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1. SANTRAUKA 

 

Miglė Ivanauskaitė „Mikroglijos aktyvumo tyrimas žiurkės kultūrose“ 

Tyrimo tikslas: ištirti ir palyginti mikroglijos ląstelių morfologiją ir savaiminius greitus Ca2+ 

koncentracijos pokyčius, vykstančius mikroglijos ląstelėse, augintose mikroglijos kultūrose normoksijos 

sąlygomis, hipoksijos sąlygomis ir pridėjus rotenono (0,05μM) prieš hipoksijos sąlygų sukėlimą naudojant 

nuo Ca2+ koncentracijos priklausančio fluorescencinio signalo optoregistracijos metodą. 

Uždaviniai: 1. Palyginti morfologiją mikroglijos ląstelių, augintų normoksijos sąlygomis, hipoksijos 

sąlygomis bei taikant rotenoną (0,05μM) prieš hipoksijos sukėlimą. 2. Ištirti mikroglijos ląstelių, augintų 

normoksijos ir hipoksijos sąlygomis, generuojamų greitų, trumpų Ca2+ koncentracijos pokyčių skirtumus. 

3. Nustatyti rotenono (0,05μM) taikymo prieš hipoksijos sąlygų sukėlimą poveikį trumpiems Ca2+ 

mikroglijos ląstelių signalams palyginus juos su signalais ląstelėse augintose hipoksijos sąlygomis be 

rotenono. 

Tyrimo metodika: tirti greiti Ca2+ koncentracijos pokyčiai žiurkių smegenų žievės mikroglijos kultūrų 

ląstelėse, augintose ant plastiko paviršiaus normoksijos, hipoksijos sąlygomis bei paveikiant rotenonu prieš 

sukeliant hipoksiją, naudojant nuo Ca2+ koncentracijos priklausančio fluorescencinio signalo 

optoregistraciją.  

Tyrimo rezultatai: Prieš pridedant rotenono apvalių mikroglijos ląstelių be matomų ataugų buvo 

suskaičiuota daugiausia: 90,3% visų ląstelių normoksijos ir 89,3% hipoksijos sąlygomis, po rotenono 

pridėjimo ir hipoksijos sukėlimo – 69,4%. Hipoksijos sąlygomis augintos ląstelės generavo statistiškai 

patikimai didesnės amplitudės – 20,58±8,99% – trumpus Ca2+ signalus lyginant su normoksija – 

13,63±5,62%. Hipoksijos sąlygos padidino signalų dažnį aktyviose mikroglijos ląstelėse nuo normoksijoje 

stebėtų 0,52 įvykio/min iki 0,76 įvykio/min. Po rotenono pridėjimo į ląstelių auginimo terpę prieš sukeliant 

hipoksijos sąlygas Ca2+ signalų trukmė statistiškai patikimai sumažėjo nuo 4,18±3,67s iki 2,25±1.01s. 

Skaičiuojant vidutinį signalų skaičių, tenkantį vienai ląstelei visų registruotų ląstelių populiacijoje, rotenono 

taikymas prieš hipoksiją dvigubai sumažino vidutinį greitų Ca2+ signalų dažnį nuo 0,3 įvykio/min iki 0,13 

įvykio/min. 

Išvados: mikroglijos ląstelių, augintų normoksijos ir hipoksijos sąlygomis, morfologija reikšmingai 

nesiskyrė, tačiau hipoksijos sąlygomis pridėjus rotenoną pasikeitė aktyvuotos mikroglijos morfologinių 

formų santykis. Hipoksijos atveju lyginant su normoksijos sąlygomis trumpų Ca2+ signalų amplitudė ir 

dažnis buvo didesni. Rotenono pridėjimas prieš sukeliant hipoksiją sumažino Ca2+ koncentracijos savaiminį 

padidėjimą mikroglijos ląstelėse. 
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2. ABSTRACT 

 

Miglė Ivanauskaitė “Analysis of Microglial Activity in Rat Cultures” 

The aim: to analyse and compare the morphology of microglial cells and spontaneous transient changes of 

Ca2+ concentration occuring in microglial cells cultured under normoxic and hypoxic conditions and after 

application of rotenone (0,05μM) before generating hypoxic conditions using Ca2+-sensitive fluorescence. 

Objectives: 1. To compare the morphology of microglial cells cultured under normoxic and hypoxic 

conditions and after application of rotenone (0,05μM) before creating hypoxia. 2. To analyse differences of 

transient Ca2+ concentration changes in microglial cells cultured under normoxic and hypoxic conditions. 

3. To establish the effect of rotenone (0,05μM) application before generating hypoxic conditions on transient 

Ca2+ signals compared to signals generated in cells cultured under hypoxic conditions without rotenone. 

Methods: transient Ca2+ concentration changes were analysed in cell cultures of rat cortical microglia grown 

on cell culture plates under normoxic and hypoxic conditions and after application of rotenone before 

generating hypoxia using Ca2+-sensitive fluorescence. 

