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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 signalling 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
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 analyze 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 analyze 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.

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, 116, 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 modelling 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 usefull in the development of future therapeutic
strategies to prevent the consequences of perinatal asphyxia.
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Streszczenie

Komorki glejowe pelnig szereg podstawowych funkcji biologicznych zaréwno
podczas rozwoju osrodkowego ukladu nerwowego (OUN), jak 1 w jego prawidlowym
funkcjonowaniu. Proces gliogenezy, poprzedzany przez nasilong neurogeneze i
rozpoczynajacy si¢ juz podczas zycia plodowego, jest najbardziej intensywny w okresie
okotoporodowym oraz we wczesnym rozwoju postnatalnym. Wihasciwosci powstajacych w
tym okresie komorek zaliczanych do makrogleju, szczegodlnie progenitorow
oligodendrocytow (OPCs), r6znig si¢ znaczaco od komorek powstatych w dorostym zyciu.
Jednoczes$nie sg one wyjatkowo podatne na dziatanie bodZcéw mikrosrodowiskowych, co jest
zwigzane z ich odpowiedzia na dzialanie 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 czynnikéw patofizjologicznych oraz urazow w okresie okotoporodowym.
Zaliczamy do nich m.in. neonatalng hipoksje-ischemi¢ (HI) zwang takze asfiksja
okotoporodowa.

Asfiksja okotoporodowa zwigzana jest z nieprawidlowym przeptywem krwi oraz
zaburzong wymiang gazowag 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
ogoblnoustrojowych, w tym oddechowych, do zaklocen pracy serca i watroby, dysfunkcji
nerek, a takze do zaburzefn neurologicznych. Wysoka $miertelno$¢ lub niepelnosprawnosé¢
motoryczna 1 poznawcza bedaca skutkiem przebytego urazu sprawiaja, ze powiktania po HI
stanowig istotny problem spoleczny, znaczaco wplywajac na pogorszenie jakosci zycia
pacjentow. W krajach rozwinietych 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 pigta zgonow noworodkow na calym $swiecie
spowodowana jest przez skutki HI. Obecnie jedyna stosowang terapia w przypadku
umiarkowanej lub ostrej HI jest hipotermia terapeutyczna, polegajagca na obnizeniu
temperatury glowy lub ciala noworodka, w celu spowolnienia postgpujacego uszkodzenia
komorek, ograniczenia aktywacji odpowiedzi immunologicznej i tym samym
zminimalizowania stopnia uszkodzen tkanek. Hipotermia terapeutyczna zastosowana w
pierwszych szesciu godzinach od urazu znaczgco zmniejsza $miertelnos¢ 1 ryzyko cigzkiej
niepetnosprawnosci, jednak w wielu przypadkach okazuje si¢ catkowicie nieskuteczna.

Pomimo wieloletnich 1 wielokierunkowych badan nad mechanizmami uruchamianymi
w wyniku HI i poszukiwaniu potencjalnych terapii, nadal brak jest skutecznej strategii
neuroprotekcyjnej i neuroregeneracyjnej, celujacej w naprawe uszkodzonej tkanki. Istnieje
zatem pilna potrzeba poszukiwania nowych punktéw uchwytu do opracowywania
potencjalnych strategii terapeutycznych. Jednym z nich moze by¢ modulacja wzajemnych



oddzialywan migdzy komorkami tworzacymi tkanke nerwowa. Jak dotad, wzajemne
zaleznosci migdzy komoérkami glejowymi w rozwijajacym si¢ moézgu PO wystgpieniu
okresowego niedoboru glukozy i tlenu charakterystycznego dla asfiksji okotoporodowej sa
stabo poznane. Wséréd komorek glejowych wyrdznia si¢ makroglej, w tym astrocyty |
oligodendrocyty pochodzenia ektodermalnego oraz mikroglej, wywodzacy si¢ z mezodermy.
Komorki glejowe zaangazowane sg w prawidlowy rozwoj i1 funkcjonowanie uktadu
nerwowego, jak réwniez maja swdj udzial w utrzymaniu homeostazy w mikrosrodowisku
tkankowym oraz w odpowiedzi immunologicznej. Aktywowane komorki glejowe produkuja
wachlarz czynnikéw immunomodulujacych, w tym cytokin o dzialaniu prozapalnym Iub
przeciwzapalnym, wptywajac w ten sposob na odpowiedz immunologiczng. Uwzgledniajac,
ze kazdy wyspecjalizowany typ komoérek glejowych uczestniczy w odpowiedzi na zaburzenia
homeostazy i1 bodzce patofizjologiczne, wzajemne oddzialywanie komoérek moze miec
decydujacy wpltyw na przewage procesdéw neuronaprawczych nad zapalnymi i
neurodegeneracyjnymi, prowadzac do regeneracji uszkodzonej tkanki nerwowej i
przywrocenia fizjologicznego funkcjonowania tworzacych ja komorek.

