczgco wplywa na metabolizm komorek glejowych,
odbijajac si¢ negatywnie na ich funkcjonowaniu [1]. Stres metaboliczny powoduje zaburzenia
metabolizmu glutaminianu w astrocytach, wptywa na prace mitochondriow, czegsto prowadzi
do zmian w poziomie uwalniania czynnikow troficznych, jak roéwniez do aktywacji
mikrogleju, do zahamowania réznicowania oligodendrocytow i w konsekwencji nawet do
uszkodzenia neuronow [1]. Komorki glejowe odgrywaja istotng role w modulowaniu
odpowiedzi immunologicznej, przyczyniajac si¢ do neuroprotekcji i naprawy uszkodzonej

tkanki nerwowej, a ich dysfunkcje prowadzg do szeregu chordb neurorozwojowych [9,15].

Oligodendrocyty

Oligodendrocyty sg komoérkami odpowiedzialnymi za mielinizacje 1 wsparcie
metaboliczne aksondéw, formujg potaczenia z neuronami i przyczyniaja si¢ do
podtrzymywania integralnosci bariery krew-moézg [6,7,9,15,19,21]. U ludzi w dojrzatym
moézgu oligodendrocyty stanowig okoto 45-75% wszystkich komorek glejowych, zas
progenitory oligodendrocytow okoto 5-8% [7,19]. OPCs zasiedlajace mozg mogg pozosta¢ w
formie niezréznicowanej lub przej$s¢ wieloetapowy proces réznicowania, aby w efekcie
koncowym sta¢ si¢ komodrkami zdolnymi do mielinizacji aksonéw [1,3,5,16]. Proces
dojrzewania oligodendrocytow charakteryzuje si¢ ekspresja specyficznych markerow,
typowych dla danego etapu réznicowania tych komorek (Tabela 1) [14]. Dzigki ostonce

mielinowej zapewniony jest szybki i prawidlowy przeptyw impulsow nerwowych [3,9,14].
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Jeden oligodendrocyt moze tworzy¢ segmenty mielinowe nawet na 30-50 aksonach [5,22].
OPCs sa zrodlem czynnikow troficznych, takich jak neurotroficzny czynnik pochodzenia
mozgowego (BDNF) czy czynnik wzrostu nerwow (NGF) i posiadajg wiele cech komorek

macierzystych, takich jak zdolno$¢ do migracji i proliferacji przez cate zycie [23,24].

Marker oligodendrocytow Stopien dojrzalosci oligodendrocytow
NG2, Nkx2.2, Olig2, PDGFRa progenitory oligodendrocytow
04, 01 komorki niedojrzate/pre-oligodendrocyty
CNPaza, GalC komorki roznicujace
MBP, PLP, MAG, MOG komorki zdolne do mielinizacji

Tabela 1 Wykaz markeréw oligodendrocytow cechujacych poszczegolne etapy roznicowania. Skroty: NG2 —
antygen neuralny/glejowy 2; Nkx2.2 — biatko homeobox Nkx2.2; Olig2 — czynnik transkrypcyjny

oligodendrocytow 2; PDGFR& — receptor o dla czynnika wzrostu pochodzenia ptytkowego; O4 — O-antygen;
CNPaza - 2’3’-cykliczna nukleotydowa fosfodiesteraza; GalC — galaktozyloceramid; MBP — biatko zasadowe
mieliny; PLP — biatko proteolipidowe mieliny; MAG — glikoproteina zwigzana z mieling; MOG — glikoproteina
mieliny oligodendrocytow. Tabela sporzadzona na podstawie Janowska i Sypecka 2018 [14].

Cze$¢ naukowcow identyfikuje réwniez populacje polidendrocytow, ktore
charakteryzujg si¢ ekspresjg antygenu neuralnego/glejowego 2 (NG2), dobrze rozwinigtymi
wypustkami, ale pozostaja w stanie niezréznicowanym (nie syntetyzujac komponentow
mielinowych), rozsiane w parenchymie moézgu [6,14]. W wybranych warunkach
patofizjologicznych  najczesciej dochodzi do zaburzenia podstawowych  funkcji
oligodendrocytow, co prowadzi w efekcie do hipomielinizacji [5,25]. Progenitory
oligodendrocytéw obecne s3 zarowno w rozwijajacym si¢, jak i1 dojrzalym osrodkowym
uktadzie nerwowym [23]. Wraz z wiekiem maleje liczba mielinizujacych oligodendrocytow a

utrata mieliny wiaze si¢ z zaburzeniami kognitywnymi, sensorycznymi i motorycznymi [1].

OPCs sa komorkami niezwykle wrazliwymi na zaburzenia homeostazy w
mikrosrodowisku tkankowym, reagujac na nie w dwojaki sposdb: poprzez zahamowanie
dojrzewania lub/i zwigkszong proliferacje i migracj¢ (Rycina 1) [14]. Jednym z
mechanizmow odgrywajacych istotng role w przezyciu i r6znicowaniu oligodendrocytow jest
stres oksydacyjny [14]. W warunkach fizjologicznych reaktywne formy tlenu (ROS) i
reaktywne formy azotu (RNS) regulujg przezycie i proliferacje komorek, jednakze ich
nadmiar prowadzi do rozregulowania ich funkcji 1 zaburzenia homeostazy w

mikrosrodowisku tkankowym, a w konsekwencji moze prowadzi¢ do $mierci komorek [14].
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Rycina 1 Wplyw okresowej hipoksji na biologi¢ oligodendrocytow. Skroty: NG2 — antygen
neuralny/glejowy 2; GalC — galaktozyloceramid; MBP — biatko zasadowe mieliny; PLP — biatko
proteolipidowe mieliny; mmHg — milimetr stupa rteci. Rycina stworzona przy uzyciu programu
BioRender.com. Na podstawie Janowska i Sypecka 2018 [14].

niezmielinizowany
akson

Astrocyty

Astrocyty, komorki o gwiazdzistym ksztalcie, stanowig 19-40% komorek glejowych w
mozgu czlowieka, pelnigc szereg roéznych funkcji 1 odgrywajac szczegdlnie wazng rolg w
chorobach neurodegeneracyjnych i odpowiedzi na urazy tkanki nerwowej [4,5,7,15,16,26].
Komoérki te stanowig wsparcie strukturalne, metaboliczne i funkcjonalne neuronow,
dostarczajac substratow energetycznych dla mozgu, wydzielaja szereg czynnikow aktywnych,
w tym gliotransmiterow modulujac w ten sposob aktywno$¢ synaptyczng, ponadto
uczestnicza rowniez W powstawaniu synaps oraz tworzeniu i utrzymaniu bariery krew-mozg
(BBB) [1,7,8,12,15,27]. Do cech charakterystycznych astrocytow mozna zaliczy¢ obecnos¢ w
ich cytoszkielecie filamentow posrednich, takich jak wimentyna czy kwasne biatko
wiokienkowe (GFAP) [5,28]. Zdolno$¢ astrocytow do szybkiego usuwania glutaminianu z
przestrzeni synaptycznej jest mozliwa za pomocg transportera aminokwasow 1 (EAATL) i 2
(EAAT?2) [1,8,19]. Kolejng wazng cechg tych komorek jest zdolnos¢ do absorpcji glukozy i
rozprowadzania jej w mikrosrodowisku tkankowym [1,15]. Ponadto, komoérki te wykazuja
zdolnos¢ do syntezy i regulacji dostepnoséci cholesterolu, cechuje je brak aktywnoSci

elektrycznej oraz wzgledna odporno$é na spadek poziomu tlenu i stezenia glukozy [5,29,30].
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Pod wzgledem morfologicznym astrocyty mozna podzieli¢ na widkniste zasiedlajace
glownie istotg bialg 1 protoplazmatyczne, ktére wystepuja przede wszystkim w istocie szarej
mozgu [15,31]. Klasycznym markerem astrocytow jest GFAP, jednakze jak pokazuja badania,
bardziej specyficznym markerem jest syntetaza glutaminy (GS), ktora konwertuje glutaminian

do glutaminy [1,15].

W warunkach fizjologicznych astrocyty zaangazowane sg w utrzymanie homeostazy w

mikrosrodowisku tkankowym (Tabela 2) [5,32,33].

Procesy, w ktore zaangazowane sa astrocyty Funkcja astrocytow

regulacja: metabolizmu glukozy, stezenia jondw,

rocesy metaboliczne ,
P y zawarto$ci wody, pH

wsparcie strukturalne tworzenie barier, struktury syncytialne

rozw6j mozgu proliferacja, gliogeneza, neuroplastycznos¢

glejotransmisja, regulacja transmisji

komunikacja wewnatrzkomorkowa : i
synaptycznej, plastycznosé

regulacja przeptywu krwi w mézgu, ochrona
neuroprotekcja przeciw ekscytotoksycznosci glutaminergicznej,
odpowiedz immunomodulacyjna

Tabela 2 Wykaz procesdéw, w ktdre zaangazowane sg astrocyty oraz petnione przez nie funkcje. Tabela powstata
za Cichorek et al., 2021 [5].

Astrocyty, wraz z mikroglejem znaczaco wpltywaja na uwalnianie czynnikéw
zapalnych i prawidtowy wychwyt glutaminy [17,26]. Czynniki wydzielane przez astrocyty
regulujg takze procesy biologiczne oligodendrocytow. Zaliczamy do nich ptytkopochodny
czynnik wzrostu (PDGF), ktory promuje proliferacje i migracj¢ OPCs, jak rowniez hamuje
dojrzewanie oligodendrocytéw [17]. Ponadto, astrocyty syntetyzujg cholesterol, zapewniajac
w ten sposob wsparcie lipidowe, ktore jest niezbedne do prawidlowej syntezy mieliny
[1,15,17,34,35].

W warunkach patologicznych astrocyty stajg si¢ reaktywne, czemu towarzyszy¢ moze
modulacja sieci molekularnej i komorkowej prowadzaca do zmian ich morfologii,
metabolizmu, ekspresji genow, aktywacji wybranych S$ciezek sygnatowych, aktywacji
procesow naprawy BBB, tworzenia blizny glejowej oraz regulacji odpowiedzi zapalnej
poprzez wydzielanie cytokin pro- lub przeciwzapalnych (Tabela 3) [1,5,7,15,27,36]. W
warunkach hipoksyjnych, astrocyty wspieraja funkcje metaboliczne neuronéw dostarczajac
substratow energetycznych powstatych na drodze glikolizy beztlenowej [5]. Ze wzgledu na
roéznice w strukturze, morfologii i reaktywnosci mozna wyrdzni¢ Kilka typéw astrocytow
[5,37,38], a wedlug klasycznego podziatu wyodrebnia si¢ dwa gldwne fenotypy reaktywnych
astrocytow: Al i A2 [17,19,39]. Astrocyty typu Al indukowane sg m.in. przez mikroglej
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aktywowany lipopolisacharydem (LPS) i maja swodj udzial w inhibicji proliferacji i
réznicowania OPCs [17]. W chorobach demielinizacyjnych, astrocyty staja si¢ reaktywne, CO
przejawia si¢ ich hipertrofia i nadregulacja filamentow posrednich [17]. Ponadto
zaobserwowano, ze astrocyty w miejscach ostrego uszkodzenia mieliny moga petnic¢ funkcje
fagocytow [9,17]. W wyniku niedokrwienia ogniskowego dochodzi do nadmiernej aktywacji
TNFa, co stymuluje astrocyty do wydzielania IL1B, IL6, interleukiny 8, czynnika
stymulujacego tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow (GM-CSF) czy liganda
chemokinowego 2 z motywem C-C (CCL2) [40]. Natomiast astrocyty typu A2 zaangazowane

Sg m.in. w procesy regeneracyjne w modelach ischemicznych [17].

Korzystne skutki aktywacji astrocytow Negatywne skutki aktywacji astrocytow
. nasilenie odpowiedzi zapalnej poprzez produkcje
wychwyt glutaminianu cytokin prozapalnych
ochrona przed ROS uwalnianie ROS
naprawa BBB ekscytotoksycznos¢ (glutaminian)
redukcja obrzeku naczyniowego zaktocenie prawidtowego funkcjonowania BBB
uwalnianie neurotrofin -

Tabela 3 Wykaz pozytywnych i negatywnych skutkow aktywacji astrocytow. Skroty: ROS — reaktywne formy
tlenu; BBB — bariera krew-mozg. Tabela powstata za Cichorek et al., 2021 [5].

Mikroglej

Glownym zadaniem mikrogleju jest reagowanie na zmiany w mikrosrodowisku
tkankowym i utrzymywanie homeostazy [1,13,19]. W modzgu czlowieka mikroglej stanowi
10-15% wszystkich komorek w osrodkowym uktadzie nerwowym [5,7,15,19]. W
rozwijajagcym si¢ mozgu mikroglej petni szereg waznych funkcji, m.in. poprzez regulowanie
przezycia 1 fagocytoze umierajagcych neuronow, a takze poprzez zaangazowanie w procesy
synaptogenezy, angiogenezy i w rozwoj aksonéw [5,15,17]. Ponadto w czasie rozwoju,
mikroglej wydziela m.in. IL1B 1 IL6 oraz IGF-1, ktore w odpowiednim st¢zeniu promuja
rozwo6j oligodendrocytow [20,41]. Natomiast w dojrzalym moézgu komorki mikrogleju
aktywnie reaguja na zmiany mikrosrodowiska tkankowego, fagocytuja produkty rozpadu
synaps, mieliny i komorek, a takze moduluja neuroplastyczno$¢ poprzez regulowanie liczby
progenitoréw neuralnych oraz udzial w procesie formowania pamigci i uczenia [1,4,7—
9,15,42]. W zdrowym moézgu populacja mikrogleju odnawiana jest poprzez jego proliferacje,
natomiast w wyniku wystepujacych patologii (takich jak uszkodzenie mechaniczne, stan
zapalny, choroba, etc.) komorki te wspierane sg przez monocyty przedostajace si¢ do tkanki z

krwi [5,17]. Zdolnosci proliferacyjne mikrogleju maleja wraz z wiekiem [5,43].
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W  warunkach fizjologicznych komoérki mikrogleju sg silnie rozgalezione,
charakteryzujacg si¢ matym ciatem komdrkowym i aktywnymi wypustkami, monitorujgcymi
zmiany zachodzace w mikrosrodowisku tkankowym (Rycina 2) [1,4,15,19,44]. W
rozwijajacym si¢ mozgu komorki mikrogleju sa bardziej aktywne, przyjmujac forme
ameboidalng, przypominajgcga mikroglej aktywowany jaki obecny jest w stanach
patologicznych uktadu nerwowego u dorostych [4,26]. Ma to najprawdopodobniej zwigzek z
eliminacja nadmiaru powstajacych komorek oraz nieprawidtowo wyksztalconych synaps. Po
urodzeniu dominuje subpopulacja CD11c, ktorej komorki sg gtéwnym zrodtem IGF-1 w
tkance nerwowej [17,20,45]. W stanach patologicznych mikroglej aktywowany wydziela
szereg czynnikow o charakterze prozapalnym (np. IL1B) i przeciwzapalnym (np. interleukina
10/IL10), modulujac w ten sposob odpowiedz immunologiczng, wplywajgc na pozostate
komorki glejowe i przyczyniajac si¢ do zwigkszenia przepuszczalnosci BBB [5,20,26,27].
Ponadto mikroglej aktywowany, dzigki wzmozeniu swoich funkcji fagocytarnych oczyszcza
mikrosrodowisko tkankowe z pozostatosci ostonek mielinowych i komoérek, ktére ulegly
rozpadowi, a takze cialek apoptotycznych i patogendéw [1,5,46]. Komorki mikrogleju obecne
w istocie biatej odpowiedzialne sg za regulowanie liczby dojrzatych oligodendrocytow i
poprzez to reguluja proces mielinizacji [1,4,5,8,17,47,48]. Mikroglej jest gtdéwnym Zrodtem
ferrytyny, niezbednej do proliferacji i roznicowania OPCs i pelnigcej wazng funkcje kofaktora
dla enzymoéw zaangazowanych w synteze kwasow thuszczowych i cholesterolu niezbednych

dla biosyntezy mieliny [17].

Do najbardziej charakterystycznych markerow mikrogleju zaliczamy: czasteczke
adaptera wigzacg zjonizowany wapn 1 (Ibal), Tmem11l9 (biatko transmembranowe 119),
P2ry12 (receptor purynergiczny P2y12), czynnik transkrypcyjny Saltl-podobny (Salll),
OIfmlI3 (ang. olfactomedin-like 3), antygen réznicowania komorkowego 45 (CD45), CD11b
(antygen ro6znicowania komorkowego 11b) i receptor chemokinowy 1 z motywem C-X3-C
(CX3CR1) [1,4,5,15]. Salll jest czynnikiem transkrypcyjnym odpowiedzialnym za
utrzymanie mikrogleju w stanie nieaktywowanym [15,49]. W stanie spoczynkowym, komorki
mikrogleju wykazuja niska ekspresj¢ nastgpujacych czynnikow: CD45, MHC (glowny uktad
zgodnos$ci tkankowej) klasy 1l, CD80 (antygen réznicowania komorkowego 80), antygen
réznicowania komorkowego 86 (CD86), CD11c (antygen réznicowania komorkowego 11c¢)
[19]. Natomiast w wyniku aktywacji, na przyktad po uszkodzeniu ischemicznym, mikroglej

zmienia swoj profil i charakteryzuje si¢ wysoka ekspresja czynnikow takich jak: CD45, MHC
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klasy Il, CD86, CD8 (antygen réznicowania komorkowego 8), CD68 (antygen rdéznicowania
komorkowego 68) czy Ibal [19].

Embriogeneza

P I

waskulogeneza miaracia neuronéw usuwanie nadmiaru
gracj neuronéw

Rozwdj postnatalny

<N

przezycie OPCs promowanie
& (IGF-1) neurogeneza formowania
kolcow
dendrytycznych

Choroba

remielinizacja usuwanie

uwalnianie cytokin szczatkow
(CCL2, IL6, IL8)

Dojrzaty OUN

homeostaza mieliny aktywnosé
przezycie neuronéw Neuronalna

Rycina 2 Funkcje fizjologiczne mikrogleju w trakcie rozwoju i w dojrzaltym mozgu. Skroty:
CCL2 - ligand chemokinowy 2 z motywem C-C; IL6 — interleukina 6; IL8 — interleukina 8; IGF-
1 — insulinopodobny czynnik wzrostu 1; OUN — o$rodkowy uktad nerwowy. Rycina stworzona
przy uzyciu programu BioRender.com. Na podstawie Prinz et al., 2021 [4].

Aktywacja mikrogleju jest jedng z charakterystycznych cech chordéb neurologicznych,
bedac pierwsza linig obrony immunologicznej 1 przyjmujac charakterystyczne profile

sekrecyjne w zaleznoS$ci od rodzaju patologii [1,4,5].

Klasyfikacja mikrogleju opiera si¢ na jego morfologii i obecnos$ci markerow
powierzchniowych [5,50]. Obecnie odchodzi si¢ od klasycznego podziatu mikrogleju na
mikroglej aktywowany klasycznie M1 (prozapalny) oraz mikroglej aktywowany
alternatywnie M2 (przeciwzapalny), na rzecz uszczegétowienia jego podtypow (klasyczny,
aktywowany w przypadku uszkodzenia lub regulacyjny) [15,15,17,19,51]. Mikroglej M1
(aktywowany klasycznie) o profilu prozapalnym stymulowany jest np. przez LPS, czynnik
martwicy nowotworéw o (TNFa) i interferon gamma i wydziela m.in. IL1p, interleukine 2,
IL6, interleuking 12, interleukine 18, interleuking 23, CCL2, CCL20 (ligand chemokinowy 20
z motywem C-C), CXCL9 (ligand chemokinowy 9 z motywem C-X-C), ligand chemokinowy
10 z motywem C-X-C (CXCL10), COX-2 (cyklooksygenaze indukowalng),
metaloproteinazy, ROS/RNS i iNOS (indukowalng syntetazg tlenku azotu) [5,17,19,41,51,52].
Natomiast mikroglej M2a (aktywowany alternatywnie) stymulowany jest m.in. poprzez
interleuking 4 1 interleuking 13, przedstawiajac  fenotyp przeciwzapalny o

charakterystycznych markerach takich jak: arginaza 1, CD206 (antygen roznicowania
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komorkowego 206) czy IGF-1 [51,52]. Przyjmowanie przez mikroglej fenotypu M2b jest
stymulowane przez tworzenie kompleksow immunologicznych i aktywacje TLR (receptor
toll-podobny) lub interleuking 1, ale rowniez LPS czy TNFa [52]. Dezaktywowane makrofagi
(M2c) powstaja zwykle pod wplywem TGF-B (transformujgcego czynnika wzrostu ),
glikokortykoidow, IL10 lub CD200 (antygen réznicowania komdrkowego 200) i wykazuja
stosunkowo niski poziom MHC klasy II oraz prostaglandyn, wykazujac ekspresj¢ miedzy
innymi CXCL13 (liganda chemokinowego 13 z motywem C-X-C) i przyczyniajac si¢ do
tlumienia sekrecji cytokin prozapalnych [51,52]. Ponadto wtasciwosci komorek mikrogleju
roéznig si¢ w zaleznosci od etapu ontogenezy (uwzgledniajac rozwoj embrionalny, oKres
poporodowy, dorostos¢, staros¢) [4]. W tym kontekscie mozemy wyrdznié: mikroglej
wczesny, charakteryzujacy si¢ wysokim wspotczynnikiem proliferacji i zrdznicowania,
premikroglej, zwigzany 2z rozwojem neuronalnym (ktéry dominuje w  okresie

okotoporodowym) oraz mikroglej dojrzaty [5,53,54].

Gliogeneza w okresie okoloporodowym regulowana jest przez liczne czynniki obecne
w mikro$rodowisku tkankowym oraz ich zmieniajacy si¢ gradient, co ma wplyw na
ksztattowanie si¢ architektury tkanki nerwowej. Kazdy z przedstawionych typow komorek
glejowych odgrywa istota rol¢ zar6wno w rozwoju, jak i w prawidtowym funkcjonowaniu
OUN. Co wazne, omawiane komorki glejowe biora aktywny udziat w odpowiedzi
immunologicznej, poprzez uwalnianie czynnikow immunomodulujacych, m.in. cytokin [55—
59]. Komunikacja migdzy komorkami glejowymi, m.in. dzigki obecnosci czasteczek
sygnatowych wydzielanych na skutek ich aktywnos$ci parakrynnej, zapewnia utrzymanie

homeostazy tkankowej juz w okresie neonatalnym.