Results: Before application of rotenone the majority of microglial cells were round and without distinct 

processes: 90.3% of cells under normoxic conditions and 89.3% under hypoxic conditions, after  application 

of rotenone and hypoxia – 69.4%. Cells cultured under hypoxic conditions generated transient Ca2+ signals 

of significantly larger amplitude (20.58±8.99%) compared to cells cultured under normoxic conditions 

(13.63±5.62). Hypoxic conditions increased the signal frequency in activated microglial cells from 0.52 

event/min observed under normoxic conditions to 0.76 events/min. After application of rotenone to cell 

culture plates before generating hypoxic conditions the signal duration of Ca2+ signals significantly reduced 

from 4.18±3.67s to 2.25±1.01s. After rotenone was applied before generating hypoxia the average frequency 

of transient  Ca2+ signals decreased by two times – from 0.3 event/min to 0.13 event/min.  

Conclusions: the morphology between microglial cells cultured under normoxic and hypoxic conditions 

was not significantly different, however after application of rotenone under hypoxic conditions the ratio of 

morphological forms of activated microglia changed. The signal frequency and amplitude of transient Ca2+ 

signals under hypoxia was larger compared to normoxia. Rotenone applied before generating hypoxia 

reduced spontaneous increase of Ca2+ concentration in microglial cells. 
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3. PADĖKA 

 

Nuoširdi padėka baigiamojo magistro darbo vadovei dr. Natašai Svirskienei už milžinišką pagalbą 

ir patarimus ruošiant šį darbą. Taip pat LSMU MA Neuromokslo instituto Biochemijos laboratorijos 

vadovei prof. Vilmantei Borutaitei ir dr. Silvijai Jankevičiūtei už tyrimo objektą 

 

 

4. INTERESŲ KONFLIKTAS 

 

Interesų konfliktas rengiant baigiamąjį magistro darbą nekilo. 

Tyrimo objekto – žiurkės žievės mikroglijos kultūrų – auginimas ir paruošimas registracijai buvo 

finansuojamas Visuotinės dotacijos projekto Nr. LMT-K-712-01-013 „Smegenų išeminių pažaidų ir 

apsauginių mechanizmų tyrimas: mitochondrijų nespecifinio laidumo pora ir ląstelių žūtis senėjančiose 

smegenyse“ lėšomis, vadovė prof. V.Borutaitė. 

Mokslinis analitinis darbas buvo finansuojamas LSMU Medicinos fakulteto studijų lėšų fondo. 

 

 

5. ETIKOS KOMITETO LEIDIMAS 

 

Bandomųjų gyvūnų naudojimo įmonei: LSMU, Neuromokslų institutas, Neurofiziologijos 

laboratorija (bandomųjų gyvūnų įmonės veterinarinio patvirtinimo numeris: LT-61-19-001) suteiktas 

Valstybinės maisto ir veterinarijos tarnybos leidimas atlikti eksperimentus su gyvūnais (Wistar linijos 

žiurkės) Nr. G2-99. Išduotas 2019-01-09, galioja iki 2020-07-31. 
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6. SANTRUMPOS 

 

ADF – adenozino 5’-difosfatas 

AMPK – adenozino 5-monofosfato aktyvinama kinazė (angl. AMP-activated protein kinase) 

ATF – adenozino 5’-trifosfatas 

CaMKII – nuo kalcio ir kalmodulino priklausoma kinazė (angl. Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase 

II) 

FBS – fetalinis veršelio serumas (angl. fetal bovine serum) 

HEB – hematoencefalinis barjeras 

M1 – klasikiniu keliu aktyvuota mikroglija 

M2 – alternatyviuoju keliu aktyvuota mikroglija 

OGB-AM – ląstelės membranai laidūs Ca2+ jautrūs dažai (angl. Oregon Green 488 BAPTA-1AM) 

PBS – fosfato druskų buferinis tirpalas (angl. phosphate-buffered saline) 

ROS – aktyvios deguonies formos (angl. reactive oxygen species) 
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7. SĄVOKOS 

 

Amiloidas – fibrilinis netirpus patologinis baltymas, kuris kaupiasi organizmo audiniuose. 

Ekscitotoksiškumas – neuronų pažeidimas dėl ekscitatorinių neuromediatorių padidėjimo. 

Lipopolisacharidas – gramneigiamųjų ląstelių membranoje randamas endotoksinas. 

Metabotropinis receptorius – baltymas ląstelės membranoje, kuris perduoda signalą keisdamas citozolio 

fermentų aktyvumą. 

Neuropilis – audinys, esantis tarp neuronų ir sudarytas iš nemielininių skaidulų, puriojo jungiamojo audinio 

su kraujagyslėmis bei neuroglijos. 

Penumbra – smegenų infarktinę sritį supantis plotas, kuriame esantys pažeidimai yra grįžtami. 