Celem niniejszej pracy jest analiza wptywu okresowego niedoboru tlenu i glukozy
(ang. OGD, oxygen-glucose deprivation), stanowiagcego model HI in vitro na przezywalnos¢,
proliferacje, fenotyp i morfologie neonatalnych szczurzych komoérek glejowych oraz analiza
ich profilu sekrecyjnego, komoérek hodowanych jako monokultury oraz wspothodowle. W
celu jak najlepszego nasladowania in vitro warunkéw panujacych w tkance nerwowej,
zastosowano system hodowli w warunkach normoksji fizjologicznej (5 % ste¢zenie tlenu), a
takze przetestowano wybrane zwigzki biomimetyczne (takie jak laminina, fibronektyna, zel
skomponowany z wybranych sktadnikow macierzy zewnatrzkomoérkowej) do pokrywania
powierzchni hodowlanych. Aby oceni¢ rol¢ wybranych czynnikow zaangazowanych w
oddziatywania miedzy komoérkami glejowymi, zastosowano pozywki hodowlane o
restrykcyjnym sktadzie, opartym na wykluczeniu dodatku surowicy zwierzecej, mitogenow,
hormonéw oraz innych czynnikdw, mogacych potencjalnie modulowa¢ badane procesy.
Wszystkie zaplanowane eksperymenty przeprowadzono na niepasazowanych hodowlach
pierwotnych, aby jak najlepiej zachowaé¢ wtasciwosci badanych komorek.

Tak opracowang metod¢ hodowli poszczegdlnych typow komorek glejowych
zastosowano nastgpnie do ilosciowej oceny ekspresji wybranych substancji aktywnych,
zaangazowanych w oddziatywania miedzykomdrkowe, w tym czynnikow troficznych, takich
jak insulinopodobny czynnik wzrostu typu 1 (IGF-1) oraz czynnik neurotroficzny
pochodzenia mozgowego (BDNF). W celu zbadania procesow uruchamianych w nastepstwie
OGD, zmierzono takze poziom ekspresji wybranych cytokin i ich receptorow. Cytokiny
stanowig grupe glikoprotein wytwarzanych przez komorki w odpowiedzi m.in. na bodzce
immunologiczne 1 reguluja szereg podstawowych funkcji komorek takich jak przezycie,
proliferacja czy dojrzewanie. Do rodziny cytokin zaliczamy m.in. interleukiny, chemokiny,
czynnik martwicy nowotworow, czynniki stymulujace tworzenie kolonii, interferony oraz
czynniki wzrostu W warunkach fizjologicznych cytokiny wydzielane s3 przez komorki
glejowe najczesciej na niskim poziomie, a ich sekrecja ulega znaczacej zmianie po
wystgpieniu  bodzcoéw patofizjologicznych. Moga one oddziatywaé przeciwzapalnie,
sprzyjajac uruchomieniu w uszkodzonej tkance proceséw o charakterze neuronaprawczym,
lub pro-zapalnie, nasilajgc zmiany zachodzace w wyniku uszkodzenia. Ze wzgledu na ich
udziat w odpowiedzi komoérek na bodZce patofizjologiczne, cytokiny oraz wybrane czynniki
troficzne  mogg pelni¢ takze kluczowa role w  modulowaniu  oddziatywan
mig¢dzykomodrkowych po wystapieniu okresowego niedoboru glukozy i tlenu.

Zaplanowane badania przeprowadzano na komorkach glejowych pochodzacych z
mozgow oseskow szczura (24-48h postpartum) obu pici stada Wistar. Z wyizolowanych



potkul mézgu 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 typow komorek. Badania prowadzono
na poszczegdlnych populacjach komodrkowych, hodowanych jako monofrakcje oraz ich
wspothodowlach. W przeprowadzonych eksperymentach wykorzystywano nastepujgce
warianty wspothodowli progenitoréw oligodendrocytow z mikroglejem lub z astrocytami: A)
wariant  kontrolny (K); B) wariant eksperymentalny, w ktérym jedna frakcja glejowa
pozostawata frakcja kontrolng, za§ druga populacja glejowa we wspdthodowli poddawana
byta 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 ktérych nastepnie oceniano ilosciowo
stezenie wybranych czynnikéw aktywnych przy zastosowaniu ultraczulych metod
biochemicznych, takich jak zestawy ELISA oraz Luminex.