Uwzgledniajac, ze kazdy typ komorek glejowych odgrywa kluczowe role zaréwno w
rozwoju OUN, jak i w odpowiedzi na bodzce patofizjologiczne, wzajemne oddziatywanie
komorek moze mie¢ decydujacy wplyw na przewage procesOw neuronaprawczych nad
zapalnymi i neurodegeneracyjnymi, prowadzac do regeneracji uszkodzonej tkanki i

przywrocenia fizjologicznego funkcjonowania tworzacych ja komorek.

Cytokiny

Wsrod aktywnych czgsteczek sygnatowych wyr6zni¢ mozemy cytokiny, stanowigce
grupe glikoprotein regulujacych szereg podstawowych funkcji komorek, takich jak przezycie

czy dojrzewanie, a takze zaangazowanych w modulacje odpowiedzi immunologicznej

31



[60,61]. Do rodziny cytokin zaliczamy interleukiny, chemokiny, nadrodzine czynnika
martwicy nowotworow, czynniki stymulujace tworzenie kolonii, interferony oraz czynniki
wzrostu [60,62]. W warunkach fizjologicznych niektére cytokiny (np. interleukina 1, TNFa)
wydzielane sg konstytutywnie przez wszystkie typy komorek glejowych na niskim poziomie
[60,63,64]. Cytokiny jako czynniki neurotroficzne promujg przezycie lub apoptoz¢ komorek i
zapewniaja prawidtowa komunikacje miedzy komoérkami w uktadzie nerwowym, ponadto
odgrywaja krytyczng role w prawidlowej neurogenezie, gliogenezie, rozwoju synaps i

transmisji synaptycznej oraz odpowiedzi immunologicznej [15,60].

Chemokiny

Chemokiny naleza do rodziny cytokin chemotaktycznych, ktora obejmuje czasteczki o
masie 7-15 kDa i ztozona jest z czterech podgrup charakteryzujacych si¢ motywem C, C-C,
C-X-C lub C-X3-C [65-73]. Co istotne, jedna chemokina moze zwigzaé si¢ z wigcej niz
jednym receptorem, z wyjatkiem liganda chemokinowego 1 z motywem C-X3-C (CX3CL1),
ktory wigze si¢ wytacznie z receptorem CX3CR1 [61,67—70]. Chemokiny i ich receptory

obecne s3 w astrocytach, oligodendrocytach, mikrogleju i neuronach [61,74].

Podstawowa funkcja chemokin jest udziat w migracji komorek, utrzymanie
komunikacji mie¢dzykomorkowej oraz rekrutacja leukocytow w miejsce uszkodzenia
[15,61,69,70,74]. Ponadto chemokiny posiadaja wlasciwosci mitogenne i mogg aktywowac
rézne typy komorek, nasilajac w ten sposob odpowiedz immunologiczng w warunkach
patofizjologicznych [74-76]. Dodatkowo chemokiny reguluja przepuszczalnos¢ BBB, biorg
udziat w transmisji synaptycznej, plastycznosci 1 regulacji pamigci przestrzennej,
zaangazowane s3 w modulacj¢ nasilenia procesu fagocytozy, a posrednio takze wptywaja na
regulacje genoéw, adhezje i proliferacje komorek, neurotransmisj¢ i neuroprotekcje, a takze sg
zaangazowane w rozwoj neuronow, apoptoz¢ i angiogeneze [61,68,69,74,77]. Jedna z
wazniejszych cech chemokin jest kontrola aktywnosci mikrogleju [68]. Zmiany w
mikrosrodowisku tkankowym moga prowadzi¢ do nadekspresji chemokin w mikrogleju,

astrocytach, neuronach i komoérkach endotelialnych [74].

Interleukiny
Interleukiny produkowane sg przez wiele typéw komorek i zaangazowane sg gtownie
W regulacje proceséw migracji i ich roznicowania [60]. Interleukiny (IL) nalezace do rodziny

IL10 pelnig funkcje immunosupresyjne, dzigki czemu przyczyniajg si¢ do ograniczania
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uszkodzen powstatych w tkance [78]. Interleukiny z rodziny IL6, oprocz uczestniczenia w
odpowiedzi immunologicznej, petnig wiele funkcji juz na wczesnym etapie rozwoju, np.
biorgc udzial w metabolizmie tkanki kostnej czy rozwoju uktadu nerwowego [79,80].
Natomiast interleukiny z rodziny IL1 zaangazowane sg gltoéwnie w procesy zwigzane z

odpornos$cig i w rozwoj proceséw zapalnych [81].

Jak przytoczono powyzej, wymienione czynniki zaliczane do réznych grup substancji
czynnych w zaleznosci od petionych gtownych funkcji, odgrywaja role mediatorow w
oddziatywaniach mi¢dzykomérkowych. Mechanizmy zaleznosci miedzykomorkowych
pozostaja dotad stabo poznane w wigkszosci standow patofizjologicznych dotyczacych
proceséw neurorozwojowych. Zaliczamy do nich takze oddzialywania migdzykomoérkowe po
wystapieniu asfiksji okotoporodowej, w ktorych aktywnos$¢ czasteczek sygnatowych jest
opisana jedynie w nieznacznym stopniu. Opracowany model hodowli trzech typéw komodrek
glejowych oraz ich wspothodowli pozwala m.in. na zbadanie wptywu niedoboru glukozy i
tlenu, charakterystycznego dla asfiksji okotoporodowej, na sekrecj¢ wybranych chemokin,

interleukin i1 czynnikéw troficznych.

Asfiksja okoloporodowa

Asfiksja  okotoporodowa zwana takze hipoksja-ischemig (HI) neonatalna,
spowodowana jest okresowym nieprawidtowym przeptywem krwi oraz zaburzong wymiang
gazowa w okresie okotoporodowym, prowadzaca do hipoksji/anoks;ji i hiperkapnii [14,26,82—
87]. Z powodu obnizonego przeptywu krwi oraz niedostatecznej dostepnosci tlenu, u
noworodkow dochodzi do rozwoju encefalopatii hipoksyjno-ischemicznej (HIE), prowadzacej
do zaburzen ogolnoustrojowych, w tym zaburzen neurologicznych, oddechowych, do
zaburzenia pracy serca, watroby i dysfunkcji nerek [82,83]. W wyniku ischemii dochodzi
rowniez do niedoboru innych czynnikow, w tym glukozy [14]. Dodatkowymi czynnikami
sprzyjajacymi hipoksji-ischemii sg przedluzajacy si¢ porod czy sepsa [2]. CzeSciowy lub
catkowity niedobor tlenu prowadzi do zaburzenia wielu procesow (m.in. glikolizy) 1 w efekcie
moze przyczynia¢ si¢ do nieprawidlowego rozwoju organow, w tym mozgu [14,82]. W
zalezno$ci od stopnia dojrzato$ci noworodka, nasilenia oraz czasu trwania niedotlenienia-
niedokrwienia, uszkodzeniu moga ulec rézne obszary moézgu, w tym pien mdzgu/wzgorze,
zwoje podstawy, wzgorze, kora, istota szara, istota biala oraz hipokamp [86]. Duza

Smiertelno$¢ 1 wysoki stopien niepelnosprawnosci u dzieci, ktore doswiadczyly asfiksji
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okotoporodowej sprawiaja, ze HI stanowi problem nie tylko na poziomie rodziny, ale i

spoteczenstwa, znaczaco wpltywajac na pogorszenie jakosci zycia pacjentow [26].

Przyczyny, kryteria diagnostyczne i klasyfikacja asfiksji okoloporodowej

W okresie przed porodem, uszkodzenia zwigzane z pgpowing (np. nacisk na sznur
pepowinowy), nadmierne krwawienie tozyskowe czy choroby zwigzane z nadcisnieniem,
moga przyczyni¢ si¢ do hipoksji-ischemii [84,88]. Do czynnikéw ryzyka w okresie
srédporodowym zaliczamy natomiast: wczesniactwo, ograniczenie wzrostu plodu, cukrzyce
cigzowa, nieprawidlowe utozenie ptodu czy infekcje u matki [84]. W okresie poporodowym
ryzyko uszkodzenia hipoksyjno-ischemicznego wzrasta, szczegdlnie na skutek urazu méozgu

lub czaszki, wczesSniactwa czy z powodu krytycznych wad wrodzonych serca [84].

Kryteria diagnostyczne neonatalnej encefalopatii niedotlenieniowo-niedokrwiennej
obejmuja nastgpujace wskazniki: kwasice metaboliczng (pH<7.0), mniej niz 5 punktow w
skali APGAR (5-10 min po urodzeniu), zaburzenia wielonarzadowe, hipotoni¢, anormalne
ruchy Zrenic, brak lub staby odruch ssania, bezdech, drgawki i zaburzenia neurologiczne nie
wynikajace z innych przyczyn, nieprawidlowe EEG (elektroencefalografia), koniecznos¢

reanimacji noworodka [82,86,89].

W celu ustalenia stopnia nasilenia HIE stosuje si¢ klasyfikacje Sarnata, zgodnie z
ktéra pod uwage brane sg zaburzenia poziomu $wiadomosci, aktywno$¢ spontaniczna,
postawa, odruchy pierwotne, funkcje autonomiczne i nerwowo-migsniowe, nieprawidtowe
tetno 1 ci$nienie krwi [88,89]. Wedlug klasyfikacji Sarnata wyroznia si¢ tagodne
(nadpobudliwo$¢), umiarkowane (letarg, hipotonia, sttumione odruchy pierwotne) i ostre
(otepienie, wiotkos¢ migéni, brak odruchow pierwotnych) uszkodzenie moézgu [86,89].
Alternatywa dla klasyfikacji Sarnata jest klasyfikacja Thompsona, w ktorej stosuje sie¢
podobne kryteria, z uwzglednieniem braku lub wystepowaniem drgawek oraz stopniem

napiecia ciemigczka [89].

W krajach rozwinigtych problem asfiksji okotoporodowej dotyczy 1-8 na 1000 zywych
urodzen, natomiast w krajach rozwijajacych si¢ moze by¢ nawet 10-20-krotnie wyzszy
[14,82,84-93]. Ponadto, w przypadku noworodkéw urodzonych przedwczesnie, z bardzo
niskg waga urodzeniowa, ryzyko rozwinigcia HIE wzrasta do 60% [91]. Wsrdéd noworodkow
dotknigtych encefalopatia niedotlenieniowo-niedokrwienng, 24,9-30,0% dzieci cierpi z
powodu permanentnych deficytoéw neurologicznych (takich jak zaburzony rozwdj psychiczny

1 behawioralny, zaburzona motoryka, paraliz konczyn, drgawki, epilepsja, Slepota czy
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uszkodzenie stuchu) [26,82-86,88,89,91]. Jak pokazujg badania, 25-78% dzieci z ostrym
przebiegiem asfiksji neonatalnej cierpi na komplikacje kardiologiczne, z wystgpujacymi
zmianami niedokrwiennymi zar6wno w obrgbie mozgu, jak i mig$nia sercowego [88]. Tak
duzy rozrzut w zaprezentowanych wynikach spowodowany jest przeprowadzaniem badan na
matej grupie pacjentow [94-98]. Okoto 10-40% niemowlat dotknietych HI umiera w okresie
noworodkowym [26,84-86]. Jedna pigta zgonow noworodkow na calym Swiecie
spowodowana jest przez HI [84].

Zmiany zachodzace w wyniku asfiksji okoloporodowej

W wyniku obnizenia ci$nienia parcjalnego tlenu i ograniczonego dostepu do glukozy
dochodzi do uruchomienia niepozadanych proceséw, takich jak stres oksydacyjny i
ekscytotoksycznos¢, prowadzacych do obumierania neuronéw i w skrajnych przypadkach do
wieloptaszczyznowego uszkodzenia mozgu [82-84,90]. Obnizenie przeptywu krwi oraz
postepujacy spadek utleniania 1 fosforylacji prowadzi do wyczerpania adenozyno-5'-
trifosforanu (ATP) w komorkach 1 w efekcie do zmiany metabolizmu komodrkowego z
tlenowego na beztlenowy [82-84,91]. Spadek poziomu ATP powoduje uszkodzenie pompy
sodowo-potasowej i destabilizacje przeptywu jonéw przez blong plazmatyczng, co powoduje
aktywacje lipaz i kaspaz, prowadzac do powstawania reaktywnych form tlenu i azotu i w
efekcie do uszkodzenia mitochondriow [82-84,91]. W wyniku braku ATP dochodzi do
akumulacji glutaminianu, ktory wigze si¢ z receptorem AMPA (kwasu a-amino-3-hydroksy-
5-metylo-4-izoksazolopropionowego), receptorem NMDA (N-metylo-D-asparaginowym) i
receptorami kainowymi, powodujac ich aktywacje, w efekcie prowadzac do zwigkszonego,
toksycznego naptywu wapnia do wnetrza komorki [83,84,90,91]. Mechanizm wychwytu
zwrotnego aminokwasow ekscytotoksycznych zawodzi i dochodzi do depolaryzacji i
przetadowania neuronow, a w konsekwencji do lizy komorek i ich $mierci [83]. Powyzsze
procesy zachodza miedzy 1 a 6 godzing od hipoksji-ischemii i okre$lane sa mianem fazy
utajonej/pierwotnego deficytu energetycznego [84,87,90,91,93]. CzeSciowe przywrdcenie
homeostazy tlenowej prowadzi do dalszego powstawania reaktywnych form tlenu, naptywu
wapnia do wnetrza komorki, powodujgc nasilong dysfunkcje mitochondriow [84]. Powstajgce
wolne rodniki, ROS, syntaza tlenku azotu (NOS) i uwalniane kaspazy zwickszaja nasilenie
procesu apoptozy komorek [83,91]. Konsekwencja niedotlenienia mozgu jest takze rozwdj
stanu zapalnego, w ktorym dochodzi do aktywacji mikrogleju oraz napltywu monocytow i
neutrofili, do sekrecji cytokin i aktywacji enzymow uszkadzajacych barier¢ krew mozg,

obrzgku mozgu i wzrostu ci$nienia wWewnatrzczaszkowego, co okreslane jest mianem fazy
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drugiej/reoksygenacji i wystgpuje 6-48h od hipoksji-ischemii [26,83,84,87,90,91,93]. Faza
trzeciorzgdowa/faza zapalna wystepuje 48h do kilku tygodni/miesiecy/lat od hipoksyjno-
ischemicznego uszkodzenia moézgu i obejmuje postgpujace procesy zapalne, zmiany
epigenetyczne, ograniczone dojrzewanie oligodendrocytow, zmiany w procesie neurogenezy,
zaburzenie synaptogenezy i wzrostu aksonow, astroglejoze 1 dalszg $mier¢ komorkows, w
tym w wyniku wzmozonej ekspresji czynnikow prozapalnych [84,90,91,93]. Zmiany

zachodzace w komorkach, spowodowane asfiksjg neonatalng przedstawiono na Rycinie 3.
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Rycina 3 Zmiany na poziomie komorkowym spowodowane asfiksjg neonatalng. Skroty: ATP —
adenozyno-5’-trifosforan; BBB — bariera krew-mozg; pO, — ci$nienie parcjalne tlenu; ROS-
reaktywne formy tlenu. Rycina stworzona przy uzyciu programu BioRender.com. Na podstawie
Murden et al., 2019 [83].

Terapie stosowane w asfiksji okoloporodowej

U noworodkow, ktére doswiadczyly HI i nie mogg samodzielnie oddycha¢, w
pierwszej kolejnosci stosuje si¢ wentylacje mechaniczng i stabilizuje si¢ cisnienie krwi [14].
Obecnie jedyna stosowang terapig w przypadku umiarkowanej lub ostrej HI jest hipotermia
terapeutyczna, polegajgca na obnizeniu temperatury glowy (do 34,5 + 0,5°C) lub ciata
noworodka (do 33-33,5 + 0,5°C) przez 48-72h, w celu ograniczenia aktywacji odpowiedzi
immunologicznej, spowolnienia postepujacego uszkodzenia komoérek i1 zminimalizowania
trwalych uszkodzen [14,26,83-85,87-89,91,93,99]. Jak pokazuja badania, chtodzenie catego
ciala jest bardziej efektywne niz chtodzenie jedynie glowy noworodka [82]. Hipotermia
terapeutyczna zastosowana w pierwszych sze$ciu godzinach od uszkodzenia, znaczaco

zmniejsza ryzyko ciezkiej niepetnosprawnosci (62% vs. 48% po zastosowaniu hipotermii)
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oraz zwigksza przezycie wsrod noworodkow (24% vs. 40%) [14,82,88]. Niestety, hipotermia
terapeutyczna moze by¢ zastosowana do 6h po urodzeniu, kiedy symptomy HI sg rzadko
wykrywane a jej pozytywne efekty sa minimalne w kontek$cie ochrony serca i innych
organdéw [26,87,88]. Ponadto efekty uboczne zwigzane z zastosowaniem terapii obejmuja
niedoci$nienie, wazokonstrykcje naczyn obwodowych, zaburzenia diurezy, zaburzenia
kardiologiczne (w tym arytmi¢), koagulopatie, trombocytopeni¢, szmer krtaniowy, dysfunkcje
leukocytow, niestabilno$¢ hemodynamiczng, nadcisnienie plucne czy podskérng martwice

thuszczowg [82,88].

Obecnie proponowane s3 inne terapie wykorzystujace np. mannitol czy erytropoetyne,
jednakze one réwniez obarczone sg skutkami ubocznymi w postaci np. dysfunkcji nerek
[14,26]. Niektore badania wskazujg, ze podstawowym celem terapeutycznym powinna byé
stabilizacja bariery krew-moézg i utrzymanie homeostazy w mikrosrodowisku tkankowym
[91]. Ze wzgledu na wiek pacjentdw, i w zwigzku z tym brak mozliwo$ci zastosowania
czynnikow farmakologicznych przeznaczonych dla dzieci starszych lub dorostych, do terapii
poszukuje si¢ rOwniez substancji pochodzenia roslinnego, takich jak np. ekstrakt z pestek
winogron czy waniling, jednakze badania przeprowadzone na szczurzych/mysich/§winskich
modelach czgsto ujawniajg brak neuroprotekcyjnego dziatania badanych substancji, ale
wskazujg na ich wlasciwosci przeciwzapalne [91]. Ponadto, obecnie w badaniach klinicznych
oprocz wspomnianej erytropoetyny i mannitolu, testowane sg: melatonina, allopurinol, gazy
szlachetne, siarczan magnezu, topiramat, monosialogangliozyd czy komorki macierzyste
[14,84,93]. Badania przedkliniczne obejmuja natomiast przeciwutleniacze (np. resveratrol),
czynniki przeciwzapalne (np. azytromycyna) i zwigzki przeciwekscytotoksyczne (agonisci
kanabinoidow) [84].

Pomimo wieloletnich 1 wielokierunkowych badan, nadal brak jest skutecznej terapii
neuroprotekcyjnej, celujacej; w naprawe uszkodzonej tkanki. Istnieje zatem pilna potrzeba
poszukiwania nowych punktow uchwytu do opracowywania przyszitych strategii
terapeutycznych. Jednym z nich jest modulacja wzajemnych oddzialywan mi¢dzy komorkami
tworzacymi tkanke nerwowg, w tym komodrkami glejowymi. Jak dotad, wzajemne
oddziatywanie migdzy komorkami glejowymi w rozwijajagcym si¢ mozgu jest stabo poznane,
niewiele jest takze danych na temat wzajemnych zaleznosci mig¢dzykomodrkowych po
wystgpieniu okresowego niedoboru glukozy 1 tlenu charakterystycznego dla asfiksji

okotoporodowe;.
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Cele pracy

Celem ogdlnym niniejszej pracy jest analiza wpltywu warunkéw hipoksyjno-

ischemicznych indukowanych okresowym niedoborem tlenu i glukozy na przezywalnosc,

proliferacje, morfologi¢ i fenotyp oraz profil sekrecyjny komorek glejowych izolowanych z

mozgdéw noworodkow szczurzych w warunkach in vitro.

Cele szczegbdlowe:

1)

2)

3)

4)

Opracowanie modelu hodowli trzech gléwnych typow komorek glejowych
pochodzacych z modzgdéw szczurOw neonatalnych, w warunkach normoks;ji
fizjologicznej (5% st¢zenie tlenu), odwzorowujacej warunki panujace w tkance
nerwowej. Cel dodatkowy: zastosowanie pozywek o restrykcyjnym sktadzie,
wykluczajacym dodatek czynnikow mogacych potencjalnie modulowa¢ badane
procesy.

Zastosowanie opracowanej metody hodowli komorek glejowych do modelowania in
vitro neonatalnej hipoksji-ischemii, polegajacej na okresowym ograniczeniu dost¢pu
komorek do tlenu i glukozy (model OGD). Zbadanie wpltywu OGD na przezywalnos¢,
proliferacje i morfologie szczurzych neonatalnych komoérek glejowych.

Analiza wptywu procedury OGD na ekspresje wybranych czynnikow troficznych,
cytokin i ich receptorow w szczurzych neonatalnych komorkach glejowych.

Ocena wplywu wspothodowli komorek glejowych na wydzielanie wybranych
czynnikow aktywnych i ekspresje ich receptoréw zarowno w warunkach kontrolnych,
jak i po zastosowaniu procedury OGD, w celu okreslenia potencjalnego
modulacyjnego wpltywu oddzialywan migdzykomorkowych na profil sekrecyjny
badanych komorek.
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Materialy i metody

Pierwotna hodowla glejowa mieszana

Neonatalne szczury obu pici (24-48h postpartum, n =369) stada Wistar
(Crl:Cmd:(WI)WU) wprowadzano w stan glebokiej hipotermii i dekapitowano, zgodnie z
procedurami przyjetymi przez II Lokalng Komisje Etyczng do Spraw Doswiadczen na
Zwierzgtach (decyzja nr 39/2015), wedlug wskazan Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego. Srednia masa ciata oseska wynosita 7g, natomiast $rednia masa obu potkul mézgu
261,53 mg. Po usuni¢ciu opon mdézgowych, obie potkule mézgowe izolowano i umieszczano
w pozywce skladajacej sie z Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, wysoka
glukoza, suplement GlutaMAX, Gibco), 1 % st¢zenia roztworu antybiotyk-antymikotyk
(AAS, Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA) oraz 10% stezenia ptodowej surowicy bydlecej
(FBS, inaktywowany termicznie, Gibco). Nastgpnie zawiesing mechanicznie
homogenizowano przy uzyciu pipety serologicznej o pojemnosci 25 ml, potem przy uzyciu
pipety jednokanatowej o objetosci 1 ml i przy uzyciu igty 1 strzykawki Luer-Lock o $rednicy
1,2 mm. Otrzymany homogenat przepuszczano przez sitko komorkowe (pluriSelect) 0
$rednicy porow 40um, aby uzyskac oczyszczong zawiesing komorek, a nastepnie wysiano do
butelek (Thermo Scientific Nunc, Waltham, MA, USA) o powierzchni 75 cm?, pokrytych
wodorobromkiem poli-L-lizyny (PLL, Sigma-Aldrich), w gestosci 5 x 10* komoérek/cm?
(Rycina 4).