Rotenonas – izoflavonas, slopinantis mitochondrijos elektronų transporto I kvėpavimo grandinę. 

Trynio maišas – vienas iš embrioninių apvalkalų, sudarytas iš negemalinės endodermos ir mezodermos, 

kuriame pasirodo pirmosios kraujagyslės ir kraujo ląstelės. 
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8. ĮVADAS 

Mikroglija – tai imuninės ląstelės, randamos centrinėje nervų sistemoje, svarbios smegenų 

funkcijai palaikyti [1]. Šių ląstelių vaidmuo svarbus neurologinių ligų, tokių kaip išeminis insultas, 

patogenezėje, nuo jų aktyvumo priklauso ligų progresavimas bei gijimas [2]. Išemijos metu įvykus 

homeostazės pokyčiui mikroglija aktyvuojasi, pasikeičia jos morfologinė forma. Galimi keli mikroglijos 

fenotipai, nuo kurių priklauso, kokiu poveikiu pasižymės mikroglija – neurotoksišku ar neuroprotekciniu 

[3], o nuo to priklauso ligos išeitys. 

Mikroglijos aktyvumą lemia viduląstelinės Ca2+ koncentracijos padidėjimas, kuris susijęs su 

purinerginių receptorių aktyvacija – iš pažeistų ląstelių išlaisvinti adenozino 5’-trifosfatas ir jo derivatai 

jungiasi prie šių receptorių ir sukelia kalcio jonų atpalaidavimą iš viduląstelinių atsargų. Tyrimų 

duomenimis mikroglijos ląstelės į smegenų audinio ląstelių pažeidimą reaguoja viduląstelinės Ca2+ 

koncentracijos svyravimais [4], todėl mikroglijos aktyvumą galima tirti registruojant Ca2+ koncentraciją 

naudojant kalcio jonams jautrių dažų fluorescencinį vaizdinimą.    

Didėjant sergamumui širdies ir kraujagyslių ligomis bei vyresnio amžiaus žmonių skaičiui 

sergamumo rodikliai cerebrovaskulinėmis ir neurodegeneracinėmis ligomis taip pat kyla, todėl mikroglijos 

aktyvumo tyrimai yra svarbūs norint rasti efektyvią gydymo strategiją, kuo labiau sumažinant komplikacijų 

dažnį. Ilgą laiką tyrimai buvo nukreipti į mikroglijos slopinimą, tačiau vėliau rezultatai parodė, kad nesant 

mikroglijos aktyvumui ligos išeitys yra blogesnės, todėl prieita prie išvados, kad naujas gydymo taikinys 

turėtų būti pusiausvyros tarp mikroglijos fenotipų palaikymas. 

Šiame tyrime nagrinėjome, kaip in vitro skiriasi mikroglijos ląstelių aktyvumas žiurkės ląstelių 

kultūrose esant įprastoms sąlygoms bei įvykus pažeidimui, kuris buvo imituotas ląsteles auginant hipoksijos 

sąlygomis. Taip pat buvo tirta, kaip keitėsi mikroglijos aktyvumas hipoksijos sąlygomis po izoflavono 

rotenono pridėjimo, kurio žinomas blokuojantis poveikis mitochondrijos elektronų transporto grandinės I 

kompleksui gali padėti farmakologinių preparatų paieškai siekiant sumažinti smegenų audinio pažaidas po 

išemijos. 
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9. DARBO TIKSLAS IR UŽDAVINIAI 

Darbo tikslas: ištirti ir palyginti mikroglijos ląstelių morfologiją ir savaiminius greitus Ca2+ koncentracijos 

pokyčius, vykstančius mikroglijos ląstelėse, augintose mikroglijos kultūrose normoksijos sąlygomis, 

hipoksijos sąlygomis ir pridėjus rotenono (0,05μM) prieš hipoksijos sąlygų sukėlimą naudojant nuo Ca2+ 

koncentracijos priklausančio fluorescencinio signalo optoregistracijos metodą. 

Uždaviniai: 

1. Palyginti morfologiją mikroglijos ląstelių, augintų normoksijos sąlygomis, hipoksijos sąlygomis bei 

taikant rotenoną (0,05μM) prieš hipoksijos sukėlimą.  

2. Ištirti mikroglijos ląstelių, augintų normoksijos ir hipoksijos sąlygomis, generuojamų greitų, trumpų Ca2+ 

koncentracijos pokyčių skirtumus. 

3. Nustatyti rotenono (0,05μM) taikymo prieš hipoksijos sąlygų sukėlimą poveikį trumpiems Ca2+ 

mikroglijos ląstelių signalams palyginus juos su signalais ląstelėse augintose hipoksijos sąlygomis be 

rotenono. 
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10. LITERATŪROS APŽVALGA 

Mikroglija – tai smegenyse esančios imuninės ląstelės, svarbios smegenų homeostazei palaikyti. 