Analiza sekretomu poszczegélnych typow wyspecjalizowanych komorek glejowych
hodowanych jako monofrakcje wykazata, ze gtéwnym zrodtem IGF-1, wydzielanego in situ
do mikro$rodowiska tkankowego sa astrocyty, oraz w duzo mniejszym stopniu mikroglej. Jest
to czynnik petnigcy wiodaca role w proliferacji oraz dojrzewaniu oligodendrocytow.
Poniewaz na skutek HI réznicowanie oligodendrocytow jest zahamowane lub opdznione,
analiza wydzielania IGF-1 przez komorki glejowe wspottworzace tkanke nerwowa przyczynia
si¢ do poznania podtoza zmian zachodzacych po wystgpieniu HI. W dalszej kolejnosci
oceniono ilo$ciowo sekrecj¢ czynnika BDNF oraz wybranych cytokin i ich receptorow.
Analizy przeprowadzono zarowno dla poszczegdlnych typow komorek glejowych
hodowanych jako monofrakcje, jak i w ich wspothodowlach. W przypadku kilku z badanych
czynnikow wykazano znamienny modulujacy wplyw parakrynnych oddziatywan
migdzykomorkowych na ich wydzielanie do pozywki hodowlanej. Wspomniany wpltyw
zaobserwowano mi.in. w przypadku czynnika BDNF, ktorego poziom we wspdthodowlach
oligodendrocytow i astrocytow jest znacznie nizszy niz poziom sekrecji przez wymienione
frakcje komodrkowe hodowane oddzielnie. Podobny modulujacy wpltyw wspoéthodowli
zaobserwowano w przypadku wydzielania chemokiny CXCL1 przez oligodendrocyty i
mikroglej, gdzie we wszystkich wariantach doswiadczalnych odnotowano znamienny wptyw
mikrogleju na wydzielanie wymienionej chemokiny przez oligodendrocyty. Analiza st¢zen
innych czynnikéow aktywnych (GM-CSF, CXCL10, CCL2, CCL3, IL1p, IL6, IL10) nie
wykazata znamiennych statystycznie roznic pomigdzy hodowlami oligodendrocytéw i
mikrogleju a ich wspothodowlami. W przypadku receptorow CXCR2 i CXCR4, znamienny
wplyw oddziatywan miedzykomorkowych zaobserwowano natomiast we wspothodowlach
oligodendrocytow i astrocytow.

Podsumowujac, przeprowadzone badania maja nowatorski charakter w konteks$cie
opracowania wydajnej metody pozyskiwania i hodowli w warunkach normoksji fizjologicznej
wszystkich trzech gléwnych typéw neonatalnych szczurzych komoérek glejowych.
Zastosowanie pozywek o restrykcyjnym skladzie, wykluczajacych obecno$¢ czynnikéw
mogacych wptywa¢ modulujgco na badane procesy, umozliwia wykorzystanie hodowli do
modelowania in vitro wybranych okoloporodowych stanéw patofizjologicznych. Modele in
vitro mogg stuzy¢ zar6wno do poznania oddzialywan miedzykomorkowych (bezposrednich,
jak 1 parakrynnych), a takze moga znalez¢ zastosowanie w badaniach przedklinicznych do
testowania wpltywu potencjalnych substancji terapeutycznych na komorki glejowe. W
przeprowadzonych badaniach, opisany system hodowli zostat wykorzystany do modelowania
in vitro neonatalnej HI i badania oddziatywan miedzy komorkami glejowymi na sekrecje
wybranych czynnikéw aktywnych, biorgcych udziat w odpowiedzi komorkowej na



zaburzenia lokalnej homeostazy czy obecnos¢ czynnikow patofizjologicznych. Jak wykazano,
w przypadku wybranych czynnikow oraz receptorow komodrkowych, oddzialywania
mi¢dzykomodrkowe maja znamienny wplyw na ich ekspresje. Uzyskane wyniki mogg znalez¢
zastosowanie w opracowywaniu przysztych strategii terapeutycznych do zapobiegania
skutkom asfiksji okotoporodowe;j.