.................

Rycina 4 Schemat zakladania pierwotnej hodowli glejowej mieszanej z mdzgow neonatalnych
szczurdw, w celu uzyskania trzech gtownych typow komorek glejowych. Rycina stworzona przy
uzyciu programu BioRender.com.

Wysiane w ten sposob komorki utrzymywano w warunkach in vitro przez kolejne dni
jako pierwotng hodowle glejowa mieszang, w warunkach 37°C, 5% CO,, 18% O,, zmieniajac
pozywke hodowlang co 2-3 dni. Po 11-12 dniach in vitro (DIV), gdy hodowle staty sig¢

konfluentne, wyizolowano poszczegolne frakcje glejowe: mikroglej, progenitory
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oligodendrocytow oraz astrocyty, wykorzystujac ich zréznicowane wtasciwosci adherencji do

podtoza (Tabela 4).

metody izolacji gesto§¢ [komorki/cm?]
mikroglej 1h wytrzasania, 160 rpm 4x10°
OPCs 15-20 h wytrzgsania, 160 rpm, dwukrotnie 2 x 10
astrocyty tagodna trypsynizacja, 5 min, 37 °C 4 x 10

Tabela 4 Podsumowanie metod izolacji oraz gestosci poszczegodlnych frakceji komorkowych.

Wyizolowane frakcje komorkowe hodowano nastepnie w pozywce bezsurowiczej do 5
DIV w warunkach normoksji fizjologicznej, w inkubatorze (IncuSafe MCO-170 M Multigas
Incubator, PHCBI) przeznaczonym do hodowli komorek, z regulowanym stezeniem tlenu,
dzigki wyposazeniu inkubatora w czujnik Zirconia O,. Hodowle utrzymywano w statym, 5%
stezeniu tlenu do symulacji warunkow in vivo, jego nadmiar eliminowano przy zastosowaniu

azotu.

Izolacja mikrogleju

Mikroglej byt pierwszg izolowana populacja komorek glejowych z pierwotnej hodowli
glejowej mieszanej. Po uptywie 11-12 DIV butelki umieszczano na wytrzasarce orbitalnej
(Biosan) w inkubatorze o temperaturze 37°C. Komorki wytrzasano przez 1h z predko$cia 160
rpm. Po tym czasie pozywke hodowlang zebrano i odwirowano (5 min, 2500rpm, Eppendorf)
a do butelek dodano $wieza pozywke. Odwirowane komoérki mikrogleju zawieszono w
pozywce bezsurowiczej, sktadajacej sie z DMEM i 1 % AAS. Komorki policzono przy uzyciu
Komory Biirkera i wysiano na ptytki hodowlane 6- lub 24-dotkowe (Thermo Scientific Nunc),
pokryte PLL, w gestosci 4 x 10*. Komoérki hodowano w warunkach normoksji fizjologicznej:
5% O,, 37°C, 5% CO..

Separacja progenitorow oligodendrocytow

Po izolacji mikrogleju, butelki ponownie umieszczano na wytrzasarce orbitalnej na
czas 15-20h (160rpm, 37°C), aby uzyska¢ frakcje progenitoréw oligodendrocytow. Po tym
czasie pozywke hodowlang zebrano i odwirowano (5 min, 2500rpm), a do butelek dodano
swiezej pozywki hodowlanej. Odwirowane komodrki OPCs zawieszono natomiast w pozywce
bezsurowiczej: DMEM, 1% AAS, 1 % ITS (roztwoér insuliny-transferyny-selenu, Insulin-
Transferrin-Selenium-A, Invitrogen, Waltham, MA, USA) i po policzeniu w Komorze

Biirkera wysiano w gestosci 2 x 10* komorek/cm® na 6- lub 24-dotkowych ptytkach
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pokrytych poli-L-lizyng. W celu zwigkszenia efektywnosci izolacji OPCs, jak rowniez
homogennos$ci astrocytow, procedurge wytrzasania powtoérzono. W przypadku koniecznosci
zwigkszenia homogennosci monokultury OPCs, otrzymang zawiesing OPCs wysiewa si¢ na
niepowlekane szalki Petri’ego lub butelki hodowlane, a nast¢pnie wytrzasa przez 20-30 min.
Ze wzgledu na rozne wlasciwosci adhezyjne astrocyty lub komoérki mikrogleju osadzajg sig¢ i
przylegaja do powierzchni szalki/butelki, podczas gdy OPCs pozostaja w zawiesinie lub sg
luzno przytwierdzone do powierzchni. Delikatne postukiwanie lub przemywanie pozywka
hodowlang/PBS (s6l fizjologiczna buforowana fosforanem, GibcoTM) umozliwiato
odigczenie si¢ OPCs, podczas gdy zanieczyszczajgce astrocyty lub mikroglej pozostaty
przyklejone do dna naczynia hodowlanego. Podczas kolejnych dni hodowli in vitro w
warunkach normoksji fizjologicznej (5% O,, 37°C, 5% CO,), OPCs roznicowaly sie W
kierunku rozgatezionych, dojrzatych oligodendrocytow, wykazujacych ekspresje sktadnikow

mieliny.

Izolacja astrocytow

Komorki astrocytow stanowig warstwe komorek zasiedlajacych dno naczynia
hodowlanego. Astrocyty poddawano tagodnej trypsynizacji (5 min, 37°C, Trypsin-EDTA
(0,05%), phenol red, Gibco), w celu odklejenia ich od podtoza. W celu zahamowania
dzialania trypsyny, do komodrek dodawano FBS, w stosunku 2:1. Nastgpnie komorki
wirowano (5 min, 2500rpm), a otrzymany pelet przeptukiwano PBS, aby usung¢ trypsyne¢ z
osadu komérek. Komérki wysiewano w gestosci 4 x 10* komérek/cm? na plytki 6- lub 24-
dotkowe, pokryte PLL i utrzymywano w warunkach normoks;ji fizjologicznej (5% O,, 37°C,

5% COy), w pozywce bezsurowicze;.

Wspothodowle komorek glejowych

Z wyizolowanych frakcji glejowych zakladane byly wspoéthodowle. Komorki
hodowane byly w warunkach bezsurowiczych. Tak wyizolowane komorki hodowano
bezposrednio, w ukladzie komodrka-komorka. W przeprowadzonych eksperymentach
wykorzystywano nastepujace warianty wspothodowli progenitorow oligodendrocytow z

mikroglejem lub z astrocytami (Rycina 5):

1) wariant kontrolny (K);
2) wariant po OGD (OGD), gdzie obie frakcje komorkowe poddawano procedurze OGD;
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3) wariant, w ktorym jedna z frakcji glejowych stanowita kontrolg, za$ druga poddawana

byla procedurze OGD, a nastgpnie umieszczana we wspéthodowli (K/OGD).

| 1 2 3
a==> ) (6 )
/Z"“fz—(

*“*
(58 () )

pierwotna hodowla wytrzgsanie

glejowa mieszana komorek izolacja poszczegdlnych frakcji
i tworzenie wspothodowli

y

Rycina 5 Schemat przedstawiajacy wyizolowane frakcje glejowe oraz tworzenie wspothodowli.
Al — mikroglej, A2 — OPCs, A3 — astrocyty, B1 - wspothodowla OPCs z mikroglejem, B2 -
wspothodowla mikrogleju z astrocytami, B3 - wspothodowla OPCs z astrocytami. Rycina
stworzona przy uzyciu programu BioRender.com.

Szczurzy model neonatalnej hipoksji-ischemii in vitro

Pierwotne hodowle glejowe utrzymywane w warunkach normoksji fizjologicznej i w
zdefiniowanych, bezsurowiczych pozywkach, moga by¢ wykorzystywane jako modele
wybranych choréb ex vivo. W celu odwzorowania niedotlenienia-niedokrwienia zwigzanego z
asfiksja okotoporodowa/udarem u noworodka, zastosowano deprywacj¢ tlenu i glukozy
(OGD) w warunkach in vitro. Pozywke hodowlang zastgpiono pozbawionym tlenu buforem
do OGD (Tabela 5), w ktorym glukoza zostata zastgpiona 10 mM mannitolem, aby utrzymac
niezmienione ci$nienie osmotyczne. Czasowy niedobdr tlenu 1 glukozy przeprowadzano w
dedykowanej komorze inkubacyjnej Modular Incubator Chamber (Billups-Rothenberg), w
ktorej utrzymywano mieszaning gazow o sktadzie 95% N, i 5% CO,. Czas trwania OGD
eksperymentalnie oszacowano na 50 min. Po OGD ptytki umieszczano ponownie w
warunkach normoksji fizjologicznej, zastepujac bufor do OGD S$wiezg pozywka
bezsurowiczg. Wyhodowane komorki utrwalano do oznaczen immunocytochemicznych w
okres$lonych punktach czasowych: 24h, 72h i 5 DIV lub zbierano i przechowywano (w —80°C)

do pdzniejszych analiz biochemicznych.
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Bufor do OGD

zwiazek chemiczny nuerl dkz'([;?]l/oh%oEWRyéigma stezenie molowe [mM]
NaCl 793566-1KG 124,0
KCI P5405-250G 4,8
KH,PO, P5655-100G 1,2
CaCl, » 2H,0 C7902-500G 1,5 (CaCly)
MgCl, M1028-100ML 1,0
D-Mannitol M4125-100G 10,0
NaHCO; S5761-500G 25,0

Tabela 5 Wykaz zwigzkéw chemicznych wykorzystywanych w buforze do OGD.

Liczenie komorek

Komorki poszczegdlnych frakcji, przed wysianiem na ptytki hodowlane, zliczane byty
w Komorze Biirkera przy uzyciu mikroskopu $wietlnego Axio Vert.Al z kamerg Axiocam
105 color lub Axiovert 25 z kamerg AxioCam MRc5 0450-354 (Carl Zeiss). Zliczano 3-5 pol
w Komorze zgodnie z zasadg dwdch bokéw, aby unikng¢ liczenia tych samych komorek, po
czym usredniano uzyskane wyniki, nastepnie obliczano liczb¢ komoérek w 1 ml zawiesiny,
uwzgledniajac objetoéé Komory. Po przeliczeniu gestosci komoérek na cm? wysiewano je
odpowiednio na plytki 6- lub 24-dotkowe. Po wysianiu komorek, sprawdzano ich
homogennos$¢ znakujac markerami specyficznymi dla danej frakcji. Homogenno$¢ hodowli
oceniano poprzez poréwnanie liczby komorek wyznakowanych z calkowita liczbg jader

komorkowych barwionych Hoechst 33342 (Sigma).

Komorki ze zdje¢ przyzyciowych lub wyznakowane markerami zliczano manualnie,
wybierajac losowo 8-10 obszaréw pola widzenia na preparacie. Do analizy statystycznej

wykorzystywano pomiary z co najmniej 3 preparatow, z minimum 3 eksperymentow.

Polilizynowanie plytek 24-dolkowych ze szkielkami

Szkietka nakrywkowe (bionovo) o $rednicy 14 mm trzykrotnie plukano woda
destylowang, nastepnie inkubowano w acetonie cz.d.a. (58,08 g/mol, CHEMPUR) przez 1-3
h. Nastepnie szkietka inkubowano w 96% alkoholu etylowym cz.d.a-basic [64-17-5] (POCH
BASIC) przez 1-3 h lub przez noc. Po inkubacji w alkoholu, szkietka opalano nad palnikiem
spirytusowym 1 uktadano w dotkach ptytki, po czym pokrywano PLL.

45




Przygotowanie i zastosowanie wybranych biomaterialow do hodowli
komorkowej

W celu stworzenia warunkdéw in vitro przypominajacych w wielu aspektach
mikrosrodowisko fizjologiczne, badano wplyw wybranych biomateriatdw na podstawowe
procesy komodrkowe jak przezywalnos¢, proliferacja i morfologia. Oprocz fizjologicznie
normoksyjnych warunkow dla tkanki nerwowej (5% O;) | zastosowania pozywek
hodowlanych o ograniczonym sktadzie, powierzchni¢ plastikowych naczyn hodowlanych
pokrywano jednym z wybranych biomateriatow: wodorobromkiem poli-L-lizyny (Sigma
Aldrich), fibronektyna (FBR, Sigma Aldrich), lamining (LAM, Sigma Aldrich), oraz zelem
macierzy zewnatrzkomorkowe] (ECM Gel, Sigma Aldrich). PLL uzywano jako
standardowego zwigzku do pokrywania naczyn hodowlanych, zwigkszajacego adhezje
komorek. FBR jest skladnikiem macierzy zewnatrzkomorkowej, natomiast LAM jest
sktadnikiem blony podstawnej. ECM Gel zawiera wybrane sktadniki macierzy
zewnatrzkomoérkowej, w szczegdlnosci roézne typy kolagenu. Wszystkie ptytki hodowlane
zostaty pokryte PLL i pozostawione do wyschni¢cia na 24 godziny. Przed wysianiem
komorek, dotki pokrywano nastepnie jednym z opisanych wyzej biomateriatow, zgodnie z

zaleceniami producenta.

Identyfikacja fenotypu komoérek glejowych metodg immunocytochemii

W celu zidentyfikowania fenotypu hodowanych neonatalnych komorek glejowych,
znakowano je przeciwciatami skierowanymi przeciwko wybranym markerom komorkowym,
bazujac na metodzie immunofluorescencji, uzywajac przeciwciat specyficznych dla danego
typu komodrek. Monokultury lub wspothodowle komorek glejowych utrwalano w wybranych
punktach czasowych (24h, 72h i 5 DIV) za pomoca 4% paraformaldehydu (PFA, Sigma
Aldrich/MERCK) przez 20 min w temperaturze pokojowej (RT), po czym trzykrotnie
ptukano je w cieplym (RT) PBS. Nastgpnie komoérki permeabilizowano za pomoca 0,1%
Triton X-100 (SERVA Serving Scientists) w PBS przez 5 min, blokowano 10% normalng
surowicg kozig (Gibco) lub os$lg (Gibco) przez 1h RT i inkubowano z wybranymi
przeciwcialami pierwszorzedowymi przez noc (4 °C). Stosowane markery komorkowe

przedstawiono w Tabeli 6.
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frakcja glejowa marker gospodarz, rozcienczenie numer producent
klonalno$¢ katalogowy
mysie, . Abcam,
. . Ox42 monoklonalne 1:200 ab1211 Cambridge, UK
mikroglej kozie Abcam
IBAL poliklonalne 1:400 ab107159 Cambridge, UK
) ) Millipore,
progenitory A2B5 Myste. 1:200 MAB312 Burlington,
neuralne monoklonalne ’ MA, USA
Merck
CNPaza mysie, 1:100 MAB326 Millipore,
monoklonalne Burlington,
MA, USA
Chemicon,
: krolicze Rolling
oligodendrocyt > : -
g vy NG2 poliklonalne 1:100 sc-20162 Meadows, IL,
USA
_ Millipore,
GalC krélicze, 1:100 MAB342 Burlington,
poliklonalne ' MA, USA
; Abcam
mysie, . o
GS monoklonalne 1:200 ab64613 Cambndge, UK
Millipore,
krolicze, . Burlington,
astrocyty GFAP poliklonalne 1:200 20334 MA. USA
1 Abcam
krolicze, . Al
EAAT1 poliklonalne 1:200 ab416 Cambridge, UK
Leica,
proliferacja . mysie, . NCL-L-Ki67-
komérek Ki67 monoklonalne 1:100 MM1 Wetzlar,
Niemcy
mvsie Santa Cruz
- CXCR4; fusin YSIE, 1:200 sc-53534 Biotechnology,
monoklonalne
Dallas, USA

Tabela 6 Wykaz stosowanych markeréw komorkowych. Skroty: OX42 — antygen réznicowania komoérkowego
11b; IBA1 - czasteczka adaptera wiazaca zjonizowany wapn 1; CNPaza — 2’3’-cykliczna nukleotydowa
fosfodiesteraza; NG2 - antygen neuralny/glejowy 2; GalC — galaktozyloceramid; GS — syntetaza glutaminy;
GFAP — kwasne biatko wiokienkowe; EAAT1 — transporter aminokwasow 1; CXCR4 — receptor chemokinowy
4 z motywem C-X-C.

Po calonocnej inkubacji z przeciwcialami pierwszorzedowymi, komorki ptukano
trzykrotnie przy uzyciu PBS i dodawano przeciwciata drugorzgdowe sprzezone z barwnikami
fluorescencyjnymi: Alexa Fluor-488 lub Alexa Fluor-546 (Thermo Fisher Scientific), w
rozcienczeniu 1:1000 przez 1h RT. Po doktadnym ponownym przeptukaniu komoérek PBS,
wybarwiano jadra komoérkowe przy uzyciu odczynnika Hoechst 33342 (15 min, RT, 1:150).
Wyznakowane komorki glejowe traktowano nastepnie odczynnikiem Fluoromount™ (Sigma)
1 analizowano za pomoca superrozdzielczego systemu konfokalnego LSM 780/ ELYRA PS.1

(Carl Zeiss, Jena, Niemcy). Badania te przeprowadzono w Laboratorium Laserowych Technik
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Mikroskopowych  Instytutu =~ Medycyny  Doswiadczalnej 1 Klinicznej  PAN.

Intensywnos$¢ fluorescencji wybranych markerow byta okre$lana ilosciowo przy
uzyciu oprogramowania Image] (http://imagej.nih.gov/ij). Uzyskane obrazy byly
konwertowane do skali szarosci, po czym mierzono $rednig intensywno$¢ fluorescencji po

odjeciu tta w okreslonym polu widzenia.

Zbieranie komorek

Wszystkie komorki glejowe w hodowlach pierwotnych zbierano z wykorzystaniem
tagodnej trypsynizacji. Do komérek dodawano 0,5 - 1 ml trypsyny (5 min, 37°C), a nastepnie
pozywke surowiczg (w stosunku 2:1) 1 zbierano komdrki za pomocg skrobaczek (biologix).
Nastgpnie zebrane komorki (wraz z trypsyng i pozywka) wirowano (5 min, 2500rpm),
ptukano PBS i ponownie wirowano (5 min, 2500rpm). Komoérki zamrazano (w -80°C) w

200ul PBS do oznaczen biochemicznych.

Testy immunoenzymatyczne ELISA Kits

Probki wykorzystywane do oznaczen immunoenzymatycznych rozmrazano na lodzie.
Do kazdej probki dodawano 0,2ul Protease Inhibitor Cocktail (P8340, Sigma), probki
homogenizowano mechanicznie przy uzyciu pipety i worteksowano (OHAUS). Nastepnie
mierzono zawarto$¢ biatka catkowitego przy uzyciu odczynnika Bradforda w zakresie 0,1 -
1,4 mg/ml biatka (B6916, Sigma). Po oznaczeniu zawartosci biatka przeprowadzano testy
immunoenzymatyczne Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA Kit) w celu
iloSciowego o0znaczania wybranych czynnikéw. Intensywno$¢ reakcji kolorymetrycznej
mierzono przy dlugosci fali 450 nm (ELISA Kit) lub 595 nm (metoda Bradforda) za pomoca
spektrofotometru Fluorostar Omega (BMG Lab Tech). Wszystkie do§wiadczenia z uzyciem
zestawow ELISA przygotowano zgodnie z protokotem producenta. Probki zawierajace
nadsacz z hodowanych frakcji komoérek glejowych i ich wspothodowli, zawierajace czynniki
wydzielane przez komorki do pozywki, byly dodatkowo zageszczane przy uzyciu
koncentratorow Vivaspin 6 ml (10,000 MWCO PES, Z614475-100EA, Sartorius, Merck)

zgodnie z instrukcja producenta. Badane czynniki przedstawiono w Tabeli 7.
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czynnik rodzaj badanej probki producent numer katalogowy

CXCR2/I1L8RB komorki abbexa abx155689
CXCR4 komorki Aviva Systems Biology OKEH06043
CXCL12 komorki Novus Biologicals NBP2-75376

BDNF pozywll(‘a hodowlana, Thermo Scientific ERBDNF
omorki
IGF-1 pozywka hodowlana Thermo Scientific ERIGF1

Tabela 7 Wykaz czynnikéw przebadanych testami immunoenzymatycznymi ELISA Kits. Skroty: CXCR2 —
receptor chemokinowy 2 z motywem C-X-C; CXCR4 — receptor chemokinowy 4 z motywem C-X-C; CXCL12
— ligand chemokinowy 12 z motywem C-X-C; BDNF — neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego; IGF-1
— insulinopodobny czynnik wzrostu.

Wieloczynnikowy test immunologiczny typu ProcartaPlex Multiplex
Immunoassay

Pozywki wykorzystywane do przeprowadzenia testu immunologicznego typu
ProcartaPlex Multiplex Immunoassay (Thermo Fisher Scientific) rozmrazano na lodzie,
mechanicznie rozpraszano i worteksowano. Nastepnie zmierzono catkowitg zawarto$¢ biatka
przy uzyciu odczynnika Bradforda dla 0,1 - 1,4 mg/ml biatka. Nast¢pnie przeprowadzono test
immunologiczny ProcartaPlex Multiplex Immunoassay zgodnie z protokolem producenta.

Badane cytokiny przedstawiono w Tabeli 8.

ProcartaPlex Multiplex Immunoassay PPX-08-MXNKTP4

cytokina numer kulek magnetycznych
GM-CSF 44
CXCL1 61
IL1B 18
IL10 28
IL6 25
CXCL10 22
CCL2 51
CCL3 12

Tabela 8 Wykaz analitow przebadanych przy uzyciu ProcartaPlex Multiplex Immunoassay. Skroty: GM-CSF —
czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow; CXCL1 - ligand chemokinowy 1 z
motywem C-X-C; IL1B — interleukina 1pB; IL10 — interleukina 10; IL6 — interleukina 6; CXCL10 — ligand
chemokinowy 10 z motywem C-X-C; CCL2 - ligand chemokinowy 2 z motywem C-C; CCL3 - ligand
chemokinowy 3 z motywem C-C.