Mikroglijos ląstelės yra kilusios iš trynio maišo pirmtakių ląstelių, kurios migruoja į smegenis gestacijos 

metu, diferencijuojasi į mikroglijos ląsteles ir nuolat atsinaujina visą individo gyvenimą. Ankstyvoji 

mikroglija (gestaciniu ir ankstyvuoju pogimdiniu laikotarpiu) pasižymi ląstelių morfologinių formų įvairove 

– nuo mažų apvalių ameboidinių iki ilgų išsišakojusių ląstelių. Jai bręstant ląstelės suformuoja ilgas judrias 

ataugas, kurios apsupa kitas smegenų ląsteles – taip susidaro nepersidengiančios sritys, kuriose mikroglijos 

ląstelės aptinka homeostazės sutrikimus [1]. 

Mikroglijos ląstelės yra itin jautrios mikroaplinkos pokyčiams, kuriuos atpažįsta gaudamos 

aferentinius signalus. Tai gali būti tarpląsteliniame skystyje ištirpusios medžiagos, pavyzdžiui, citokinai, iš 

kitų ląstelių gauti signalai, hematoencefalinio barjero (HEB) pažeidimas, neuromediatorių pusiausvyros 

sutrikimai, nervinio signalo praradimas. Sulaukusi tokių signalų mikroglija reaguoja: sukelia imuninį atsaką 

prieš patogeną, pašalina negyvas ląsteles, nenormalius baltymus, atkuria pažeistas struktūras [5]. Ne mažiau 

svarbi mikroglijos funkcija formuojantis neuronų tinklams. Mikroglijos ląstelės šalina perteklines 

nefunkcionuojančias sinapses, taip pat reguliuoja sinapsių plastiškumą [6]. 

Ilgą laiką mikroglija buvo skirstoma į esančią „ramybės“ būsenoje bei aktyvintą. Įvykus 

homeostazės sutrikimui mikroglija gauna signalus ir aktyvuojasi. Šis procesas gali vykti dviem keliais: 

klasikiniu (M1) ir alternatyviuoju (M2). M1 aktyvacija įvyksta po pažeidimo padidėjus prouždegiminių 

citokinų – naviko nekrozės faktoriaus α, interleukino 1β, superoksido, aktyvių deguonies junginių (ROS) ir 

proteazių [7]. M1 fenotipo mikroglija padidina prouždegiminių citokinų gamybą ir mažina 

priešuždegiminių citokinų gamybą, todėl veikia citotoksiškai, kartu autokrinine reguliacija aktyvina M1 

poliarizaciją [8]. M2 aktyvacija indukuojama paveikus mikrogliją interleukinu 4 ar interleukinu 13 [7]. Po 

M2 aktyvacijos mikroglija gali būti kelių fenotipų – M2a, M2b ar M2c. M2a ląstelės prisideda prie pažeistų 

audinių regeneracijos išskirdamos priešuždegimines ir imuninį atsaką reguliuojančias molekules. M2b/c 

ląstelės sudaro deaktyvuojantį prouždegiminę mikrogliją fenotipą ir taip pat gamina priešuždegimines 

medžiagas [8]. „Ramybės“ būsenos mikroglija laikytos nepažeistose smegenyse esančios ląstelės, kurioms 

būdingas nedidelis ląstelės kūnas ir ilgos šakotos ataugos, kurios šioje būsenoje nuolat juda ir stebi ląstelės 

mikroaplinkos pokyčius, todėl būtų neteisinga manyti, jog ląstelės nėra aktyvios [9-10]. Dėl šios priežasties 

ši ląstelių populiacija pradėta vadinti „stebinčiąja“ [10] arba priskirti M2 fenotipui [8-9]. M1 mikroglija 

įprastai yra pirmosios ląstelės, kurios sureaguoja į pažeidimą ir infekciją bei sukelia patogenų žūtį. Dėl 

išskiriamų prouždegiminių molekulių šios ląstelės taip pat veikia neurotoksiškai, todėl dažnai sukuriamas 



11 
 

ydingas ratas tarp neuronų pažeidimo ir ūmaus uždegimo. Po klasikinės aktyvacijos reikalingas audinių 

atkūrimas ir priešuždegiminis poveikis, todėl įvyksta M2 aktyvacija [7]. Aiškėja, kad mikroglijos atsakas 

yra heterogeniškas: esant skirtingoms patologijoms mikroglijos aktyvacija ir atsakas į pažeidimą skiriasi, 

jie taip pat keičiasi patologinio proceso eigoje, todėl M1/M2 paradigmos aktyvios mikroglijos funkcijoms 

paaiškinti nepakanka [6, 11]. Neaišku, ar skirtingus atsakus lemia skirtingi ląstelių subtipai ar besikeičiantis 

M1 ir M2 mikroglijos santykis pažeidimo vietoje [9].  