Analiza statystyczna

Uzyskane dane poddawano szczegétowej analizie statystycznej przy uzyciu
dedykowanego oprogramowania GraphPad PRISM 9.0. W celu poréwnania dwoch wariantow

doswiadczalnych oraz oceny istotnosci statystycznej roznic miedzy analizowanymi
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wariantami wykorzystano test t-studenta. W celu poréwnania wiecej niz dwoch wariantow
doswiadczalnych oraz oceny istotnosci statystycznej roznic migdzy analizowanymi
wariantami  wykorzystano jednokierunkowa analiz¢ wariancji (ANOVA) z poprawka
Bonfferoni’ego. W przypadku braku rozktadu normalnego stosowano test nieparametryczny
Manna-Whitney’a lub Brown-Forsytche and Welch ANOVA. Dane wyrazono jako $rednie
odchylenie standardowe (+SD) lub jako jego warto$¢ procentowa, a réznice uznawano za
istotne, jesli obliczone warto$ci odpowiadaty * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p <

0.0001.
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Wyniki

Opracowanie metody prowadzenia pierwotnej hodowli glejowej mieszanej
pochodzacej z m6zgow szczurow neonatalnych

W celu optymalizacji metod prowadzenia hodowli pierwotnej komorek glejowych,
przeprowadzono szereg eksperymentow, aby ustali¢ gesto§¢ wysiewania poszczegdlnych
typow komorek, jak rowniez sktad pozywki hodowlanej. Indywidualne frakcje komorkowe
wysiewano w réznych gestosciach, aby sprawdzi¢ ich przezywalnos¢. Po ustaleniu
odpowiedniej gestosci dla kazdej frakcji, komorki hodowano z dodatkiem lub bez dodatku

surowicy i suplementu ITS.

Pierwotna hodowla glejowa mieszana

Pierwotne hodowle glejowe mieszane otrzymywano z mozgow Szczurdw
neonatalnych, uzyskujac trzy typy komorek glejowych, sklasyfikowanych jako makroglej
(progenitory oligodendrocytéw oraz astrocyty) o pochodzeniu ektodermalnym i mikroglej
wywodzacy si¢ z mezodermy i zasiedlajacy ksztaltujace si¢ mozgowie w czasie wczesnej
embriogenezy. Aby sprawdzi¢ czy juz na etapie zakladania pierwotnej hodowli glejowej
mieszane] mozna wyeliminowaé surowice w pozywce, zawiesing komorek pochodzaca ze
zhomogenizowanych moézgoéw szczurzych oseskoOw wysiano na plytki 6-dotkowe. Czesé
komorek hodowano w warunkach bezsurowiczych, pozostale natomiast w pozywce
zawierajace] 10% FBS. Przeprowadzone obserwacje przyzyciowe pokazaly, ze rozwoj
komorek w pozywce bez surowicy zostaje zahamowany juz 24h po wysianiu (Rycina 6).
Natomiast przejscie z pozywki zawierajacej dodatek surowicy, na bezsurwiczg w 12 DIV nie

wplywa negatywnie na ich przezywalnosc.

Na podstawie powyzszych obserwacji, hodowle mieszang glejowa prowadzono w
pozywce zawierajacej surowicg. Wysiewane komorki pierwotne byty zdolne do proliferacji i
réznicowania, tworzac warstwe astrocytow z OPCs 1 mikroglejem rozsianymi na ich
powierzchni (Rycina 7 A-F). Komorki pierwotnej hodowli glejowej mieszanej wykazywaty
ekspresje markeré6w neuralnych takich jak A2B5 czy GFAP, jak réwniez Ki67 — markera
dzielacych si¢ komorek (Rycina 7 G-l1). Dzigki ich zréznicowanym wlasciwosciom
adherentnym, poszczegdlne typy komorek glejowych izolowano metoda wytrzasania,
oryginalnie opisang przez McCarthy’ego i de Vellisa [100] w 1980 roku, jako metode

zaktadania hodowli astrocytow i oligodendrocytow.
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0% FBS 10% FBS

Rycina 6 Przyzyciowe zdjecia pierwotnej hodowli glejowej mieszanej, poréwnujace komorki
wysiane w pozywce z dodatkiem i bez FBS w réznych punktach czasowych: 24h (A, B); 72h (C,
D); 6 DIV (E, F); 13 DIV (G, H). Komorki wysiano na ptytki 6-dotkowe, pokryte PLL. Skala
odpowiada 100 pm.
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Ki67/A25 Hoechst Ki67/GFAP/Hoechst Ki67/GFAP/Hoechst

Rycina 7 Pierwotna hodowla glejowa mieszana z moézgdéw szczuroOw neonatalnych. (A) Warstwa
astrocytow (komorki o wydluzonym ksztalcie i morfologii przypominajgcej fibroblasty) wraz z
mikroglejem i OPCs (okragle, opalizujace komorki), 4 DIV; (B) Semi-konfluentna pierwotna hodowla
glejowa mieszana, 6 DIV; (C) Wigksza liczba okragtych komoérek na powierzchni warstwy astrocytow, 8
DIV; (D) Konfluentna pierwotna hodowla glejowa mieszana, z widocznym staltym wzrostem liczby
komoérek mikrogleju/progenitorowych, 10 DIV; (E) Pierwotna hodowla glejowa mieszana przed
oddzieleniem komorek metoda wytrzasania, 11 DIV; (F) Hodowla pierwotna po odsianiu mikrogleju i
OPCs; (G) Wyznakowane metodg immunocytochemiczng dzielace si¢ komorki (Ki67", czerwone) oraz
progenitory neuralne (A2B5", zielone) 24 h po posianiu komoérek w pierwotnej hodowli glejowej
mieszanej; (H) Pierwotne hodowle glejowe, barwione przeciwciatem anty-GFAP (zielone) w celu
uwidocznienia astrocytow 1 przeciwcialem anty-Ki67 (czerwone) w celu wskazania komoérek
proliferujacych, 4 DIV; (1) Konfluentna warstwa astrocytow (GFAP”, zielone) i dzielace sie komorki
glejowe (Ki67", czerwone), 8 DIV. Jadra komérkowe barwiono odczynnikiem Hoechst (niebieski). Skala
odpowiada 100 pm.

Eksperymenty przeprowadzone w Zaktadzie Neurobiologii Naprawczej IMDiIK PAN

potwierdzity stabe wtasciwosci adhezyjne progenitoréw oligodendrocytéw, w pordwnaniu do

pozostalych komorek glejowych. Dzigki tym wlasciwosciom mozliwe jest oczyszczanie

odseparowanych frakcji glejowych, pozwalajace uzyska¢ 99% jednorodnos¢ danej frakcji,

poniewaz OPCs mogace kontaminowac¢ frakcje mikroglejowa i astrocytarng pozostajg w

pozywce hodowlanej, podczas gdy pozostate dwa typy komorek glejowych relatywnie szybko

ulegaja adhezji do podtoza hodowlanego. Usunigcie nadmiaru pozywki i zastgpienie jej

53



swiezg do 30 minut od wysiania komorek znaczaco zwicksza homogenno$¢ poszczegdlnych

populacji glejowych.

Komorki glejowe pochodzace z mozgow neonatalnych szczurow
Liczebno$¢ komorek sktadajacych sie na poszczegdlne wyizolowane frakcje glejowe
oszacowano przed wysiewaniem ich do dalszych eksperymentow. W Tabeli 9 przedstawiono

usredniong liczbe uzyskiwanych komorek poszczegolnych frakcji glejowych.

oszacowana liczba % populacji hodowanych
komérek/maézg komérek neonatalnych
mikroglej 5,77 x 10° 7,19+3,17
OPCs 26,52 x 10° 20,87 + 8,70
astrocyty 85,84 x 10° 72,00 + 10,00

Tabela 9 Podsumowanie otrzymywanej liczby komorek poszczegélnych frakeji glejowych w przeliczeniu na
mozg 0seska szczura oraz procent, jaki stanowily poszczegélne frakcje komorkowe w populacji hodowanych
komorek glejowych.

Komorki wyizolowane z mieszanej hodowli glejowej, hodowane jako monofrakcje,
utrzymywano w normoksji fizjologicznej (5% stezenia tlenu), w celu odwzorowania
fizjologicznych warunkéw panujacych w osrodkowym ukladzie nerwowym. Poszczegdlne
frakcje komoérkowe (mikroglej, OPCs i astrocyty) hodowano do 5 DIV w warunkach
bezsurowiczych, aby moc bada¢ wybrane procesy biologiczne oraz interakcje
migdzykomoérkowe. Srodowisko bezsurowicze pozwala uniknaé dodatkowej stymulacji
komorek poprzez aktywne czynniki, ktoére moglyby potencjalnie zaburzy¢ badane

mechanizmy.

Mikroglej

Gesto$¢ hodowli komodrek mikrogleju ustalono eksperymentalnie, wybierajac sposrod
wariantow 15.000 komérek/cm? oraz 40.000 komorek/cm?. Komorki mikrogleju sg wrazliwe
na zmiany w mikrosrodowisku koméorkowym, jednak warunki bezsurowicze sa sprzyjajacym
srodowiskiem do rozwoju mikrogleju, zarowno w warunkach kontrolnych, jak i po OGD
(Rycina 8).
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KONTROLA OGD

Rycina 8 Przyzyciowe zdj¢cia neonatalnego mikrogleju, porownujace komorki wysiane w pozywce
bezsurowiczej w warunkach kontrolnych (A) i po OGD (B) w punkcie czasowym 24h. Komérki wysiano
na ptytki 24-dotkowe, pokryte PLL. Skala odpowiada 100 pum.

Progenitory oligodendrocytow

Aby zwigkszy¢ liczebno$¢ uzyskiwanej frakcji  komorkowej, progenitory
oligodendrocytéw odsiewano dwukrotnie. Analizy przeprowadzone na komorkach
pozyskanych ze 132 szczurzych oseskow (uzyskanych z 13 niezaleznych preparatyk)
pokazaty, ze wiek oseskéw (odpowiednio 24h lub 48h) wptywa na liczbe pozyskiwanych
komorek. Po pierwszej rundzie wytrzasania réznica w liczbie otrzymywanych OPCs mig¢dzy
oseskami 24 i 48 godzin post partum wynosita 11,23 %, natomiast w dodatkowej drugiej
rundzie wytrzgsania przeprowadzanej w celu zwickszenia wydajnosci pozyskiwania OPCs

roznica ta siggata 26,01% (Rycina 9).
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Rycina 9 Graficzne przedstawienie liczby komorek progenitoréw oligodendrocytow otrzymywanych w
dwoch kolejnych wytrzgsaniach, zalezne od wieku oseskoéw (24h vs. 48h).
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Progenitory oligodendrocytéw hodowano w gestosci 20.000 komoérek/cm?, w pozywce
bezsurowiczej. Warunki te ustalono eksperymentalnie w Zakladzie Neurobiologii
Naprawczej. Dodatek ITS do pozywki hodowlanej zwigksza przezywalno$¢ komorek, nie

wplywajac na ich morfologie (Rycina 10).

KONTROLA 0GD

Rycina 10 Przyzyciowe zdjgcia progenitorow oligodendrocytow, poréwnujace komorki wysiane w
pozywce z dodatkiem i bez ITS, w punkcie czasowym 24h. (A, B) Progenitory oligodendrocytow
hodowane w pozywce bez dodatku ITS; (C, D) Progenitory oligodendrocytow hodowane w pozywce z
dodatkiem 1 % ITS. Komorki wysiano na ptytki 24-dotkowe, pokryte PLL. Skala odpowiada 100 um.

Astrocyty

Astrocyty, jako komorki o najsilniejszych whasciwosciach adhezyjnych sposrod frakeji
glejowych, izolowane byly poprzez trypsynizacj¢ jako trzecia, ostatnia frakcja glejowa.
Optymalng gestos¢ hodowli astrocytow ustalono eksperymentalnie, wybierajac sposrod
nastepujacych wariantow: 15.000 komorek/cm?, 40.000 komorek/cm?, 60.000 komérek/cm? i
80.000 komorek/cm?. Komorki najlepiej rozwijaly sie w gestosci 40.000 komorek/cm?,
tworzac widoczne polaczenia miedzykomorkowe (Rycina 11). W gestosciach wyzszych niz
40.000 komorek/cm?, komorki szybko zuzywaly sktadniki odzywcze, dochodzito do
zakwaszenia pozywki i w efekcie do obumarcia hodowli w kolejnych dniach hodowli.
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KONTROLA 0GD

Rycina 11 Przyzyciowe zdjecia neonatalnych astrocytow, porownujace komorki wysiane w pozywce bez
FBS, w roznych gestosciach po 24h hodowli: (A, B) 15.000 kom./cm?; (C, D) 40.000 kom./cm?; (E, F)
60.000 kom./cm?; (G, H) 80.000 kom./cm®. Komérki wysiano na ptytki 24-dotkowe, pokryte PLL. Skala
odpowiada 100 um.

Astrocyty sa rowniez najbardziej odporne na zmieniajace si¢ mikrosrodowisko
komoérkowe w poréwnaniu do mikrogleju i OPCs. Wlasciwosci te umozliwiaja prowadzenie
hodowli astrocytow w warunkach bezsurowiczych. W pozywce z dodatkiem 10% FBS
zaobserwowano gesto usieciowane komorki, tworzace wielowarstwe, natomiast w pozywce
bezsurowiczej sie¢ komorkowa jest mniej gesta, dzieki czemu mozemy obserwowaé
pojedyncze komorki (Rycina 12). Astrocyty hodowane bez dodatku surowicy, tworzg mniej

zwarte sieci, bardziej wrazliwe na uszkodzenie. Dlatego, przy dtuzszych czasach hodowli
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dodatek surowicy do pozywki hodowlanej wywiera korzystny wplyw na astrocyty.
Obserwacje przyzyciowe pozwolily ustali¢, ze dodatek ITS do pozywki hodowlanej nie

wplywa na przezywalno$¢ czy morfologie¢ astrocytow.

KONTROLA OGD

Rycina 12 Przyzyciowe zdjecia neonatalnych astrocytow, porownujace komorki wysiane w pozywce z
dodatkiem 10% FBS (A, B) i bez FBS (C, D), w punkcie czasowym 24h. Astrocyty hodowane w
pozywce z dodatkiem 10% FBS tworza gesta sie¢ komoérkows; natomiast astrocyty hodowane bez
dodatku surowicy, tworza mniej zwarte sieci, bardziej wrazliwe na uszkodzenie. Komédrki wysiano na
ptytki 24-dotkowe, pokryte PLL. Skala odpowiada 100 pm.

Na podstawie powyzszych wynikow ustalono najbardziej optymalne warunki hodowli
dla:

1) OPCs: 20 000 kom./cm?, pozywka bez FBS i z dodatkiem 1% ITS;
2) mikrogleju i astrocytow: 40 000 kom./cm?, pozywka bez FBS;

i takie warianty hodowlane zostaty wybrane do dalszych badan.

58



Wplyw OGD na przezywalnos¢, proliferacje, fenotyp i morfologie komoérek
glejowych

Charakterystyka mikrogleju

Pierwsza z izolowanych frakcji komorkowych jest populacja mikrogleju. Otrzymane
komorki posiadajg morfologie charakterystyczng dla mikrogleju hodowanego w warunkach in
vitro, jak réwniez wykazuja ekspresj¢ markerow typowych dla fenotypu spoczynkowego,
IBAL (Rycina 12 A, B) oraz OX42. W warunkach in vitro komorki mikrogleju proliferuja,
czego potwierdzeniem jest obecnos¢ jader komoérkowych wyznakowanych przeciwciatem
anty-Ki67" (Rycina 12 A-C). Procedura OGD znaczaco wplywa na gesto$¢ hodowli
mikrogleju. Juz po 24h hodowli w wariancie poddanym procedurze OGD odnotowano wzrost
gestosci komorek o 146,60%, natomiast po 72h hodowli i w 5 DIV zaobserwowano spadek
gestosci mikrogleju odpowiednio o 87,05% 1 39,61%. Ponadto, w wariancie kontrolnym
stwierdzono wzrost gestosci komodrek o 65,45% po 72h, po czym nastgpowal spadek o
180,31% w 5 DIV w porownaniu do komoérek hodowanych przez 24h. W tym wariancie
zaobserwowano réwniez spadek gestosci komorek o 275,49% w 5 DIV, w porownaniu do
komorek hodowanych przez 72h. W wariancie poddanym procedurze OGD odnotowano
natomiast spadek gestosci komoérek o 110,22% po 72h hodowli oraz o 667,40% w 5 DIV w
porownaniu do komoérek hodowanych przez 24h. Podobny spadek gestosci zaobserwowano w

5 DIV w poréwnaniu do komoérek hodowanych 72h (605,52%).

W wyniku dziatania czynnikow zewnatrzkomorkowych, komorki mikrogleju ulegaja
aktywacji i m.in. mogg zmienia¢ swoj fenotyp na ameboidalny, zwigzany ze zwigkszeniem
ich wlasciwos$ci fagocytarnych [46]. Zarowno procedura izolacji (sekwencyjne wytrzgsanie,
ptukanie, wycofanie surowicy z pozywki hodowlanej, dyspersja), jak i procedura OGD, ktorej
poddawane sa komorki w modelu wykorzystywanym w niniejszych badaniach, mogta by¢
potencjalnym sygnalem do zmiany fenotypu. Aby oceni¢ czy OGD przyczynia si¢ w ciaggu
pierwszych 24 godzin od wykonania procedury do zmiany morfologii komoérek hodowanych
in vitro w normoksji fizjologicznej, komoérki zliczono manualnie. Otrzymane wyniki
wskazuja, ze procedura OGD nie prowadzi do zmiany morfologii komoérek mikrogleju,
przewage (84,15% w warunkach kontrolnych i1 88,26% po OGD) stanowig komorki
rozgatezione (Rycina 13).
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Rycina 12 Mikroglej, pierwszy typ komorek uzyskanych z pierwotnej hodowli glejowej mieszanej. (A)
Podczas hodowli in vitro zachowana jest typowa morfologia mikrogleju spoczynkowego, co potwierdza
wyznakowanie markerem IBA1 (czerwony). Podczas pierwszych 2 DIV komorki aktywnie dziela sig, na
co wskazuje znakowanie komoérek IBA1" przeciwcialem anty-Ki67 (zielony). (B) Analiza 24 h po OGD
nie wykazata istotnych zmian w morfologii komorek. Biate strzatki wskazuja proliferujacy mikroglej
Ki67". Jadra komoérkowe wyznakowano za pomoca odczynnika Hoechst (niebieski). Skala odpowiada
100 um. (C) Graficzna prezentacja liczby komorek mikrogleju w wariancie kontrolnym i poddanym
procedurze OGD. Liczba komoérek mikrogleju liczona z kilku obszaréw o rozmiarze 1214,6 um x 1214,6
pum. ***p<0.001, ****p<0.0001
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Rycina 13 Poréwnanie procentowego udzialu mikrogleju nieameboidalnego vs. ameboidalnego
wyprowadzonego z pierwotnej hodowli glejowej mieszanej i poddanego procedurze OGD wskazuje, ze
procedura OGD nie powoduje zmiany morfologii mikrogleju w punkcie czasowym 24h. **** p < 0.0001
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Charakterystyka progenitorow oligodendrocytow

Progenitory oligodendrocytéw sa druga w kolejnosci izolowanag frakcja komorek
glejowych. W warunkach normoksji fizjologicznej in vitro sg zdolne do proliferacji,
réznicowania oraz wydluzania i1 rozgal¢ziania swoich wypustek (Rycina 14 A, B).
Znakowanie komorek markerami NG2, CNPaza, GalC, ktore sa specyficzne dla kolejnych
etapow roznicowania oligodendrocytéw, umozliwito wizualizacj¢ dojrzewajacych komorek o
wydtuzonych wypustkach i ztozonej morfologii (Rycina 14 C-F). Poddanie OPCs procedurze
OGD stymulowato proliferacj¢ komorek OPCs (wyznakowanych markerem Ki67) z
8,6+0,6% w kontroli do 10,9+2,1% w wariancie 24h po OGD (p< 0,001) oraz z 6,876+3,03%
do 8,93+1,8%, jak oszacowano po 48h hodowli (p< 0,05) (Rycina 14 G). W kolejnych dniach
hodowli oligodendrocyty hodowane w pozywce bez surowicy W warunkach normoksji
fizjologicznej (w warunkach kontrolnych) nadal si¢ dzielity, jednakze proliferacja komorek
kontrolnych zmniejszyta si¢ z 8,6+0,6% po 24h hodowli, do 6,39+1,1% po 72h hodowli (p<
0,01) (Rycina 14 G). Zaobserwowano rowniez wzrost porliferacji komorek kontrolnych z

6,39+1,1% po 72h hodowli do 8,93+0,008% w 5 DIV (p< 0,01) (Rycina 14 G).
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Rycina 14 Proliferujace i rdéznicujace si¢ neonatalne Szczurze oligodendrocyty in vitro. Zdjgcia
przyzyciowe oligodendrocytow hodowanych 24h w warunkach bezsurowiczych, w normoksji
fizjologicznej, wariant kontrolny (A) i wariant po OGD (B). (C, D) Zdjecia przedstawiaja dzielace si¢
OPCs wyznakowane markerem Ki67 (kolor czerwony) oraz NG2 (kolor zielony), ktore sa bardziej liczne
po procedurze OGD. (E, F) Zdjecia przedstawiaja oligodendrocyty roznicujace si¢, prezentujace marker
GalC (kolor zielony). Dodatkowo komorki proliferujace wyznakowane sg znacznikiem Ki67 (kolor
czerwony). Czasowe ograniczenie tlenu i glukozy wywiera negatywny wplyw na rozgal¢zianie si¢
komoérek w procesie dojrzewania. Jadra komdrkowe sg uwidocznione za pomoca odczynnika Hoechst
(niebieski). Skala odpowiada 50 um. (G) Graficzna prezentacja liczby oligodendrocytow w wariancie
kontrolnym i poddanym procedurze OGD. Procedura OGD stymuluje proliferacj¢ komodrek podczas
pierwszych 48h w warunkach in vitro. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.0001
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Wplyw wybranych biomaterialow na hodowle pierwotnych komorek
glejowych in vitro

W celu sprawdzenia czy sktadniki przypominajace fizjologiczne mikrosrodowisko
komorkowe wywierajg wptyw na hodowle komoérek w warunkach in vitro, komorki uzyskane
z moézgow szczurdw neonatalnych (n=33) wysiewano na powierzchnie pokryte jednym z
wybranych zwigzkéw biomimetycznych: lamining, fibronektyng lub odczynnikiem ECM Gel
(przypominajagcym sktadem macierz zewnatrzkomérkowg i zawierajgcym m.in. lamining,

kolagen typu IV, proteoglikan siarczanu heparyny i entaktyne).

Astrocyty
Astrocyty stanowig najliczniejszg frakcje glejowa. Jak wykazano, najbardziej
sprzyjajaca hodowli astrocytow byla plytka o wiekszej powierzchni oczek hodowlanych (9,6

sz). Woysianie na wspomniang ptytke 6-cio dotkows, umozliwia czas hodowli astrocytow do
5DIV.

Wykazano, ze zwiazki biomimetyczne zastosowane do pokrycia powierzchni naczyn
hodowlanych w duzym stopniu wptywaja na liczb¢ astrocytow (Rycina 15 A-D). W
warunkach przyzyciowych zaobserwowano zaggszczenie komorek wysianych na
powierzchni¢ pokryta FBR, w porownaniu do PLL (Rycina 15 A, C). Ponadto, istotng
obserwacja jest roOwniez zmiana morfologii komorek, w zaleznosci od rodzaju podtoza.
Komorki hodowane na fibronektynie (Rycina 15 C) charakteryzuja si¢ fibroblastycznym
ksztattem, w odr6znieniu od komoérek wysianych na PLL (Rycina 15 A) czy LAM (Rycina
15 B), gdzie mozna zaobserwowac zwartg cytoplazme i bardziej smukty ksztatt komorek.
Komorki hodowane na podtozu zawierajacym ECM Gel tworza charakterystyczne skupiska,
ktorym towarzysza rowniez pojedyncze komorki (Rycina 15 D). W znakowanych astrocytach
(GS*/IGFAP") hodowanych na PLL, LAM lub ECM Gel liczba komoérek byta podobna. W
przypadku FBR zaobserwowano wzrost gestosci komorek w wariancie kontrolnym o okoto
27% w stosunku do LAM (Rycina 16).
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KONTROLA oGD

PLL

LAM

FBR

ECM Gel

Rycina 15 Przyzyciowe zdjecia astrocytow neonatalnych, wysianych na ptytkach hodowlanych
pokrytych wybranymi zwigzkami biomimetycznymi, hodowanych 24h w pozywce bezsurowiczej: (A, B)
PLL; (C, D) LAM; (E, F) FBR; (G,H) ECM Gel. Skala odpowiada 200 pm.
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Rycina 16 Neonatalne szczurze astrocyty (GS'/GFAP®) hodowane przez 24h na powierzchniach
pokrytych wybranymi zwigzkami biomimetycznymi: lamining (A), fibronektyna (B) i ECM Gel (C).
Gesto$¢ komorek zalezy od zroznicowanych wihasciwosci adhezyjnych zastosowanych biomaterialow i
jest najwicksza w przypadku hodowli astrocytow na fibronektynie. Jadra komorkowe sg wybarwione
odczynnikiem Hoechst (niebieski). Skala odpowiada 50 um. (D) Liczba astrocytdéw w zaleznosci od
podtoza hodowlanego, liczona z kilku obszaréw o rozmiarze 1214,6 pm x 1214,6 um. * p < 0.05

Podjeto probe hodowli astrocytow w dodatkowych wariantach: plytki pokryte
wodorobromkiem poli-L-ornityny (3 mg/ml, Sigma Aldrich) zamiast PLL oraz wykorzystanie
Serum Replacement (Sigma Aldrich), w st¢zeniach 2%, 5% i 10%, w pozywce hodowlane;j
zamiast FBS. We wszystkich powyzszych wariantach doswiadczalnych komorki nie

przezywaty.

Jak wykazaly uzyskane wyniki, wtasciwos$ci adhezyjne zwiazkéw uzytych do pokrycia
powierzchni hodowlanych wywierajg istotny wpltyw na ekspresj¢ specyficznych dla
astrocytow markerow (Rycina 17 A-H). Pierwszym markerem analizowanym za pomoca

pomiaru intensywnosci fluorescencji byt GFAP.

Analizy nie wykazaly znaczacych roéznic w intensywnosci fluorescencji GFAP
pomi¢dzy komorkami w wariancie kontrolnym i po OGD, rosngcymi na plytkach
hodowlanych pokrytych PLL. Zaobserwowano natomiast znaczacy wzrost ekspresji GFAP
(p<0.0001) w wariancie po OGD: o okoto 390% (w porownaniu z PLL), gdy komorki byty

hodowane na fibronektynie i 0 350% w poréwnaniu z komdrkami hodowanymi na ECM Gel

65



(Rycina 17 1). Kolejnym analizowanym markerem astrocytow byta syntetaza glutaminy (GS).
Ekspresja tego markera wzrosta ponad 10-krotnie (p<0.0001) w komodrkach hodowanych na
FBR, w poréwnaniu do tych hodowanych na PLL oraz ponad 7-krotnie w przypadku komorek
hodowanych na powierzchni pokrytej ECM Gel (Rycina 17 J). W przypadku markera
EAATL rowniez zaobserwowano wyrazne réznice w jego ekspresji, w zaleznosci od zwigzku
biomimetycznego uzytego do pokrycia powierzchni hodowlanej. We frakcji poddanej OGD
wykazano wzrost ekspresji EAAT1 o 150% w komorkach hodowanych na PLL, o 220% w
komorkach hodowanych na LAM i az o 2000% w komodrkach hodowanych na FBR w

stosunku do kontroli (Rycina 18). Uzyskane wyniki podsumowano w Tabeli 10.
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Rycina 17 Wplyw biomaterialow stosowanych do pokrycia powierzchni ptytek hodowlanych na
ekspresj¢ klasycznych markerow astrocytow: GS i GFAP w punkcie czasowym 24h. Podwojne
znakowanie immunocytochemiczne astrocytow (GS'/GFAP™) hodowanych na powierzchniach pokrytych
PLL (A, B), lamining (C, D), fibronektyna (E, F) lub ECM Gel (G, H). Jadra komérkowe wybarwione
odczynnikiem Hoechst (niebieski). Pasek skali reprezentuje 50 um. (I) Analiza ekspresji markera GFAP
w odniesieniu do biomateriatlow uzytych do hodowli komorek; (J) Pomiar ekspresji GS w astrocytach
porastajacych powierzchni¢ pokryta réznymi zwigzkami biomimetycznymi. Ekspresja badanych
markerow (GFAP i GS) zalezy od biomolekuly uzytej do pokrycia powierzchni hodowlanej. *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001
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Rycina 18 Ekspresja EAAT1 w neonatalnych szczurzych astrocytach hodowanych przez 24h na ptytkach
hodowlanych pokrytych PLL (A, B); LAM (C, D); FBR (E, F) i ECM Gel (G, H). Skala odpowiada 50
pm. (1) Pomiar ekspresji EAAT1 w astrocytach porastajacych powierzchnie pokryta réznymi zwigzkami
biomimetycznymi. Jadra komorkowe wybarwiono odczynnikiem Hoechst (niebieski).

gestos¢ komorek GFAP EAAT1 GS
PLL - - 1 -
LAM - - 1 -
FBR - 1 1 -
ECM Gel - ! 1

Tabela 10 Podsumowanie wpltywu hodowli na powierzchniach pokrywanych wybranymi czynnikami
biomimetycznymi na ekspresje¢ klasycznych znacznikéw astrocytarnych w szczurzych neonatalnych komoérkach
hodowanych w pozywce bezsurowiczej, po OGD. Objasnienie skrotow: 1: wzrost gestosci/ekspresji markera; |:
spadek ekspresji markera; -: brak znaczacych zmian.

Progenitory oligodendrocytow

Uzyskane wyniki wskazuja, ze PLL, LAM 1 FBR zastosowane do pokrywania
powierzchni hodowlanych nie wptywaja znaczaco na liczbg OPCs w punkcie czasowym 24h,
w przeciwienstwie do ECM Gel, ktory okazal si¢ $rodowiskiem niesprzyjajacym dla
przezycia tych komorek. Nie zaobserwowano rowniez znaczacych zmian w morfologii
progenitoréw oligodendrocytow, ktore bylyby zalezne od rodzaju podtoza (Rycina 19). W

zwigzku z zaobserwowanym przyzyciowo brakiem znamiennego wptywu na liczbe komoérek
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oraz ich dalsze réznicowanie in vitro, do hodowli szczurzych pierwotnych progenitoréw
oligodendrocytow w warunkach normoksji fizjologicznej i pozywkach bezsurowiczych

stosowano PLL.

KONTROLA OGD

Rycina 19 Przyzyciowe zdjgcia progenitorow oligodendrocytow. Zdjecia przedstawiaja komorki wysiane
na wybrane biomateriaty po 24h hodowli: (A, B) PLL; (C, D) LAM i (E, F) FBR. Komoérki byty
hodowane w pozywce bez surowicy, na ptytkach 24-dotkowych. Skala odpowiada 100 pm.
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Wspothodowle komorek glejowych

Wyizolowane frakcje poszczegolnych typow komoérek moga by¢ roéwniez
wykorzystane w eksperymentach jako wspothodowle, do badania interakcji komorkowych, w
uktadzie bezposrednim komorka-komoérka. Metoda ta polega na umieszczeniu frakcji
komorkowych na tej samej powierzchni hodowlanej. W przeprowadzonych eksperymentach
wykorzystano model bezposrednich wspothodowli: oligodendrocytéw z mikroglejem (Rycina
20), oligodendrocytow z astrocytami (Rycina 21 A-D) oraz astrocytow z mikroglejem
(Rycina 21 E, F).

Rycina 20 Wspéthodowla szczurzych neonatalnych oligodendrocytow i mikrogleju w punkcie czasowym
24h. (A) Zdjecie przyzyciowe komorek wariantu kontrolnego; (B) Zdjecie przyzyciowe komorek
poddanych procedurze OGD; (C) Komoérki wyznakowane przeciwcialem anty-A2B5 (czerwone),
znakujacym komorki neuralne, reprezentowane przez oligodendrocyty. Mikroglej pochodzenia
mezenchymalnego pozostaje nieznakowany. (D) Roéznicujace sie, GalC-pozytywne oligodendrocyty
(zielone), wspothodowane z mikroglejem znakowanym markerem OX42 (czerwone). Jadra komorkowe
sg barwione odczynnikiem Hoechst (niebieski). Skala odpowiada 50 um.
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Rycina 21 Wspothodowla szczurzych neonatalnych astrocytow z mikroglejem lub oligodendrocytami.
(A) Zdjecie przyzyciowe wspothodowli astrocyty-oligodendrocyty w wariancie kontrolnym; (B) Zdjgcie
przyzyciowe wspothodowli astrocyty-oligodendrocyty poddanej procedurze OGD; (C, D) Astrocyty
(GFAP*, czerwony) wspothodowane z réznicujagcymi sie, mGalC-pozytywnymi (zielony)
oligodendrocytami w warunkach kontrolnych w punkcie czasowym 24h. (E, F) Wspothodowla
mikroglej-astrocyty znakowana specyficznymi przeciwciatami, w celu rozréznienia typu komorek we
wspothodowli: OX42 dla mikrogleju (czerwony) i GFAP dla astrocytow (zielony) po 24h hodowli.
Komorki rosty w warunkach kontrolnych. Jadra komoérkowe sa barwione odczynnikiem Hoechst
(niebieski). Skala odpowiada 50 pum.

Zastosowanie specyficznych, podstawowych warunkéw hodowli, takich jak
pokrywanie powierzchni naczyn hodowlanych PLL oraz zastosowanie pozywki
bezsurowiczej, suplementowanej jedynie ITS w przypadku oligodendrocytow, pozwala na
hodowanie wszystkich trzech typow komorek glejowych do 7 DIV. We wspéothodowlach
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zastosowano takie same warunki jak powyzej. Przeprowadzone analizy jednoznacznie
wykazaty, ze dodatek ITS do pozywki hodowlanej zwigksza liczbe komorek we
wspothodowli mikrogleju z OPCs (Rycina 22). W wariancie po OGD bez ITS nie udato si¢
uzyska¢ reprezentatywnej liczby komorek/powtorzen ze wzgledu na stabg przezywalnosé

komorek w tym wariancie eksperymentalnym.

Dzigki zastosowaniu markerow specyficznych dla poszczegdlnych typéw komorek,
frakcje mogly by¢ rozrozniane i dalej badane w kontekscie ich podstawowych procesow, np.
zmiany morfologii, przezycia i réznicowania. Ponadto, rézne warianty do$wiadczalne

wspothodowli pozwalaja na prowadzenie badan nad oceng komunikacji i wspotzaleznosci

mi¢dzykomorkowe;.
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Rycina 22 Graficzne przedstawienie wptywu suplementacji ITS na liczbe komorek we wspothodowli
mikrogleju z OPCs po 72h hodowli. Dodatek ITS do pozywki hodowlanej znaczaco zwigksza liczbe
komorek we wszystkich wariantach wspothodowli. Liczba komorek liczona z kilku obszarow o rozmiarze
1214,6 um x 1214,6 um. ***p<0.001, ****p<0.0001
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Analiza sekretomu oraz ekspresji wybranych czynnikow w komorkach
glejowych

Zastosowane warunki hodowli (pozywka bezsurowicza, normoksja fizjologiczna)
sprzyjaja badaniu sekretomu komorek glejowych. Pozywki hodowlane, zbierane z
poszczeg6lnych wariantéw eksperymentalnych w wybranych punktach czasowych stuzyty do
przeprowadzania oznaczen technikami immunoenzymatycznymi typu ELISA 1 Luminex, jak
wyszczegolniono w Tabeli 7 i Tabeli 8. W pierwszej kolejno$ci zbadano wydzielanie przez
komorki glejowe czynnikéw troficznych kluczowych dla réznicowania oligodendrocytow

oraz o dziataniu neuroprotekcyjnym (IGF-1, BDNF).

Czynniki troficzne

IGF-1

Przeprowadzone badania pokazaly, ze poziom ekspresji IGF-1 zalezy od typu
komorek glejowych. Zmierzone stgzenie IGF-1 w pozywkach, w ktorych hodowano astrocyty
byto znacznie wyzsze niz w pozywkach, w ktérych hodowano pozostate komorki glejowe,

zarowno w punkcie czasowym 24h (Rycina 23), jak i 72h (Rycina 24).

Wydzielanie IGF-1 przez astrocyty, mierzone po 24 godzinach hodowli, w wariancie
po OGD bylo ponad 2-krotnie wyzsze w porownaniu do wariantu kontrolnego (3465,59
pg/mg vs. 7038,77 pg/mg). Odwrotng tendencj¢ zaobserwowano natomiast w pozywkach
pochodzacych z hodowli mikrogleju, gdzie w wariancie kontrolnym zaobserwowano ponad 2-
krotnie wyzszy poziom wydzielanego IGF-1 w stosunku do wariantu po OGD (379,77 pg/mg
vs. 175,75 pg/mg). Ponadto, w wariancie kontrolnym, ilo§¢ IGF-1 wydzielanego przez
astrocyty jest 9-krotnie wyzsza w porownaniu do ilosci wydzielanej przez komorki
mikrogleju (3465,59 pg/mg vs. 379,77 pg/mg). Podobng tendencj¢ zaobserwowano w
wariancie po OGD, gdzie ilos¢ IGF-1 wydzielanego przez astrocyty jest az 40-krotnie
wigksza (7038,77 pg/mg vs. 175,75). Po 24h hodowli w pozywkach, w ktorych hodowano
OPCs nie wykryto IGF-1.

Po 72h w pozywkach, w ktoérych hodowano astrocyty ilos¢ IGF-1 spada w porownaniu
do ilosci wydzielanej przez te komorki po 24h; niemniej poziom ten nadal jest wyzszy w
wariancie po OGD (4926,69 pg/mg vs. 3963,60 pg/mg). W pozostatych frakcjach
komoérkowych odnotowano odwrotng tendencje. Ilos¢ IGF-1 wydzielanego przez astrocyty

kontrolne do pozywki hodowlane;j jest wigksza 27-krotnie (3963,60 pg/mg vs. 144,15 pg/mg)
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w poréownaniu do ilo$ci wydzielanej przez mikroglej i 21-krotnie (3963,60 pg/mg vs. 185,67
pg/mg) w poréwnaniu do nadsaczy hodowlanych, w ktorych rosty OPCs. W wariancie po
OGD ilos¢ IGF-1 wydzielanego przez astrocyty jest niemal 48-krotnie wyzsza niz w
pozywkach, w ktorych hodowano mikroglej (4926,69 pg/mg vs. 100,79 pg/mg) czy OPCs
(4926,69 pg/mg vs. 102,74 pg/mg).
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Rycina 23 Poziom IGF-1 w pozywkach, w ktorych hodowano OPCs, mikroglej i astrocyty, mierzony po
24h od wysiania. SD wyrazono jako warto$¢ procentowa; LLD — dolna granica wykrywalnosci; *p<0.05,
***p<0.001, ****p<0.0001
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Rycina 24 Poziom IGF-1 w pozywkach, w ktorych hodowano OPCs, mikroglej i astrocyty, mierzony po
72h od wysiania. SD wyrazono jako warto$¢ procentows; *p<0.05, ****p<0.0001

BDNF
Majac na uwadze istotne roéznice w ilosci IGF-1 wydzielanego przez badane frakcje
glejowe, zarowno w warunkach kontrolnych, jak i pod wplywem OGD, postanowiono zbadaé

kolejny czynnik troficzny, jakim jest BDNF. Jak wykazano, poziom tego czynnika nawet w
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zageszczanych pozywkach zebranych po hodowli komorek glejowych jest na granicy lub
ponizej progu wykrywalnosci testu, zarbwno po 24h hodowli, jak po 72h. W zwiazku z

powyzszym postanowiono oznaczy¢ stezenie wewnatrzkomoérkowego BDNF.

W przeprowadzonych oznaczeniach wykazano ekspresjc BDNF w OPCs, astrocytach
oraz we wspothodowlach OPCs z mikroglejem 1 astrocytami. Przeprowadzone badania
pokazuja, ze poziom ekspresji BDNF jest nizszy we wspothodowlach niz w monofrakcjach
komorek glejowych (Rycina 25). Poziom ekspresji BDNF w astrocytach w wariancie
kontrolnym jest prawie 14-krotnie wyzszy w stosunku do wspothodowli OPCs z astrocytami
(4,18 pg/ng vs. 0,30 pg/ng). W wariancie poddanym procedurze OGD, zaobserwowano
podobng tendencje: poziom ekspresji czynnika jest ponad 11-krotnie wyzszy w monofrakcji w
porownaniu do wspéthodowli (5,58 pg/ng vs. 0,49 pg/ng). Ponadto, ekspresja BDNF w
wariancie kontrolnym we wspothodowli OPCs z mikroglejem jest 9-krotnie wyzsza w
stosunku do wspothodowli OPCs z astrocytami (2,74 pg/ng vs. 0,30 pg/ng). Podobna
tendencj¢ zaobserwowano w wariancie, gdzie obie frakcje we wspothodowli poddano
procedurze OGD; poziom ekspresji czynnika we wspothodowli OPCs z mikroglejem jest
ponad 5-krotnie wyzszy niz we wspothodowli OPCs z astrocytami (2,74 pg/ng vs. 0,49
pa/ng). W wariancie, gdzie tylko OPCs poddano procedurze OGD, odnotowano
poréwnywalng tendencj¢ do wariantu, gdzie obie frakcje poddano procedurze OGD: poziom
ekpresji BDNF we wspothodowli OPCs z mikroglejem jest ponad 7-krotnie wyzszy w
porownaniu do wspothodowli OPCs z astrocytami (2,80 pg/ng vs. 0,38 pg/ng). Ponadto,
zaobserwowano ogolny spadek poziomu ekspresji BDNF po 72h hodowli w poréwnaniu do
24h w OPCs (Rycina 26). W astrocytach ekspresja BDNF rozni si¢ zarowno w czasie, jak i w
zalezno$ci od warunkéw eksperymentalnych: w wariancie kontrolnym odnotowano wzrost
ekspresji po 72h vs. 24h, natomiast w wariancie po OGD zaobserwowano odwrotng tendencje
(Rycina 26).
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Rycina 25 Poziom ekspresji BDNF w monofrakcjach komoérek glejowych oraz we wspothodowlach
OPCs z mikroglejem i astrocytami w punkcie czasowym 24h. Skroty: m/OPCs — wspothodowla
mikrogleju z OPCs; a/OPCs — wspothodowla astrocytow z OPCs. W wariancie kontrola/OGD tylko OPCs
poddano procedurze OGD. *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001.
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Rycina 26 Poziom ekspresji BDNF w monofrakcjach komérek glejowych odpowiednio po 24 i 72
godzinach hodowli.