Mikroglija svarbi ne tik normaliai smegenų funkcijai palaikyti, tačiau dalyvauja ir įvairių 

neurologinių ligų patogenezėje. Po ūmaus centrinės nervų sistemos pažeidimo mikroglija veikia kaip 

imuninės sistemos dalis. Beveik visų patologijų progresavimas ir gijimas priklauso nuo mikroglijos 

aktyvumo. Po ūmaus smegenų pažeidimo, pavyzdžiui, insulto, trauminio smegenų pažeidimo, 

subarachnoidinės ar intracerebrinės kraujosruvos prasideda sudėtingi neurocheminiai procesai, dėl 

hipoperfuzijos sutrinka ląstelių energijos gamyba. Hipoperfuzija lemia hipoksiją, kuri sukelia 

ekscitotoksiškumą, oksidacinį stresą, HEB pralaidumą, mikrovaskulinius pažeidimus, hemostatinę 

aktyvaciją, išemijos sukeltą uždegimą ir galiausiai ląstelių žūtį. Visi šie procesai prisideda prie išeminės 

aplinkos pokyčių, kurie sukelia mikroglijos aktyvumo pasikeitimus  [2]. 

Atsiradus vizualizacijos technikai, tokiai kaip pozitronų emisijos tomografija ir magnetinio 

rezonanso tyrimas, įmanoma stebėti išeminio insulto sukeltus mikroglijos pokyčius žmogaus organizme. 

Atliktų klinikinių studijų duomenimis mikroglija yra aktyvuota  ūmioje, poūmėje bei sveikimo fazėse. 

Mikroglijos aktyvumas jau gali būti stebimas praėjus 24-48 val. nuo smegenų išemijos, didžiausias 

aktyvumas fiksuojamas išemijos paveiktos srities branduolyje ir bėgant laikui plinta į periinfarktinę zoną 

[12]. Infarkto zonoje mikroglijos aktyvacija prasideda praėjus valandoms po insulto ir per kelias dienas 

aktyvi mikroglija tampa fagocitais. Jau po 48-73 val. nuo pažeidimo mikroglijos populiacija pasižymi 

proliferaciniu aktyvumu. Aktyvuojama ne tik pažeidimo vietoje esanti mikroglija, stebima, kad įvyksta 

didelė mikroglijos infiltracija į pažeidimo vietą, kuri piką pasiekia praėjus 48-72 val. nuo pažeidimo [13]. 

Išeminės zonos periferijoje mikroglija aktyvi išlieka ilgiau nei branduolyje – 14 savaičių. Tyrimų 

duomenimis, aktyvuota mikroglija infarkto zonoje neigiamai koreliuoja su klinikinėmis išeitimis, bet 

periferijoje aktyvuota mikroglija turi teigiamą koreliaciją su klinikinėmis išeitimis. Įvairiuose tyrimuose 

mikroglijos aktyvumas infarkto ir periinfarktinėje zonose skiriasi dėl skirtingų pacientų charakteristikų. Kad 

būtų galima gauti daugiau patikimų duomenų apie mikroglijos atsako pokyčius laike ir vietoje, reikia ištirti 

daugiau žmonių [12]. 
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Mikroglijos aktyvacija įvykus išeminiam insultui buvo plačiai tirta naudojant gyvūnų modelius. 

Atsakydama į patologinius signalus mikroglija gali keisti ataugų judėjimą ir morfologinę formą. Ląstelės 

gali tiksliai judėti link pažeistos vietos sutraukdamos arba ištiesdamos ataugas. Ataugų judėjimas labai 

priklauso nuo vietinės kraujotakos, kurios svyravimams mikroglija yra itin jautri: sumažėjęs atitekančio 

kraujo kiekis ryškiai sumažina ataugų judrumą [3]. Aktino polimerizacija, lemianti mikroglijos ląstelių 

formos pokyčius, yra stipriai susijusi su adenozino 5’-trifosfato (ATF)/adenozino 5’-difosfato (ADF) 

pasiekiamumu, todėl esant hipoksijai, dėl kurios sumažėja ATF/ADF gamyba, mikroglijos morfologinė 

forma pasikeičia [2]. Po išemijos mikroglijos ląstelės yra linkusios sutraukti ataugas taip sumažindamos 

bendrą ląstelės ilgį ir ataugų skaičių, jos tampa ameboidinės formos. Mikroglija gali įgyti daug morfologinių 

formų: nuo itin šakotos su plonomis ataugomis iki hipertrofavusios ir apvalios be ataugų. Tarp šių 

kraštutinumų yra formų įvairovė, kuri siejama su mikroglijos funkcija ir gali atspindėti išemijos sunkumą. 

Praeinanti išemija sukelia tik vidutinį ataugų ilgio ir skaičiaus sumažėjimą ir šis procesas gali būti grįžtamas 

atkūrus kraujotaką. Tuo tarpu ryški išemija sukelia visišką ataugų išnykimą ir ląstelės įgyja ameboidinę 

formą [2-3, 12]. Mikroglijos aktyvacija taip pat priklauso nuo pažeidimo vietos. Esant židininei smegenų 

išemijai dryžuotajame kūne mikroglijos ataugų padaugėja, o žievėje – sumažėja [3, 14]. Mikrogliozė 

pažeidimo vietoje gali būti suskirstyta į tris zonas: branduolio, akumuliacijos ir kraštinę. Skirtingose zonose 

mikroglijos ląstelės pasižymi skirtingomis formomis. Šakota mikroglija lokalizuojasi žievinėje srityje, kur 

kraujotaka yra normali, žvaigždės formos mikroglija su trumpomis storomis ataugomis randama kraštinėje 

srityje, o ameboidinės formos ląstelės su hipertrofiniais kūnais stebimos akumuliacijos ir branduolio zonose. 

Dėl šio skirtingų morfologinių formų išsidėstymo periinfarktinėje srityje, manoma, kad morfologinė 

transformacija gali atspindėti mikroglijos funkcijos perėjimą ir skirtingi morfologiniai fenotipai gali rodyti 

skirtingą patologinę išeminio audinio būklę [3, 12]. 

Mikroglija yra pirmosios ląstelės, kurios aktyvuojasi po ūmaus smegenų pažeidimo ir pasižymi 

fagocitine funkcija. Manoma, jog šį procesą lemia poreikis fagocituoti pažeistas ląsteles taip mažinant 

uždegimą. Kita vertus, fagocitozė taip pat gali prisidėti prie neuronų netekties po išemijos. Pavyzdžiui, 

manoma, kad mikroglija gali pašalinti gyvybingus neuronus išeminėje penumbros zonoje. Neuronai, 

kuriuos dar būtų galima išgelbėti, siunčia mikroglijai signalus, kurie skatina fagocitozę ir taip didina 

smegenų pažeidimą. Jei kraujotaka nėra greitai atkuriama ir išeminė pažaida didėja, pažeisti neuronai 

išskiria su pažaida susijusius baltymus, kurie sukelia prouždegiminių medžiagų sekreciją ir ROS gamybą 

[15]. 

Sveikose smegenyse mikroglijos ląstelių skaičius lieka daugmaž pastovus ir tik nedidelė ląstelių 

dalis dalijasi. Tačiau atsiradus išemijai mikroglija greitai aktyvuojasi ir ima aktyviai proliferuoti [3]. Šis 
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procesas prasideda praėjus 72 valandoms nuo židininės smegenų išemijos pelių modeliuose. Proliferacijos 

aktyvumas siejamas su išemijos sunkumu: esant praeinančiai išemijai proliferacija aiškiai stebima po 30 

min., tačiau praėjus valandai nuo išemijos pradžios proliferacija nėra aktyvi [9]. Taip pat skiriasi ir 

mikroglijos jautrumas išemijai įvairiose smegenų vietose. Po praeinančios išemijos didelis mikroglijos 

pagausėjimas stebimas hipokampo CA1 regione, tačiau smegenų žievėje proliferacija nėra ryški. Po 

židininės išemijos proliferacija vyksta daugiausiai akumuliacijos zonoje, kur yra didžiausias mikroglijos 

ląstelių tankis, vis didėjantis pirmąją savaitę po insulto [3, 14]. 

Mikroglijos poliarizacija gali padidinti pažaidą arba atvirkščiai – paskatinti audinių gijimą, tai 

priklauso nuo pažeidimo sunkumo, audinių senėjimo ir mikroaplinkos. Manoma, kad išemija sukelia 

mikroglijos pažeidimą infarkto branduolyje ankstyvoje fazėje, todėl periinfarktinėje zonoje (žievėje ir 

dryžuotajame kūne) vyksta dinaminė mikroglijos poliarizacija ir M2 mikroglija migruoja į pažeistą sritį per 

pirmą savaitę, vėliau mikroglijos ląstelių kiekis sumažėja, o M1 mikroglijos padaugėja per pirmas dvi 

savaites. Mikroglija dinamiškai reaguoja į išeminį insultą kaip ankstyvas priešuždegiminis M2 fenotipas, 

kuris vėliau pasikeičia į prouždegiminį M1 fenotipą. Stiprus išeminis pažeidimas branduolyje, ypač esant 

išemijos paveiktiems neuronams, gali sukelti mikroglijos virtimą M1 fenotipu ar žūtį [12, 14]. Atlikti 

tyrimai, kurių tikslas buvo slopinti ar pašalinti mikrogliją, pasižymėjo skirtingais rezultatais. Kai kurių 

duomenimis, mikroglijos aktyvacija įvykus išeminiam insultui yra toksiška, tačiau kitų tyrimų duomenys 

parodė, kad aktyvi mikroglija veikia neuroprotekciškai, nes mikroglijos pašalinimas padidino išeminę 

pažaidą. Mikroglijos aktyvacija ne tik prisideda prie patologinių mechanizmų, bet taip pat prie audinių 

atstatymo, manoma, kad skirtingi fenotipai svarbūs skirtingiems patologijų aspektams. Atliktuose tyrimuose 

pridedant M1 ar M2 mikroglijos ląstelių į smegenų pjūvius, iš kurių mikroaplinkos buvo pašalintas deguonis 

bei gliukozė, buvo rasta, kad M1 žalinga neuronams, o M2 pasižymėjo neuroprotekcija ir sumažino neuronų 

žūtį hipokampo CA3 ir CA1 regionuose. Mikroglijos aktyvumo slopinimą kaip siektiną gydymo taikinį 

greičiausiai turėtų pakeisti pusiausvyros tarp skirtingų aktyvios mikroglijos fenotipų palaikymas.[3, 12, 16-

17]. 