Ekspresja receptorow chemokin: CXCR2 oraz CXCR4

Analiza wynikéw ekspresji wybranych czynnikoéw troficznych, wskazuje na aktywna
odpowiedz komorek glejowych na okresowy niedobor glukozy i tlenu. Dlatego tez w
kolejnym etapie badan okre§lono, czy OGD wplywa na ekspresje kilku kluczowych
cytokin/chemokin oraz ich receptorow w badanych komodrkach. W pierwszej kolejnosci
postanowiono oceni¢ ekspresj¢ wybranych kluczowych receptorow chemokinowych,
odgrywajacych rol¢ zard6wno w migracji komorek, jak 1 w modulacji procesu ich

roéznicowania.
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Jednym z najistotniejszych receptorOw w procesie rozwoju uktadu nerwowego jest
receptor chemokinowy 2 z motywem C-X-C (CXCR2). Jak wykazano dzigki zastosowaniu
ultraczulych metod analizy ilo$ciowej ekspresja CXCR2 w komodrkach mikrogleju i OPCs jest
nizsza w wariancie po OGD w stosunku do kontroli, natomiast w astrocytach zaobserwowano
odwrotng tendencj¢. Ponadto, wykazano wyrazny spadek ekspresji receptora we
wspothodowlach, w poréwnaniu do monofrakcji. Poziom ekspresji CXCR2 w astrocytach
kontrolnych jest niemal 4-krotnie wyzszy niz we wspothodowli astrocytow z OPCs (39,35
pg/ng vs. 9,95 pg/ng) oraz ponad 9-krotnie wyzszy w astrocytach w wariancie po OGD w

poréwnaniu do wspothodowli (54,24 pg/ng vs. 5,80 pg/ng) (Rycina 27).
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Rycina 27 Poziom ekspresji CXCR2 w monofrakcjach komoérek glejowych oraz we wspothodowlach
OPCs z mikroglejem i astrocytami po 24h hodowli. Skroty: mikro — mikroglej; m/OPCs — wspothodowla
mikrogleju z OPCs; astro — astrocyty; a/lOPCs — wspo6thodowla astrocytow z OPCs. W wariancie
kontrola/OGD tylko OPCs poddano procedurze OGD. **p<0.01

Innym kluczowym receptorem w biologii komoérek oligodendrocytarnych jest receptor
chemokinowy 4 z motywem C-X-C (CXCR4). Ze wzgledu na jego udzial w odpowiedzi
OPCs na czynniki obecne w lokalnym mikrosodowisku, poddano ocenie ilosciowej ekspresje
wymienionego receptora w OPCs, a takze we wszystkich badanych frakcjach komorek
glejowych 1 ich wspoéthodowlach. Przeprowadzone badania wykazaly ekspresj¢ receptora
CXCR4 we wszystkich wariantach eksperymentalnych. W wariancie po OGD poziom
ekspresji byt wyzszy we wspothodowlach niz w OPCs 1 astrocytach, natomiast nizszy niz w
mikrogleju. Poziom ekspresji CXCR4 w OPCs jest ponad 3-krotnie nizszy po OGD w
stosunku do kontroli (1,08 pg/ug vs. 3,76 pg/ug) (Rycina 28). Ponadto, poziom ekspresji
receptora w OPCs w wariancie po OGD jest prawie 4-krotnie nizszy w porownaniu do
mikrogleju (1,08 pg/ug vs. 4,20 pg/ng) oraz 3-krotnie nizszy w porownaniu do wspothodowli
astrocytow z OPCs (1,08 pg/ug vs. 3,18 pg/ng) (Rycina 28).
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Wyniki analizy biochemicznej dodatkowo potwierdzone zostaty poprzez znakowanie
przeciwcialami specyficznymi dla CXCR4. Analiza barwien immunocytochemicznych
potwierdzita obnizong ekspresj¢ CXCR4 na powierzchni OPCs po 72h hodowli po OGD w

poréwnaniu do kontroli.
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Rycina 28 Poziom ekspresji CXCR4 w monofrakcjach komoérek glejowych oraz we wspothodowlach
OPCs z mikroglejem i astrocytami. Znakowanie receptora CXCR4 (czerwony) w OPCs po 72h hodowli
w warunkach kontrolnych (A) oraz po OGD (B); jadra komérkowe wyznakowano odczynnikiem Hoechst
(niebieski). Komorki poddane procedurze OGD sg mniej zaawansowane w procesie roznicowania: w
wariancie po OGD po 24h hodowli zaobserwowano glownie bipolarne OPCs lub komorki z krotkimi
wypustkami. Skala odpowiada 50 um. (C) Graficzne przedstawienie poziomu ekspresji CXCR4 po 24h
hodowli. Skroty: m/OPCs — wspothodowla mikrogleju z OPCs; a/OPCs — wspothodowla astrocytow z
OPCs. W wariancie kontrola/OGD tylko OPCs poddano procedurze OGD. *p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001

Ocena ekspresji wybranych cytokin
Zroznicowany wptyw OGD na ekspresje wybranych receptorow w komorkach

glejowych sktania do postawienia pytania o zmiany w ekspresji kluczowych, wybranych
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cytokin, ze szczegdlnym uwzglednieniem tych zaangazowanych w fizjologiczne
funkcjonowanie komorek glejowych 1 modulacje stanu zapalnego, rozwijajacego si¢ po
uszkodzeniu hipoksyjno-ischemicznym. Ze wzgledu na zaobserwowane istotne statystycznie
zmiany w ekspresji receptora CXCR4 pod wptywem OGD zaré6wno w OPCs, jak 1 we
wspothodowli OPCs z astrocytami, w pierwszej kolejnosci ilo$ciowo oceniono poziom
liganda chemokinowego 12 z motywem C-X-C (CXCL12), oddziatujacego m.in. przez

wymieniony receptor.

CXCL12

Poziom ekspresji CXCL12 w mikrogleju po OGD jest prawie 3-krotnie wyzszy niz w
OPCs po OGD (105,50 pg/ng vs. 36,91 pg/ng) (Rycina 29). Ponadto, poziom ekspresji
CXCL12 w kontroli, w OPCs jest prawie 3-krotnie wyzszy niz w astrocytach (43,54 pg/ng vs.
15,61 pg/ng) i 4-krotnie wyzszy niz w wariancie kontrolnym we wspothodowli astrocytow z
OPCs (43,54 pg/ng vs. 10,78 pg/ng).
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Rycina 29 Graficzne przedstawienie poziomu ekspresji CXCL12 po 24h hodowli. Skréty: mikro —
mikroglej; m/OPCs — wspothodowla mikrogleju z OPCs; astro — astrocyty; a/lOPCs — wspothodowla
astrocytow z OPCs. W wariancie kontrola/OGD tylko OPCs poddano procedurze OGD. *p<0.05

Majac na uwadze zaobserwowane zmiany ekspresji na poziomie biatka drugiego z
badanych receptorow, tj. CXCR2, podjeto si¢ okreslenia poziomu czynnikéw odpowiednio
liganda chemokinowego 1 z motywem C-X-C (CXCL1) oraz liganda chemokinowego 8 z
motywem C-X-C (CXCL8) w monofkrakcjach OPCs i mikrogleju oraz w ich wspothodowli.
Mikroglej 1 OPCs sg to dwie glowne frakcje zaangazowane w modulowanie wzajemnej

odpowiedzi immunologicznej.
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CXCL1

CXCL1 pelni wazng role w regulacji odpowiedzi immunologicznej, bedac
chemoatraktantem dla komoérek immunologicznych. W pozywkach, w ktorych hodowano
OPCs zauwazono wyzszy poziom CXCL1 niz w pozywkach hodowlanych, w ktorych
hodowano mikroglej i wspothodowle mikrogleju z OPCs (Rycina 30). W OPCs w wariancie
po OGD poziom CXCL1 jest ponad 5-krotnie wyzszy w poréwnaniu do wariantu kontrolnego
(159,66 pg/ng vs. 30,27 pg/ng). Ponadto, w OPCs w wariancie po OGD zaobserwowano 8-
krotnie wyzszy poziom CXCLI niz w mikrogleju (159,66 pg/ng vs. 19,40 pg/ng) czy
wspothodowli mikrogleju z OPCs (159,66 pg/ng vs. 19,42 pg/ng).

300
EE = 23 * ok ek
8, 250 : : : ' ]
[-1:] i
;'2 e ok ok
E 200 1
= B kontrola
= 150
= OGD
5
.:zn 100 H kontrola/OGD
=
£
2 50
I
mikroglej OPCs mikroglej/OPC

Rycina 30 Poziom CXCL1 w pozywkach, w ktérych hodowano mikroglej, OPCs i ich wspothodowle
przez 24h. W wariancie kontrola/OGD tylko OPCs poddano procedurze OGD. ****p<0.0001

Jak wykazano poprzez analize ultraczutymi technikami biochemicznymi z
wykorzystaniem zageszczonych pozywek hodowlanych, ilosci CXCL8 wydzielane przez
neonatalne komorki glejowe oscylowaty w granicach czuto$ci zestawu do oznaczania, dlatego
nie zostaly wzigte pod uwage. Wysoka czuto§¢ (<12.8 pg/ml) zastosowanych zestawow do
oznaczania tej chemokiny wskazuje jednak, ze poziom jej sekrecji przez neonatalne komorki

glejowe pozostaje na relatywnie niskim poziomie.

Majac na uwadze powyzsze wyniki wskazujace zarowno na wptyw OGD na ekspresj¢
wybranych czynnikow jak i ich receptorow, modulowany we wspothodowlach poprzez
wplyw innych frakcji glejowych, postanowiono oceni¢ poziom dodatkowych czynnikow,

zaroOwno w monofrakcjach glejowych, jak 1 w ich wspothodowlach.
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GM-CSF, CXCL10, CCL2, CCL3

Jednym z waznych czynnikow majacych wptyw na przezycie makrofagoéw oraz stan
zapalny jest GM-CSF. W pozywkach hodowlanych, w ktérych hodowano mikroglej, OPCs
oraz wspothodowle mikrogleju z OPCs wykazano obecno$¢ tego czynnika (Rycina 31 A). W
pozywkach, w ktorych hodowano mikroglej, jak rowniez we wspéthodowli mikrogleju z
OPCs zaobserwowano wyzszy poziom GM-CSF w wariancie, gdzie obie frakcje poddano
procedurze OGD w stosunku do kontroli. Ponadto, we wspothodowli odnotowano spadek
poziomu tej cytokiny w wariancie, gdzie tylko OPCs poddano procedurze OGD.

Obserwowane réznice nie wykazywaly jednak znamiennosci statystyczne;j.

Kolejnym badanym czynnikiem, bg¢dacym chemoatraktantem dla makrofagow,
majacym wplyw na migracj¢ komorek mikrogleju jest CXCL10. W pozywkach, w ktérych
hodowano OPCs poziom tej chemokiny jest wyzszy w wariancie po OGD w poréwnaniu do
kontroli (Rycina 31 B). Odwrotng tendencj¢ zaobserwowano w pozywkach hodowlanych, w
ktorych hodowano wspothodowlg mikrogleju z OPCs, gdzie poziom CXCL10 w wariancie
kontrolnym jest wyzszy niz w obu wariantach po OGD (OGD, K/OGD), jednak podobnie jak

wyzej, odnotowane roznice nie sg statystycznie znamienne.

CCL2 jest kolejng przebadang chemoking, produkowang przez mikroglej aktywowany,
odpowiedzialng za rekrutacj¢ makrofagdw w miejsce uszkodzenia. Jak wykazano, ilo§¢ CCL2
wydzielanej przez mikroglej jest wyzsza w wariancie po OGD w poréwnaniu do wariantu
kontrolnego (Rycina 31 C). Natomiast poziom CCL2 we wspothodowli mikrogleju z OPCs
jest nizszy niz w pozywkach, w ktoérych hodowano OPCs. Ponadto, odnotowano nieznacznie
wyzszy poziom CCL2 w wariancie K/OGD w pordéwnaniu do wariantu OGD i wariantu

kontrolnego (Rycina 31 C).

We wszystkich analizowanych nadsaczach hodowlanych, w ktorych rosty komorki
glejowe wykazano obecno$¢ liganda chemokinowego 3 z motywem C-C (CCL3) (Rycina 31
D). Chemokina ta jest waznym czynnikiem dla prawidlowego funkcjonowania
oligodendrocytow. W przeprowadzonych analizach wykazano, ze ilos¢ CCL3 wydzielane;j
przez mikroglej jest wyzsza w wariancie po OGD w poréwnaniu do wariantu kontrolnego.
We wspothodowli, ilos¢ CCL3 utrzymuje si¢ na podobnym poziomie w wariancie kontrolnym

i wariancie OGD, natomiast w wariancie K/OGD jest nieco nizsza.
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Rycina 31 Stezenie wybranych chemokin: (A) GM-CSF; (B) CXCL10; (C) CCL2; (D) CCL3 w
pozywkach, w ktorych hodowano mikroglej, OPCs i ich wspothodowle przez 24h. W wariancie
kontrola/OGD tylko OPCs poddano procedurze OGD.

IL1B, IL6, IL10

Jak wykazano w powyzszych badaniach, mikroglej i OPCs wydzielaja szereg
chemokin do pozywki hodowlanej. Aby uzyska¢ petniejszy obraz odpowiedzi komorek
glejowych na czasowy niedobor tlenu i1 glukozy, postanowiono rowniez sprawdzié, czy i na
jakim poziomie komorki mikrogleju, OPCs 1 ich wspothodowla, wydzielaja wybrane,

kluczowe dla odpowiedzi immunologicznej, interleukiny.

Jedna z najwazniejszych interleukin, jest prozapalna IL-1B, syntetyzowana i
wydzielana m.in. przez mikroglej. Jak wykazano w przeprowadzonych eksperymentach, w
badanych frakcjach komorkowych ilo§¢ ILIB w pozywkach, w ktérych hodowano OPCs,
mikroglej i ich wspothodowle odnotowano na podobnym poziomie (Rycina 32 A).
Nieznaczny spadek zaobserwowano w obu wariantach po OGD (OGD, K/OGD) we

wspothodowli, w stosunku do kontroli.

Makrofagi wydzielajg rowniez IL6, ktdra moze pelni¢ dualistycznag role, jako cytokina
pro- lub przeciwzapalna. We wszystkich analizowanych nadsaczach hodowlanych, w ktorych
hodowano komorki glejowe wykazano obecnos¢ I1L-6 (Rycina 32 B). Ilos¢ IL-6 wydzielanej
przez OPCs w wariancie kontrolnym jest ponad 2-krotnie wyzsza niz w pozywkach, w
ktorych hodowano mikroglej (95,71 pg/ng vs. 39,02 pg/ng). Ponadto, zaobserwowano, ze w

pozywkach, w ktorych hodowano mikroglej ilos¢ IL-6 jest wyzsza w wariancie po OGD w
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poréwnaniu do kontroli, natomiast w pozywkach, w ktorych hodowano OPCs odnotowano
odwrotng tendencje. Natomiast ilo§¢ IL-6 wydzielanej przez wspdthodowle mikrogleju z
OPCs jest nizsza w wariancie K/OGD w poréwnaniu do wariantu OGD i wariantu

kontrolnego.

Kolejng analizowang interleukina, jest IL10 o profilu przeciwzapalnym, majaca wptyw
na polaryzacje mikrogleju. We wszystkich analizowanych probkach zaobserwowano wyzszy
poziom IL-10 w wariancie po OGD w poréwnaniu do wariantu kontrolnego (Rycina 32 C).
Natomiast w pozywkach hodowlanych, w ktérych hodowano wspothodowle poziom IL10 w

wariancie K/OGD byt nizszy niz w wariancie OGD.
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Rycina 32 Stgzenie wybranych interleukin: (A) IL1B; (B) IL6; (C) IL10 w pozywkach, w ktorych
hodowano mikroglej, OPCs i ich wspothodowle w przez 24h. W wariancie kontrola/OGD tylko OPCs
poddano procedurze OGD. *p<0.05
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Dyskusja

Wplyw hipoksji-ischemii in vitro na komorki glejowe

Model asfiksji neonatalnej in vitro z wykorzystaniem pierwotnej hodowli glejowej
mieszanej ma na celu jak najblizsze odwzorowanie warunkow fizjologicznych dzigki
stosowaniu bezsurowiczej pozywki hodowlanej oraz ustalonych warunkow tlenowych.
Opisany rodzaj hodowli pozwala wykluczy¢ obecnos$¢ czynnikow, ktére moglyby wptywac na
wyniki uzyskiwane w badanym modelu, przede wszystkim surowice o zmiennym,
niezidentyfikowanym skfadzie i st¢zeniu czynnikow aktywnych. Co istotne, w
przeprowadzonych badaniach komorki hodowalismy w normoksji fizjologicznej (5% O,),
odwzorowujacej warunki tlenowe cechujace tkanke nerwowa [101-105]. Stosowany dotad
standardowo w badaniach in vitro tlen atmosferyczny znaczaco wplywa zaréwno na

proliferacjg, jak i starzenie komorek [3,104].

Kolejnym istotnym aspektem prowadzonych hodowli jest pozyskiwanie wszystkich
trzech frakcji glejowych z tego samego moézgu oseska, co znaczaco zwigksza
porownywalno$¢ otrzymywanych wynikow, a takze jest zgodne z zasadg 3R. Zaproponowana
metoda hodowli komorek glejowych pozwala bada¢ zardwno procesy fizjologiczne, jak i
patologiczne, z uwzglednieniem interakcji mi¢dzy poszczegdlnymi typami komodrek oraz
zmniejszy¢ liczbe zwierzat wykorzystywanych do pobrania komorek. Badanie biologii
poszczegbdlnych frakcji komorkowych hodowanych jako monofrakcje, jak rowniez
wspomnianych interakcji miedzykomorkowych pozwala bada¢ zardwno procesy
neurorozwojowe, jak i mechanizmy uruchamiane w modelowanych stanach
patofizjologicznych. Prawidtowa komunikacja migdzykomoérkowa pozwala na zachowanie
homeostazy w mikrosrodowisku tkankowym, jest niezbedna w prawidtowym rozwoju OUN,
zapewnia uruchomienie odpowiedzi komodrkowej w stanach patofizjologicznych i promuje

procesy neuronaprawcze [106-112].

Wykorzystywana w niniejszej pracy metoda hodowli pozwala poréwnaé wptyw
niedoboru tlenu i1 substancji troficznych na przezywalno$¢, morfologi¢, proliferacje i
réznicowanie poszczegdlnych typow komorek glejowych oraz ich wspothodowli. Porownanie
badanych procesow w hodowlach poszczegdlnych frakcji glejowych z ich wspothodowlami
pozwala oceni¢ wplyw oddziatywan migdzykomérkowych na ich przebieg. Ponadto,
opracowany model trzech typoéw hodowli glejowych pozyskiwanych z mozgoéow szczurow

neonatalnych moze znalez¢ zastosowanie np. w badaniach przedklinicznych w testowaniu
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nowych potencjalnych terapii farmakologicznych nie tylko w modelu asfiksji okotoporodowe;j
in vitro. Modelowanie opracowanej metody np. poprzez obnizenie stgzenia glukozy w
pozywce hodowlanej albo zastosowanie LPS lub TNFa pozwala na odzwierciedlenie
wybranych stanéw patologicznych takich jak wywotanie przej$ciowej/chronicznej

hipoglikemii lub indukcje¢ stanu zapalnego w warunkach in vitro [113-116].

W badaniach przeprowadzonych na modelach zwierzecych pokazano, ze w wyniku HI
dochodzi gtéwnie do uszkodzenia neurondéw i oligodendrocytéw, co kompensowane jest
wzmozong oligogliogenezg [117,118]. Podobnie, wyniki przeprowadzonych badan pokazuja,
ze procedura OGD, ktéra pozwala odzwierciedla¢ warunki hipoksyjno-ischemiczne in vitro,
stymuluje OPCs do proliferacji, chociaz zastosowanie warunkéw hodowli bez suplementacji

surowicg znaczaco obniza tempo namnazania komorek.

Nowopowstate OPCs przechodza nastepnie wieloetapowy proces roznicowania w
dojrzate oligodendrocyty, zdolne do wytwarzania ostonki mielinowej [23]. Progenitory
oligodendrocytow  sa  jednak niezwykle wrazliwe na zmiany homeostazy
mikrosrodowiskowej, ktore moga wplywac na ich przezycie, proliferacje czy réznicowanie, a
tym samym na przebieg procesu mielinizacji OUN [23]. Co wazne, pomimo okresowego
niedoboru tlenu i glukozy, cz¢$§¢ komorek jest zdolna do réznicowania, co potwierdziliSmy
dzigki przeprowadzonym analizom immunocytochemicznym za pomoca specyficznych
markeréw (np. CNPaza czy GalC). WykazaliSmy jednak, ze proces dojrzewania komorek,
ktorego etapem koncowym jest nabycie zdolnosci do syntezy sktadnikow mieliny, na skutek

OGD jest spowolniony.

Dotychczasowe badania wykazaly, ze OPCs sg komoérkami zdolnymi do migracji,
takze na skutek chemotaksji, a takze wydzielaja czynniki modulujace odpowiedz
immunologiczng [23,56]. Istotnym czynnikiem, zwigkszajacym przezycie i réznicowanie
OPCs w warunkach in vitro, jest dodatek suplementu ITS, w sktad ktorego wchodzi insulina,
transferyna oraz selenian sodu. Sg to czynniki biorgce udziat w regulacji fizjologicznej
biologii oligodendrocytow, w tym aktywacji gendéw zwigzanych z procesem mielinogenezy
[119,120]. Niektore badania wskazuja, ze dojrzewanie OPCs in vitro jest przywrocone, jesli
komoérki te hodowane sa w pozywkach kondycjonowanych przez astrocyty, nawet w
warunkach hipoksji [17]. W niniejszych badaniach potwierdzilismy te¢ teze obserwujac

obecno$¢ réznicujacych komoérek GalC* we wspothodowlach OPCs z astrocytami.
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Wplyw wybranych zwigzkow biomimetycznych na komorki glejowe

W przypadku hodowli in vitro waznym czynnikiem wplywajacym na procesy
biologiczne komorek, oprocz sktadu pozywki i obecnosci suplementow, jest rowniez podioze
hodowlane. Badanie réznych zwigzkow biomimetycznych ma na celu uzyskanie warunkow
hodowli zblizonych do warunkow fizjologicznych. We  wstepnych  badaniach
przeprowadzonych z wykorzystaniem astrocytow zaobserwowaliSmy, ze nie przezywaja one
na podlozu zawierajagcym ornityne. Zastosowanie innych zwigzkéw, bedacych skladnikami
macierzy zewnatrzkomorkowej, takich jak FBR, LAM, ECM Gel i poréwnanie ich do
standardowo stosowanej PLL, pozwolito zbada¢ ich wplyw na liczebno$¢, morfologi¢ oraz

ekspresje wybranych markeréw astrocytarnych.

Uzyskane wyniki badan znajduja potwierdzenie w analizach przeprowadzonych przez
inne zespoly: fibronektyna odgrywa wazng role zar6wno w adhezji komodrek do podtoza, jak i
w widoczny sposob wptywa na ich morfologi¢ [121]. Dodatkowo zaobserwowaliSmy, ze
rodzaj poditoza wpltywa tez na liczebno$¢ komorek. Najwieksze zaggszczenie astrocytow
obserwowali$my na ptytkach pokrytych FBR, jednakze komoérki wysiane na tym podtozu
mialy zmieniong morfologi¢, charakteryzujaca si¢ fibroblastycznym ksztattem, zasadniczo
obiegajacym od powszechnie prezentowanej morfologii tych komorek. Klasycznie bowiem,
astrocyty zasiedlajace istot¢ bialg przedstawiane sg jako gwiazdziste, zr6znicowane komorki

ze zwartg cytoplazma i ekspresja GFAP [28,122].

Natomiast podczas hodowli na podtozu ECM Gel komoérki tworzyty skupiska, co w
znaczacy sposob ograniczylo mozliwo$§¢ badania ich morfologii. Pokrycie podtoza
hodowlanego LAM nie wptywato na ich morfologi¢, skutkowalo jednak najmniejsza liczba
komorek w hodowli. Moze to by¢ zwigzane z wykazanym zaangazowaniem lamininy w

migracje astrocytow, co wyklucza silng adhezje do wymienionego substratu [123].