Aprašytos mikroglijos funkcijos susijusios su ląstelės viduje esančių Ca2+ jonų koncentracijos 

padidėjimu. Kaip daugelyje nedirglių ląstelių, taip ir mikroglijoje signalo perdavimas priklauso nuo 

intraląstelinės Ca2+ jonų koncentracijos pokyčių [4, 18]. Ląstelėse randamos dvi dinaminės kalcio jonų 

talpyklos: endoplazminis tinklas ir mitochondrijos. Pagrindinis kelias, kuriuo susiformuoja Ca2+ jonų 

koncentracijos ląstelės viduje padidėjimas, yra susijęs su inozitoltrifosfato receptoriais, kurie yra 

intraląstelinės signalinės kaskados dalis. Ši kaskada prasideda nuo su G baltymu susijusių metabotropinių 

receptorių, kurie aktyvuoja fosfolipazę C. Aktyvuotas šis fermentas produkuoja du intraląstelinius antrinius 
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signalo pernešėjus – diacilglicerolį ir inozitoltrifosfatą. Pastarasis aktyvuoja inozitoltrifosfato receptorius, 

esančius endoplazminiame tinkle, taip sukeldamas kalcio jonų atpalaidavimą ir viduląstelinės Ca2+ 

koncentracijos padidėjimą. Endoplazminiame tinkle esančios kalcio jonų atsargos yra ribotos, joms 

pasibaigus atsidaro plazmaleminiai Ca2+ kanalai, kurie reguliuoja nuo intraląstelinės koncentracijos 

priklausomą jonų judėjimą. Šis nuo atsargų priklausomas kalcio judėjimas sukelia ilgai trunkantį kalcio 

koncentracijos stabilizavimąsi, o tai sukelia ilgalaikę aktyvaciją po stiprios metabotropinių receptorių 

stimuliacijos [19-21]. 

Mikroglijos ląstelių paviršiuje yra įvairių receptorių. Vieni iš jų yra P2 receptoriai, prie kurių 

jungiasi ATF ir jo derivatai. Mikroglija ekspresuoja dvi šių receptorių subklases: jonotropinius P2X ir 

metabotropinius P2Y. P2X receptorių aktyvacija sukelia kalcio ir natrio jonų pritekėjimą iš ekstraląstelinės 

erdvės ir kalio ląstelių ištekėjimą per neselektyvius katijoninius kanalus, esančius ląstelės membranoje. 

Daugumos P2Y receptorių stimuliacija susijusi su inozitoltrifosfato reguliuojamu Ca2+ jonų atpalaidavimu 

iš viduląstelinių atsargų [17]. Atliktame tyrime su ATF ir ADF nukleotidais nustatyta, kad tarpląstelinės 

kalcio bangos nepriklausė nuo ekstraląstelinės Ca2+ jonų koncentracijos, o nuo inozitoltrifosfato 

priklausomo intraląstelinėse talpyklose esančio kalcio atpalaidavimo, todėl galima manyti, kad ATF 

aktyvuoja metabotropinius P2Y receptorius [22]. Kito tyrimo metu mikroglijos ląsteles tiesiogiai paveikus 

ATF, buvo registruoti kalcio jonų koncentracijos svyravimai [23]. Šie tyrimai rodo, kad intraląsteliniai 

kalcio jonų signalai priklauso nuo metabotropinių receptorių aktyvacijos. 

Manoma, kad somatiniai kalcio jonų signalai stebinčiai mikroglijai in vivo nėra reikalingi ir 

pasitaiko retai, taip pat nepriklauso nuo astrocitų bei neuronų aktyvumo. Tiriant „stebinčiosios“ mikroglijos 

ląsteles žievėje pastebėta, kad tik 20% ląstelių fiksuoti Ca2+ svyravimai per 15 min. laiko tarpą, skirtingai 

nei šalia buvusiuose astrocituose. Net ir buvus aktyviai neuronų veiklai kalcio jonų koncentracijos 

svyravimai buvo reti. Tačiau in vitro tirta mikroglijos kultūra pasižymėjo spontaniškais kalcio jonų signalų 

svyravimais, kurie buvo sukelti ATF atpalaidavusių astrocitų [17, 23]. 