W zwiazku z powyzszymi obserwacjami, stosowanie PLL wydaje si¢ by¢ dobrym
wyborem, poniewaz zwigzek ten nie wplywa negatywnie na liczb¢ komorek oraz nie zmienia
ich morfologii, a jego wilasciwosci adhezyjne sg wystarczajace do prowadzenia hodowli

adherentnej astrocytow [124].

Co warte odnotowania, omawiane wlasciwos$ci adhezyjne wywierajg istotny wptyw na
ekspresje wybranych, specyficznych markerow astrocytarnych, takich jak GFAP, GS czy
EAATL.
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W wyniku uszkodzenia mézgu dochodzi do zwigkszonej ekspresji GFAP - biatka
bedacego klasycznym markerem astrocytéw, ktore odgrywa wazng role w uksztattowaniu
struktury i morfologii komoérek oraz w procesach regeneracji i glejozy [28,125-127]. Wyniki
niektorych badan wykazujg, ze istnicje korelacja miedzy stezeniem GFAP w surowicy a
stopniem dotkliwosci HI oraz stezeniem GFAP w ptynie mézgowo-rdzeniowym a $miercig
noworodkow [125,128]. Co ciekawe, podwyzszony poziom GFAP wystepuje réwniez po
zastosowaniu hipotermii terapeutycznej i jest powigzany z nieprawidtowymi reakcjami
neurologicznymi u dwulatkow [129]. GFAP jest markerem charakterystycznym dla
dojrzatych astrocytéw i1 najwyzsza jego ekspresje obserwuje si¢ gtbwnie w dojrzalym mozgu,
cho¢ wielu badaczy wskazuje na jego obecno$¢ réowniez w mozgach ptodow [28]. W
eksperymentach in vivo stwierdzono zwickszong gestos¢ komérek GFAP™ 8 dni po HI w
modelu neonatalnej asfiksji, podobne wyniki uzyskano w modelu, w ktorym uszkodzenie
hipoksyjno-ischemiczne indukowano u 6-tygodniowych szczuréw [130,131]. Natomiast w
modelu in vivo imitujagcym tagodng HI nie zaobserwowano roznic w ekspresji GFAP migdzy
grupg kontrolng a grupg po HI [132]. Kolejne badania, przeprowadzone na myszach
neonatalnych wskazuja na zwigkszonag ekspresjc mRNA GFAP po HI w korze mézgu [133].
Co ciekawe, po OGD dochodzito do zwigkszonej $mierci astrocytow pozyskanych od myszy

z wyciszonym genem gfap [134].

W przeprowadzonych przez nas badaniach in vitro sprawdzano wptyw réznych
zwigzkow na ekspresje GFAP w astrocytach w warunkach kontrolnych i po OGD.
ZaobserwowaliSmy znaczacy wzrost ckspresji GFAP w komorkach hodowanych z
wykorzystaniem FBR w poroéwnaniu do pozostalych zwigzkéw. Ponadto, to wlasnie w
komorkach wysianych na podioze z dodatkiem FBR zaobserwowali§my najwigksze, cho¢
nieistotne statystycznie, réznice miedzy wariantem kontrolnym a wariantem poddanym

procedurze OGD.

Kolejnym uznanym markerem astrocytow jes EAATL, transporter glutaminianu [135—
138]. Transportery glutaminianu stanowig barier¢ ochronng przed ekscytotoksycznoscia
poprzez resorbcje nadmiaru glutaminianu z przestrzeni synaptycznej do komorek glejowych
[139]. Wyniki przeprowadzonych badan in vitro wskazujg na znaczacy wzrost EAAT] w
wariancie poddanym procedurze OGD w przypadku komorek hodowanych na podtozach
PLL, LAM i FBR. Natomiast na podtozu z dodatkiem ECM Gel zaobserwowalismy odwrotny
efekt. Podobnie jak w przypadku GFAP, najwicksze roznice migdzy wariantami

zaobserwowaliSmy w komoérkach hodowanych na podtozu z dodatkiem FBR. Niektore
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badania rowniez wskazujg na wzrost ekspresji EAAT1 w przypadku HI [140]. Z kolei Dallas i
wspotpracownicy [141] wykazali spadek poziomu mRNA EAATI1 po HI, jednakze astrocyty
w opisywanych badanich hodowane byly z dodatkiem ptodowej surowicy cielecej mogacej

wykazywa¢ dziatanie modulujace przebieg badanych procesow.

Syntetaza glutaminy (GS), stuzaca takze jako znacznik astrocytow, odpowiedzialna
jest za detoksykacje glutaminianu [142]. W przeprowadzonych badaniach nie wykazali$my
roéznic w ekspresji tego markera w wariancie kontrolnym w stosunku do wariantu poddanego
procedurze OGD, jednakze zaobserwowaliSmy, ze ekspresja GS jest najwyzsza w przypadku
komorek hodowanych na podtozu zawierajacym FBR. Niektore badania donoszg, ze ischemia
u szczurow wywotuje wzrost ekspresji GS, co koreluje z wynikami uzyskanymi z tkanek
ludzkich [142,143].

Sktadniki ECM tworza swoiste rusztowanie migdzykomoérkowe do migracji komorek
progenitorowych, a takze poprzez ustrukturyzowanie przestrzeni mig¢dzykomorkowej maja
wpltyw na wydluzanie 1 rozgalezianie si¢ wypustek komorkowych, maja udziat w
ksztattowaniu OUN podczas jego rozwoju, w tym rowniez w formowaniu synaps [144-147].
Uzyskane przez nas wyniki wykazaty, ze OPCs hodowane na podlozu zawierajacym ECM
Gel nie przezywaty powyzej 24 godzin. Dodatkowo, nie zaobserwowaliSmy zadnego wplywu
pozostatych badanych zwiazkéw biomimetycznych na przezycie czy morfologic OPCs w

ciggu pierwszych 24 godzin hodowli, kiedy komorki zaczynaja intensywnie réznicowac sie.

Laminina jest zwigzkiem majacym wplyw nie tylko na przezycie, ale tez na
proliferacje, réznicowanie, zdolnosci migracyjne 1 mielinizacj¢ oligodendrocytow w
warunkach in vitro [123,148]. Niektore badania wskazuja na wpltyw lamininy, ale nie
fibronektyny, na przezycie oligodendrocytow, jednakze w obecnosci PDGF [123]. Ponadto,
najwickszy wplyw lamininy odnotowuje si¢ w stosunku do zdolnosci migracyjnych OPCs,
ktdre nie byty przedmiotem niniejszych badan. Mianowicie, OPCs hodowane na lamininie sg
bardziej ruchliwe niz te wysiane na PLL [123]. Ponadto, OPCs hodowane na lamininie
charakteryzujg si¢ bardziej skomplikowang morfologig 1 dluzszymi wypustkami w warunkach
in vitro [123]. Rowniez OPCs wysiane na lamininie odznaczajg si¢ lepszym formowaniem
mieliny niz hodowane na FBR [123]. Badania wskazuja réwniez na istotny wplyw
zastosowanej izoformy oraz stezenia lamininy na morfologic OPCs [123,148,149].
Dodatkowo, na wspominane wyzej zdolnosci migracyjne, zmiany morfologii czy ekspres;ji
markerow moze wplywa¢ dodatek do hodowli komoérkowej surowicy cielecej, suplementow
(takich jak PDGF-AA, czynnik wzrostu fibroblastow 2 (FGF2)) czy pozywki zawierajacej
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sktadniki promujgce rdéznicowanie [149-152]. W zwigzku z powyzszym, rdéznice w
otrzymanych wynikach dotyczacych OPCs moga by¢ spowodowane zastosowaniem innej
izoformy lamininy, odmiennego stezenia tego zwigzku oraz specyficznymi, restrykcyjnymi
warunkami prowadzonej hodowli (brak surowicy w pozywce hodowlanej) oraz krotkim

czasem, w ktérym przeprowadzane byly obserwacje.

Zaobserwowany przez nas brak wptywu FBR na hodowlg OPCs in vitro jest zgodny z
wynikami innych grup badawczych sugerujacych, ze FBR nie wplywa na przezycie
réznicujacych sie¢ OPCs. Jednakze, wyniki uzyskane przez inne grupy badawcze wskazujg na
pozytywny wplyw fibronektyny na przezycie, proliferacj¢ i zdolno$ci migracyjne OPCs
[148,149,153].

Analizy przeprowadzone z wykorzystaniem dwoch réznych frakcji komorkowych oraz
czterech roznych zwigzkéw biomimetycznych pokazuja, ze w zaleznos$ci od rodzaju badanych
komorek 1 uzytych zwigzkow, wywieraja one zréznicowany wplyw nie tylko na przezycie
komorek 1 ich morfologig, ale takze prowadza do zmian ekspresji kluczowych markerow
komoérkowych. Co rownie wazne, ekspresja niektorych czynnikow w mézgu jest zmienna i
zalezy od badanego regionu mézgu, co rowniez przektada si¢ na interpretacje otrzymywanych
wynikéw. Nalezy takze wzig¢ pod uwage, ze astrocyty stanowig heterogenng populacje
komorek 1 ich podtypy, pod wzgledem molekularnym, moga znaczaco rd6zni¢ w zaleznosci od

regionu moézgu [154].

Podsumowujac, przeprowadzone badania sg oryginalne pod wzgledem badania
wplywu wybranych zwigzkéw biomimetycznych na ekspresj¢ wybranych markeréw
astrocytarnych. Co wazne, w zastosowanym modelu dobrano optymalne warunki sprzyjajace
utrzymaniu komorek w warunkach normoksji fizjologicznej 1 odwzorowaniu procesow

komorkowych zachodzacych in vivo.

Hodowla neonatalnego mikrogleju i astrocytow

W celu porownania wptywu OGD na rozne typy komorek glejowych, podjeto sie
opracowania metody hodowli w warunkach normoksji fizjologicznej 1 w pozywce
bezsurowiczej astrocytow oraz mikrogleju. Dotad w literaturze brak jest doniesien o
badaniach in vitro na wymienionych typach komoérek glejowych z zastosowaniem
powyzszych kryteriow. Shu et al. wykazali, ze procedura OGD moze prowadzi¢ do aktywacji

mikrogleju wyrazonej poprzez zmiany morfologii komorek oraz ich profilu sekrecyjnego, w
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szczegllnosci  zwigkszonego wydzielania IL1B, TNFa czy IL6 [155]. Jednakze w
eksperymencie, ktérego wyniki przedstawiono powyzej, komodrki hodowano w pozywce z
dodatkiem DMEM/F12 i 10% surowicy cielgcej i dopiero w momencie poddawania komoérek
procedurze OGD wycofano surowice z pozywki. Co rownie istotne, komorki izolowano
poprzez calonocne wytrzgsanie i hodowano w warunkach tlenu atmosferycznego. Niektorzy
badacze wskazuja, ze hodowanie mikrogleju w pozywkach z dodatkiem surowicy moze
zmienia¢ ekspresje genow [156]. Wyniki przeprowadzonych badan, bgdacych tematem
niniejszej rozprawy doktorskiej, pokazuja, ze sama procedura OGD nie wptywa negatywnie
na przezywalnos¢ komorek mikrogleju. Jesli po izolacji komoérek z hodowli mieszanej
surowica zostaje wycofana, przezycie komorek wzrasta. Tak przeprowadzony eksperyment
zapewnia kontrolowane warunki wzrostu komorek i umozliwia badanie ich sekretomu.
Wyniki otrzymane z przeprowadzonych badan, potwierdzone ocena morfologii komorek
majacg na celu okreslenie liczby komorek cechujacych sie fenotypem ameboidalnym,
wskazuja, ze procedura OGD nie prowadzi do zmiany morfologii tych komorek, co znajduje
potwierdzenie w badaniach immunocytochemicznych z wykorzystaniem markerow fenotypu
spoczynkowego (np. IBAL czy OX42), ale prowadzi do zwigkszonej proliferacji komorek
[157].

Dodatkowo, kolejnym waznym aspektem, ktory nalezy bra¢ pod uwage jest
pochodzenie komoérek. W badaniach najczesciej znajduja zastosowanie linie komorkowe,
ktore mimo wielu zalet, maja liczne ograniczenia, takie jak niestabilno$¢ genetyczna,
nieograniczone podziaty komorkowe, zaburzona zdolno$¢ do réznicowania i dojrzewania czy
wigksza réznorodnos¢ typow morfologicznych [158-161]. Co istotne, wlasciwosci komorek
pochodzacych z linii komérkowej moga ulega¢ zmianom w ciagu kolejnych pasazy [158]. W
zwigzku z tym, pojawiaja si¢ trudnoSci w poroéwnywalnosci i interpretacji wynikow

otrzymywanych przez rdzne zespoty.

Inng badang frakcja glejowa, wykazujaca duza reaktywno$¢ w warunkach hipoks;ji-
ischemii sg astrocyty. Jak wykazano, aktywacja astrocytow prowadzi do nadekspresji szeregu
cytokin o charakterze prozapalnym, co skutkuje rozwojem stanu zapalnego i prowadzi do
uszkodzenia i $mierci neuronow [162,163]. Dodatkowo astrocyty sg glownym Zrodiem
glutaminianu i mediatorami obrzeku cytotoksycznego [164]. Wiadomo jednak, ze astrocyty
moga mie¢ takze korzystny wplyw na komodrki nerwowe, m.in. poprzez uwalnianie

gliotransmiterow 1 w konsekwencji modulacje aktywno$ci synaps czy poprzez wzmocnienie
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wychwytu glutaminianu, a takze wydzielanie czynnikéw troficznych (np. NGF, FGF)
[27,163,165]

Mimo dosy¢ duzej odpornosci astrocytdw na niesprzyjajace warunki, podczas
optymalizacji metody hodowli in vitro tych komorek, zaobserwowaliSmy istotny wplyw
gestosci hodowli na ich przezywalnos¢, czego nie odnotowalismy w pozostatych badanych
frakcjach komorek glejowych. Wydaje si¢, ze najbardziej istotng role w przezyciu astrocytow
stanowig ich wzajemne oddzialywania parakrynne i1 kontakt bezposredni, co ttumaczyloby
wplyw  gestoSci  wysiania na przezywalno$¢ komorek. Jak odnotowaliSmy w
przeprowadzonych eksperymentach, jesli astrocyty nie utworza stabilnych sieci, obumieraja.
Dodatek surowicy zwicksza zdolno$¢ astrocytow do sieciowania si¢, jednakze jej brak nie
wplywa negatywnie na ich przezywalno$¢. Najnowsze badania pokazuja réwniez, ze brak
surowicy w hodowli in vitro prowadzi do zmiany morfologii tych komodrek - przybieraja
fenotyp bardziej zblizony do astrocytow in vivo [124]. Dodatkowa suplementacja
wspomnianym wczesniej odczynnikiem ITS nie wplywa ani na przezywalno$¢, ani na
morfologi¢ astrocytow i nie moze stanowi¢ substytutu dla surowicy, co potwierdzono réwniez
w badaniach innych grup [124]. Natomiast dodatek odczynnika Serum Replacement o
zdefiniowanym sktadzie do pozywki hodowlanej prowadzi do $mierci komorek. Ponadto
nalezy wziag¢é pod uwage, ze astrocyty, podobnie jak OPCs, cechuja si¢ duzym
zapotrzebowaniem energetycznym i troficznym, aby moc peli¢ swoje funkcje w OUN. W
przypadku nadmiernej gestosci komorek dochodzi do szybszego zuzycia sktadnikow
odzywczych, zakwaszenia pozywki hodowlane; 1 w efekcie do $mierci komorek.
Przeprowadzone badania postuzyly zatem do wyboru zaréwno optymalnej gestosci hodowli
poszczeg6lnych frakcji glejowych, jak i podtoza hodowlanego, zapewniajacego odpowiednia
adhezje¢ 1 réznicowanie wszystkim trzem typom komoérek glejowych, ze wzgledu na

planowane wspoéthodowle.

Analiza sekretomu oraz ekspresji czynnikow w komorkach glejowych

Opracowana i powyzej opisana metoda hodowli poszczegélnych typdéw komorek
glejowych zostata przez nas zastosowana do badania wybranych wzajemnych interakcji
komoérkowych w kontek$cie wptywu na ich aktywno$¢ sekrecyjng, zarowno w warunkach
normalnych, jak 1 po wystagpieniu okresowego niedoboru tlenu 1 glukozy. Jak zostato
udowodnione przez inne grupy badawcze, zardwno astrocyty, jak 1 mikroglej odgrywaja

istotng rolg¢ w réznicowaniu neonatalnych progenitoréw oligodendrocytarnych, jak i w samym
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procesie mielinogenezy [35,45]. Majac na uwadze, ze zwlaszcza w wyniku nast¢pstw asfiksji
okotoporodowej dochodzi do zaburzen dojrzewania oligodendrocytéw, a w konsekwencji do
nieprawidlowej mielinizacji i malformacji w istocie biatej mozgu [117,166,167], pojawia si¢
pytanie, jakg role w tym procesie odgrywaja inne typy komorek glejowych. Postanowilismy
zatem zbadac, jak asfiksja okotoporodowa, modelowana in Vvitro przez czasowa niedostgpnosé
glukozy i tlenu, wpltywa na wydzielanie wybranych czasteczek sygnalowych przez komorki
glejowe. Dodatkowe zagadnienie badawcze dotyczylo potencjalnej modulacji poziomu
sekrecji poprzez oddziatywania miedzykomorkowe po OGD, a takze w przypadku, gdy tylko
jedna frakcja komodrkowa poddana byla procedurze nasladujacej procesy patofizjologiczne.
Wyniki uzyskane ze wspothodowli komorek z frakcja kontrolng moga dostarczy¢ istotnych
informacji w konteks$cie przysztych potencjalnych terapii komorkowych opartych na
przeszczepach komorek glejowych, np. wyprowadzonych z komoérek macierzystych
pochodzacych z tkanek okotoporodowych, takich jak krew pepowinowa czy tez galareta

Whartona sznura pgpowinowego.

Zgodnie z powyzszymi zalozeniami, przy =zastosowaniu ultraczulych metod
biochemicznych zmierzono poziom wybranych czynnikoéw wydzielanych przez poszczegdlne
typy komorek glejowych zarowno hodowanych jako oddzielne populacje komoérkowe, jak 1 w
ich wspothodowlach. Z naszych badan wynika, ze monofrakcje poszczegolnych typow
komoérek glejowych cechujg si¢ odmiennym profilem sekrecyjnym. Wspdothodowanie
komorek glejowych w przypadku kilku sposrdd analizowanych czynnikéw wplywa natomiast

modulujaco na ich zdolnosci wydzielnicze.

Jednym z kluczowych czynnikdw zaangazowanych w proces mielinogenezy jest IGF-
1. Jest to peptyd odgrywajacy kluczowa role w proliferacji i przezyciu komorek, stymulujac
réznicowanie OPCs oraz hamujac apoptoze dojrzatych oligodendrocytow [119,168]. Jedng z
funkcji IGF-1 jest inicjowanie i koordynowanie etapow procesu mielinogenezy oraz
remielinizacji, zapewniajac tym samym prawidtowy rozwdj i funkcjonowanie OUN [119]. Ze
wzgledu na szeroki wachlarz funkcji jaki petni IGF-1, zaréwno endokrynne i parakrynne
wydzielanie przyczynia si¢ do prawidlowego funkcjonowania OUN [169]. Poziom IGF-1
wydzielanego do pozywki hodowlanej znaczaco rozni si¢ w zaleznoSci od badanej frakcji
komorek glejowych. Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze w wyniku niedoboru
tlenu i glukozy astrocyty zwigkszaja sekrecje IGF-1, natomiast w przypadku OPCs i
mikrogleju wydzielanie tego czynnika troficznego jest zmniejszone. Autokrynne wydzielanie

IGF-1 przez komoérki glejowe ma istotny wptyw w szczegolnosci na prawidtowa proliferacje
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czy dojrzewanie OPCs. Zaréwno w pierwszym, jak 1 w trzecim dniu hodowli
zaobserwowalismy znacznie wyzszy poziom IGF-1 w pozywkach, w ktorych hodowano
astrocyty, niz w pozywkach, w ktorych hodowane byty OPCs czy mikroglej. OGD,
nasladujace warunki towarzyszace HI wpltywa stymulujgco na wydzielanie tego czynnika
przez astrocyty, co moze przyczyni¢ si¢ do wzmozonej proliferacji OPCs przy jednoczesnym
zahamowaniu ich réznicowania i1 stanowi¢ podtoze zaobserwowanych zaburzen istoty biatej
po neonatalnej HI [167,170]. Wyniki innych grup badawczych wskazuja, ze w pozywce
hodowlanej kondycjonowanej przez mikroglej, poziom IGF-1 jest ponad 6-krotnie wyzszy niz
w pozywce kondycjonowanej przez astrocyty [17,20,171]. Réznice w uzyskanych wynikach
spowodowane sg prawdopodobnie stosowaniem odmiennych protokotéw hodowli, w tym
podwyzszonego stezenia tlenu w stosunku do tego panujacego w tkance nerwowej, a takze
stosowaniem do hodowli surowicy zwierzecej, majacej udowodnione dziatanie stymulujace 1

protekcyjne.

Kolejnym czynnikiem mogacym petié¢ kluczowa role w zapobieganiu skutkom
przebytego urazu HI jest BDNF, ktorego poziom W Krwi pgpowinowej skorelowany jest z
dotkliwoscig HI i stopniem zaburzen neurologicznych [172,173]. Forma dojrzata BDNF jest
czynnikiem zaangazowanym w przezycie, wzrost, migracj¢ i adhezje¢ neuronéw w OUN,
wspierajacym oligodendrogeneze i roznicowanie OPCs oraz regeneracje istoty biatej po
uszkodzeniach, a produkowana jest przez reaktywne astrocyty, OPCs, oligodendrocyty i
mikroglej [15,17,19,23,174-176]. Ponadto, astrocyty odpowiedzialne sa za magazynowanie
BDNF 1 poprzez to maja wptyw na regulacje jego poziomu w mézgu, uwalniajgc ten czynnik
troficzny w miare potrzeb [177,178]. Otrzymane przez nas wyniki przeprowadzonych badan
potwierdzaja ekspresj¢ BDNF we wszystkich typach komorek glejowych 1 wskazuja
jednoczesnie, ze wewnatrzkomorkowe stezenie BDNF mierzone po 24 godzinach od urazu
jest nizsze we wspothodowlach niz w poszczegdlnych monofrakcjach komorek glejowych.
Najwieksza roznice zaobserwowalismy we wspothodowli astrocytow z OPCs, gdzie poziom
ekspresji odnotowano na bardzo niskim poziomie w poréwnaniu do OPCs czy astrocytow
wysianych jako monofrakcje, co wskazuje na regulacje poziomu ekspresji poprzez
oddzialywania migdzykomorkowe. Nie zaobserwowalismy natomiast statystycznie
znamiennych roznic miedzy wariantem kontrolnym a tym poddanym procedurze OGD co
wskazuje, ze w badanym punkcie czasowym i przy zastosowanym okresie trwania procedury,
czasowa niedostepno$¢ glukozy 1 tlenu nie wywiera istotnego wplywu na

wewnatrzkomorkowa ekspresje BDNF w komorkach glejowych. Ponadto nie wykazalismy
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obecnos$ci BDNF w pozywkach w badanym punkcie czasowym, co moze by¢ spowodowane
zbyt niskim poziomem tego czynnika wydzielanym przez komorki. Przyczyna
niewykrywalno$ci BDNF w pozywkach hodowlanych moze by¢ takze zwigzana z jego matla
stabilnoscig 1 relatywnie krotkim okresem pottrwania, ktory u ludzi we krwi wynosi od 1 do
10 minut, a w ptynie mézgowo rdzeniowym okoto 1 godziny, natomiast w osoczu szczura
okoto jednej minuty [112,179-184]. Pomimo dosy¢ dobrze opisanym wilasciwosciom BDNF,
jak dotychczas niewiele jest badan skoncentrowanych wokot wptywu HI na ekspresje tego

czynnika [175].

Niektore badania wskazuja, ze BDNF wydzielany przez astrocyty w ich wspothodowli
z OPCs w warunkach in vitro, prowadzonej przez 7 dni, promuje oligodendrogeneze
[185,186]. W badaniach na szczurzym neonatalnym modelu in vivo innych grup potwierdzono
wyzszy poziom ekspresji mRNA BDNF w korze mozgu i hipokampie w grupie po HI, juz 6h
po uszkodzeniu [175,187]. Wyniki przedstawionych badan wskazujg, ze BDNF jest jednym z
glownych  czynnikow  troficznych ~ wspierajacych  prawidlowe  funkcjonowanie
oligodendrocytow. Jego podwyzszony poziom po HI moze mie¢ korzystny wplyw na
mikrosrodowisko komoérkowe, modulujac  zachodzace in situ procesy i sprzyjajac

uruchomieniu mechanizméw neuronaprawczych.

Ze wzgledu na rozwdj stanu zapalnego po wystapieniu okoloporodowej HI dalsza
cz¢$¢ badan skupiona zostata na analizie wybranych chemokin i ich receptoréw petnigcych
wiodacg role w odpowiedzi immunologicznej [172,188,189]. W tym kontek$cie zmierzono
poziom ekspresji chemokiny CXCL1 i jej gtéwnego receptora CXCR2. Sciezka sygnatowa
CXCL1/CXCR2 odgrywa wazng rolg¢ w rekrutacji neutrofili do miejsc ze stanem zapalnym i
nasila procesy zapalne, w zwigzku z czym moze prowadzi¢ do uszkodzenia tkanki w mdzgu
[190,191]. Ponadto, $ciezka ta zaangazowana jest w aktywacje mikrogleju o profilu
prozapalnym [192]. Wyniki uzyskane przez kilka grup badawczych potwierdzaja, ze
wszystkie komorki glejowe wykazuja ekspresje CXCR2 i CXCL1, a w przypadku OPCs
sygnalizacja ta ma swoj udziat w regulowaniu proliferacji i migracji tych komorek [193-196].
Ekspresja receptora CXCR2 cechuje przede wszystkim komorki o charakterze
progenitorowym, co ma zwigzek z jego udziatem w regulacji wyzej wspomnianych procesow
proliferacji 1 migracji, lecz jego obecno$¢ potwierdzono takze w dojrzatych, mielinizujacych
oligodendrocytach [71,197-200]. Wyniki uzyskane przez inne grupy badawcze dowodzsg, ze
w warunkach in vitro zwigzanie liganda CXCL1 z CXCR2 prowadzi do zahamowania

migracji szczurzych, korowych neonatalnych OPCs poprzez inhibicj¢ wydzielania czynnika
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PDGF [17,20,61,70,71,197,201]. U myszy neonatalnych z wylgczonym genem cxcr2
zaobserwowano zmniejszong liczbe oligodendrocytow, spowodowana obnizong proliferacja
progenitorow w istocie biatej mozgu [201,202]. Astrocyty oraz mikroglej aktywowany w
odpowiedzi na wybrane stany patologiczne OUN réwniez charakteryzujg si¢ ekspresja tego
receptora [202,203]. Jak potwierdzono w przeprowadzonych przez nas badaniach in vitro,
ekspresja receptora cechuje wszystkie badane frakcje glejowe, ale jest znaczgco nizsza we
wspothodowlach, w porownaniu do poszczegdlnych monofrakcji. Wydaje sig¢, ze obecnos¢
astrocytow lub mikrogleju we wspothodowlach ma inhibicyjny wptyw na ekspresje CXCR2.
Ponadto, wykazali$my, ze procedura OGD nie prowadzi do zwigkszenia ekspresji receptora w
badanych frakcjach. W nadsgczach hodowlanych, w ktérych hodowano OPCs
zaobserwowaliSmy podwyzszony poziom CXCL1 w wariancie poddanym procedurze OGD.
Poziom ten jest znacznie nizszy w pozywkach pochodzacych ze wspothodowli OPCs z
mikroglejem, utrzymujac si¢ na podobnym poziomie jak w pozywkach, w ktérych hodowano

sam mikrogle;.

Zaprezentowane wyniki badan dowodza, ze po OGD dochodzi do zmian w ekspresji
CXCR2 1 w wydzielaniu CXCLI1 przez komorki glejowe. Co istotne, odpowiedz komdrkowa
poprzez o$ sygnalizacyjng CXCL1/CXCR2 moze by¢é modulowana in situ poprzez
oddziatywania migdzy komodrkami glejowymi, co wskazuje na ich role immunomodulacyjng
W rozwoju stanu zapalnego. Ze wzgledu na nieliczne doniesienia o wptywie HI na omawiang
Sciezke sygnalowa, otrzymane wyniki badah stanowig Zrddlo informacji, mogacych wskazac¢
kolejne, potencjalne markery HI i cele terapeutyczne w opracowywaniu strategii

zapobiegajacych rozwojowi stanu zapalnego.

Inng $ciezky sygnatowa zaangazowang w odpowiedz komorek glejowych na HI moze
by¢ 0§ CXCL12/CXCRA4. Jej udziat zostat potwierdzony w regulowaniu procesow migracji,
proliferacji i przezyciu komorek glejowych, szczegdlnie mikrogleju i OPCs, zardbwno podczas
procesoOw neurorozwojowych, jak i w odpowiedzi na wybrane czynniki patofizjologiczne
[65,66,197,204]. Nadmierna ekspresja CXCLI12 stymuluje ekspresje cytokin prozapalnych i
prowadzi do aktywacji CXCR4 w mikrogleju, co pobudza te komorki do uwalniania TNFa 1
w konsekwencji do aktywacji astrocytéw, nadmiernego uwalniania glutaminianu i
ekscytotoksycznosci [65,66,205]. Wyniki przedstawione w niniejszej pracy wskazuja na
znaczacy wzrost ekspresji CXCL12 w mikrogleju w wariancie poddanym procedurze OGD w
poréwnaniu do OPCs. Co istotne, ekspresja CXCL12 w OPCs byta wyzsza niz w astrocytach
czy we wspothodowli astrocytow z OPCs w wariancie kontrolnym. Sygnalizacja CXCL12
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odbywa si¢ poprzez receptor CXCR4, ktérego ekspresja we wszystkich typach komorek
glejowych zostala wykazana przez liczne grupy badaczy [16,61,65,66,206], a takze
potwierdzona w niniejszych badaniach. Co ciekawe, wraz z postgpem roéznicowania
neonatalnych OPCs spada ekspresja CXCR4 — receptora dla CXCL12, najprawdopodobniej w
zwigzku z jego gldwng rolg w migracji komorek [204,207]. Spadek ekspresji receptora
zaobserwowali§my roéwniez w komorkach poddanych procedurze OGD, jednakze
wspothodowla OPCs z astrocytami prowadzi do zwigkszenia ekspresji CXCR4 w tym

wariancie.

Jak wykazalty dane uzyskane w innych laboratoriach, w warunkach in vitro CXCL12
stymuluje proliferacje i chemotaksje komorek glejowych [61,73]. Badania przeprowadzone
przez Tian i wspotpracownikow [204] pokazuja, ze CXCLI12 reguluje zarowno proliferacje,
jak i roéznicowanie OPCs. Wyniki niektorych badan wskazuja, ze suplementacja CXCL12
réwniez w warunkach in vitro promuje migracje¢ szczurzych neonatalnych OPCs, jednakze
pojawiaja si¢ rowniez dane wskazujace, ze wspomniana suplementacja ma odwrotny wptyw —
hamuje zarowno migracj¢, jak i roznicowanie OPCs [204,207,208]. Badania in vitro
mikrogleju linii N9 sugerujg natomiast zwigkszenie ekspresji CXCR4 odnotowane 4h po
hipoksji i co za tym idzie zwigkszenie migracji mikrogleju, co moze prowadzi¢ do nadmierne;j
obecnosci tych komoérek w miejscu uszkodzenia i prowadzi¢ do neurozapalenia [65,209].
Rowniez w niniejszych badaniach zaobserwowaliSmy tendencje wzrostowa w ekspresji

CXCR4 w mikrogleju po OGD.

Natomiast zaobserwowany spadek ekspresji tego receptora w oligodendrocytach po
OGD moze by¢ zwigzany z inhibicyjnym wptywem okresowego niedoboru glukozy i tlenu na
réznicowanie komorek, co sugeruja takze obserwacje ze znakowan immunocytochemicznych,
przeprowadzonych dla potwierdzenia wynikow badan biochemicznych po uptywie kolejnych
48 godzin. Istotnie, morfologia komodrek oceniania 72 godziny po OGD wskazuje na
obecno$¢ komorek o stabo wyksztatconych, krotszych i nierozgalezionych wypustkach,
wskazujac na mniejszy stopien zaawansowania ich rozwoju. Majac na uwadze udziat tego
receptora w migracji OPCs, w ktorej biorg udziat komodrki o charakterze progenitorowym i
bipolarnym ksztalcie, odpowiedZ chemotaktyczna powinna si¢ wigzac raczej ze zwigkszong
ekspresja receptora. Przypuszczalnie jednak w mikrosrodowisku tkankowym w rekrutacji
OPCs do miejsca najwickszego uszkodzenia tkanki mogg bra¢ udziat takze dodatkowe
czynniki,  modulujac  odpowiedz  chemotaktyczng  ze  strony  progenitorow

oligodendrocytarnych [210,211].

95



Wsréd pozostatych analizowanych czgstek, takich jak czynnik GM-CSF oraz
chemokin CXCL10, CCL2 i CCL3 wybranych na podstawie ich postulowanego udzialu w
podstawowych procesach zyciowych oligodendrocytow, takich jak przezycie, proliferacja czy
tez r6znicowanie [56,212-214], odnotowano zmiany uzaleznione od wptywu procedury OGD
lub wspothodowli, jednak zaobserwowane zmiany nie cechowata znamienno$¢ statystyczna.
Wybrane zwiagzki analizowane byly w monofrakcjach oraz wspéthodowli OPCs i mikrogleju.
Majac na uwadze fakt, ze wymienione typy komorek maja gtéwny udziat w modulowaniu
zarOwno neurorozwojowej mielinogenezy, jak i rozwdj stanu zapalnego, do
przeprowadzonych badan wybrano wtasnie te dwie wymienione frakcje [17,21,45,47,48]. W
przeprowadzonych badaniach potwierdzilismy obecnos¢ GM-CSF, CXCL10, CCL2 i CCL3
w pozywkach, w ktorych hodowano OPCs, mikroglej oraz ich wspothodowle. Brak
znamiennych réznic w ich poziomie mi¢dzy wariantem kontrolnym a wariantem poddanym
OGD wskazuje, ze przypuszczalnie zastosowane warunki hodowli nie byly wystarczajacym
bodzcem do wzmozonej sekrecji wymienionych cytokin lub ich poziom zmienia si¢ w innych
punktach czasowych. Co istotne, w przypadku CXCL10 i GM-CSF niewiele jest badan w
kontekscie HI [215-217]. Rowniez badania dotyczace CCL2 i CCL3 skupiajg si¢ glownie
wokot mikrogleju i astrocytow lub pomiarow stezen w catym mézgu. Niewiele z nich dotyczy
wptywu tych chemokin na OPCs czy oligodendrocyty po okresowej hipoksji-ischemii. W tym
kontekscie badania wykazuja, ze wymienione chemokiny wydzielane s3 przez

oligodendrocyty w warunkach in vitro, takze po zastosowaniu procedury OGD.

W odpowiedzi komoérkowej na uraz lub obecno$é bodzcow patofizjologicznych,
oprocz chemokin kluczowa role odgrywajg takze interleukiny, ktére mogg dziata¢ pro- lub
przeciwzapalnie. W tym kontekscie interesujagce wydaje si¢ pytanie o wptyw OGD na
ekspresje cytokiny IL6, ktora — jak wykazaty liczne badania — moze pehi¢ obie te funkcje.
Badania przeprowadzone przez inne grupy wskazuja, ze IL6 stymuluje aktywacje i
proliferacje mikrogleju oraz reguluje zmian¢ polaryzacji mikrogleju miedzy fenotypami
przeciwzapalnym i prozapalnym [218]. W przypadku ischemii IL6 takze peini dualistyczng
role — w fazie ostrej jest bowiem mediatorem stanu zapalnego, natomiast w pozostalych
fazach, jak rowniez w okresie rozwoju mozgu, petni role neurotroficzng [205,219-222]. IL6
odgrywa takze wazng rol¢ w utrzymaniu homeostazy w OUN poprzez udzial w neurogenezie,
astrogenezie i1 przez kontrolowanie spdjnosci BBB [223]. W niniejszych badaniach
potwierdzili$my rowniez obecno$¢ IL6 w pozywkach, w ktérych hodowano mikroglej, OPCs

oraz ich wspothodowlach. Co ciekawe, w warunkach kontrolnych zaobserwowalismy wyzszy
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poziom IL6 w pozywce, w ktorej hodowano OPCs niz w pozywce, w ktorej hodowano
mikroglej, ale OGD stymuluje mikroglej do zwigkszonego wydzielania 1L6, natomiast w
przypadku OPCs zaobserwowaliSmy odwrotng tendencj¢. Najnizszy poziom IL6
odnotowalismy natomiast w pozywce, w ktorej wspothodowano OPCs z mikroglejem w
wariancie, w ktorym tylko OPCs byly poddane procedurze OGD. Wskazuje to na odmienny
wptyw OGD na wilasciwosci immunomodulacyjne poszczegélnych typow komorek

glejowych.

W stosowanym modelu in vitro, potwierdzilismy réwniez, ze zarbwno mikroglej jak i
OPCs wydzielajg IL1p i IL10 do pozywki hodowlanej, jednak nie zaobserwowalismy réznic
mie¢dzy badanymi wariantami do§wiadczalnymi. Badania innych grup rowniez potwierdzaja,
ze 24h po OGD nie zwickszyta si¢ sekrecja ILIP przez neonatalny mikroglej [224]. Co
istotne, odnotowalismy wyzszy poziom IL10 w wariantach poddanych procedurze OGD w
porownaniu do kontroli. Jest to obiecujacy wynik w kontek$cie przeciwzapalnego
oddziatywania tej interleukiny, ktorej podawanie w egzogennej formie jest rozwazane jako

potencjalny $rodek terapeutyczny po wystgpieniu asfiksji okotoporodowej [44].

W kontek$cie odniesien do skutkow neonatalnej hipoksji-ischemii u noworodkow,
takze zaprezentowane wyniki z przeprowadzonej pracy do$wiadczalnej mialy na celu jak
najlepsze zachowanie wlasciwosci badanych komorek i odwzorowanie in vitro srodowiska
tkanki nerwowej. W celu zwigkszenia potencjalu translacyjnego uzyskanych wynikow,
badania prowadzone byly na niepasazowanych i1 niestymulowanych neonatalnych komorkach
glejowych w warunkach normoks;ji fizjologicznej wlasciwej dla tkanki nerwowej mozgu [3].
W  dotychczasowych eksperymentach, badacze z innych os$rodkéw podejmowali sig
poréwnania gatunkowego ekspresji wybranych cytokin w modelu OGD wykonywanym na
komorkach neonatalnych. Do badan poréwnawczych wybrano komorki ludzkie, szczurze oraz
pochodzace od myszy [205]. Badania porownawcze prowadzono jednak z wykorzystaniem
pozywek hodowlanych wzbogaconych 10% surowica zwierzgca, na pasazach komorek 2-4,
co znaczaco moze wptywac na zmian¢ wlasciwosci komoérek. Ponadto hodowle utrzymywano
w podwyzszonym, tzw. standardowym poziomie tlenu, ktéry znamiennie zwigksza tempo

réznicowania oraz starzenia komorek, nawet podczas kilkugodzinnej hodowli in vitro [3,225].

W niniejszej pracy przeanalizowano szereg wybranych czynnikdéw, majacych wptyw
na komorki glejowe, ktorych poziom roznit si¢ w zaleznosci od warunkéw, jakim poddano
badane komorki (kontrola vs. OGD). Zaproponowany w niniejszej rozprawie doktorskiej
model asfiksji neonatalnej in vitro jest unikalny, ze wzgledu na stosowanie normoksji
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fizjologicznej, typowej dla tkanki nerwowej mozgu, oraz pozywki bezsurowicze] o
restrykcyjnym sktadzie. Ponadto, model ten pozwala uzyska¢ wszystkie trzy frakcje glejowe z
tej samej hodowli komorek. Co istotne, oprocz badania monofrakcji, mozliwe jest rOwniez
badanie wspothodowli komoérek glejowych, a co za tym idzie interakcji pomiedzy réoznymi
typami komoérek glejowych. Badanie poziomu ekspresji czynnikow troficznych i cytokin w
zastosowanych roznych wariantach eksperymentalnych wskazuje, ze w wielu przypadkach
komorki wysiane jako monofrakcje odpowiadajag w odmienny sposob niz we wspothodowlach
z innymi typami komoérek glejowych, co stanowi cenne zrodto informacji z punktu widzenia
zarbwno badan podstawowych, jak 1 przedklinicznych, majacych na celu testowanie
potencjalnych terapii farmakologicznych. Przypuszczalnie interakcje miedzy komorkami
glejowymi majg istotny udzial w inicjacji endogennych procesOw naprawczych i ich
przewadze nad rozwojem procesow neurozapalnych w tkance nerwowej uszkodzonej w

wyniku HI, na co posrednio takze wskazuja wyniki zaprezentowanych badan.
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Podsumowanie i wnioskKi

W ramach przeprowadzonej pracy badawczej:

1)

2)

3)

4)

Opracowano model hodowli trzech typow neonatalnych szczurzych komorek
glejowych w pozywkach o restrykcyjnym skladzie w warunkach normoksji
fizjologicznej cechujacej tkanke nerwowa. Wykazano, ze zaréwno procedura
izolowania, jak i hodowli komoérek mikrogleju nie wywotuje aktywacji tych komorek,
co umozliwia zastosowanie opisanej metodologii do badania in vitro wybranych
mechanizmow zwigzanych z odpowiedzig immunologiczna.

Opracowang metode zastosowano do modelowania in vitro warunkow hipoksyjno-
ischemicznych, poprzez zastosowanie czasowej niedostepnosci tlenu i glukozy. Jak
wykazano, zaréwno przezywalno$¢, jak stopien proliferacji badanych typow komoérek
jest proporcjonalny do nasilenia wymienionych procesow w modelu neonatalnej HI in
vivo.

Po potwierdzeniu, ze opracowana metoda w znacznym stopniu odpowiada modelowi
in vivo, zastosowano ja do badania wptywu OGD na profil sekrecyjny komorek
glejowych, wraz z analizg wybranych receptorow.

Aby przyblizy¢ poznanie mechanizmoéw wspdtoddziatywania komoérek glejowych po
wystgpieniu okresowego braku glukozy 1 tlenu, poszczegdlne frakcje glejowe
utrzymywane byly we wspothodowlach, takze z zastosowaniem wariantu, w ktorym
tylko jedna z nich poddana byta procedurze OGD. Tak opracowane warianty
badawcze pozwolity oceni¢ potencjalny wptyw oddzialywan miedzykomorkowych na
modulacj¢ wydzielania wybranych czynnikéw troficznych (IGF-1, BDNF) i cytokin
zaangazowanych w proliferacj¢ i prawidtowe roéznicowanie oligodendrocytow oraz

regulowanie odpowiedzi immunologicznej ze strony badanych komorek.

Whioski:

1)

2)

Opracowany model hodowli trzech typéw neonatalnych szczurzych komorek
glejowych w warunkach normoksji fizjologicznej typowej dla tkanki nerwowej
umozliwia ocen¢ podstawowych proceséw zyciowych badanych komorek, a takze
modelowanie in vitro neonatalnej hipoksji-ischemii.

Przeprowadzone badania na modelu czasowej niedostgpnosci tlenu 1 glukozy

wykazaty, ze neonatalne komorki glejowe aktywnie odpowiadajg na warunki
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3)

4)

nasladujace in vitro asfiksj¢ okotoporodowg poprzez zmiang poziomu sekrecji
wybranych czynnikéw troficznych i cytokin, a takze ich receptorow.

Zastosowanie wspothodowli poszczegdlnych typow komorek glejowych wykazato, ze
oddziatywania migdzy komorkami glejowymi maja modulujacy wpltyw na
wydzielanie wybranych czynnikéw troficznych (takich jak BDNF), cytokin oraz ich
receptorow.

Uzyskane wyniki wskazuja na istotng role oddzialywan migdzykomérkowych w
modulacji poziomu wydzielania wybranych czynnikéw aktywnych, zaangazowanych
w regulowanie podstawowych proceséw zyciowych komorek, a takze ich odpowiedzi
immunomodulacyjnej. Otrzymane dane moga takze by¢ uzyteczne w opracowywaniu
nowych strategii terapeutycznych w  zapobieganiu nast¢gpstwom  asfiksji
okotoporodowej, celowanych w modulacj¢ wzajemnych oddziatywan miedzy

komoérkami glejowymi.
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