Nors spontaniški signalai stebinčioje mikroglijoje yra reti, šios ląstelės į pažeidimą jų 

mikroaplinkoje sureaguoja kalcio koncentracijos svyravimais. Lazeriu paveikus mažą (∼15 μm skersmens) 

smegenų audinio plotą jį supanti mikroglija pasižymėjo dideliais Ca2+ svyravimais. Toliau nuo pažeidimo 

vietos buvusi mikroglija neatsakė į pažeidimą [17]. Kitame tyrime neurono pažeidimas taip pat sukėlė kalcio 

jonų koncentracijos svyravimus, kurie nebuvo stebimi pipetę su žalojančia medžiaga pastūmus į neuropilį 

neliečiant neurono. Į pažeidimą sureagavo tik šalia pažeisto neurono esanti mikroglija [23].  
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Organizmui senėjant mikroglijos ląstelės patiria morfologinių ir funkcinių pokyčių. Atliktame 

tyrime buvo aptikti du senstančios mikroglijos fenotipai. Pirmasis, reaktyvus, pasižymi spontaniniais 

intraląsteliniais kalcio signalais, dėl kurių neadekvačiai reaguoja į mažus ląstelių ar audinių pažeidimus jų 

mikroaplinkoje. Šis fenotipas buvo būdingas vidutinio amžiaus pelėms. Antras fenotipas, rastas senose 

pelėse, gali būti laikomas disfunkciniu. Jam būdinga bendra mikroglijos hiperaktyvacija, išnykę 

spontaniniai ir sukelti kalcio jonų signalai, taip pat būdingi greiti, bet nekoordinuoti ataugų judesiai [24]. 

Senstant dvigubai padidėja somatinių Ca2+ signalų dažnis, kuris dar labiau skatinamas esant amiloido 

atsidėjimui. Manoma, kad koncentracijos svyravimai neatsiranda spontaniškai, o greičiau yra sukeliami 

mažų pažeidimų šalia esančiose ląstelėse ar audiniuose. Šios pažaidos gali būti itin dažnos šalia amiloido 

plokštelių, ką pagrįstų su plokštelėmis susijusios mikroglijos hiperaktyvumas [25]. Panašiai spontaniškai 

aktyvios mikroglijos padidėjo pelės modelyje su ūmiu periferiniu uždegimu, sukeltu poodinės bakterinio 

lipopolisacharido injekcijos [26-27]. Pelių modeliuose su amiloido atsidėjimu spontaniniai mikroglijos 

svyravimai nebuvo paveikti astrocitų ar neuronų veiklos, bet selektyvus neuronų nutildymas padidino 

svyravimus mikroglijoje su plokštelėmis. Tai rodo, kad sveikai neuroglijai neuronų aktyvumas veikia kaip 

„OFF“ signalas [25-26]. 
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11. TYRIMO METODIKA IR METODAI 

Tyrimuose buvo naudojamos žiurkių smegenų žievės mikroglijos kultūros, augintos ant plastiko 

paviršiaus. Kultūrų auginimas bei paruošimas fluorescencijos vaizdinimui buvo atliktas Neuromokslų 

instituto Biochemijos laboratorijoje. Biochemijos laboratorijoje, vadovaujant prof. Vilmantei Borutaitei, 

kultūrų skyrimą, auginimą ir dažymą atliko dr. Silvija Jankevičiūtė. 

Mikroglijos kultūrų ląstelių vidinės besikeičiančios laike Ca2+ koncentracijos matavimui buvo 

parinktas priklausančio nuo Ca2+ koncentracijos fluorescencinio signalo matavimo metodas. Kadangi 

mikroglijos ląstelės nėra elektriškai aktyvios, jų generuojamų Ca2+ signalų negalima išmatuoti naudojant 

įprastus elektrofiziologinius metodus, tokius kaip, pavyzdžiui, registracija prisiurbiamais arba aštriais 

elektrodais. Fluorescencinio nuo Ca2+ koncentracijos priklausančio signalo optoregistracija yra neinvazinis 

metodas, todėl minimizuoja ląstelių pažeidimus. Dar vienas metodo privalumas – registracijos metų 

fiksuojami ne vienos, o kelių dešimčių kultūros ląstelių atsakai, kas leidžia greičiau surinkti statistinius 

duomenis, todėl eksperimentuose sunaudojama mažiau laboratorinių gyvūnų. Metodo apribojimas: 

optoregistracijos metodas geriausiai tinka „plokščių“, ant stiklo ar plastiko paviršiaus augintų kultūrų 

tyrimams. Tačiau, mikroglijos kultūros tyrimo atžvilgiu šis metodas yra tinkamiausias, nes mikroglijos 

kultūrų ląstelės yra pavienės, retai susirenka į klasterius. 

 

11.1 Pirminės grynos mikroglijos ląstelių kultūrų paruošimas bei 

auginimas 

Mikroglijos ląstelių kultūros išskyrimui buvo naudojama 5-7 dienų abiejų lyčių Wistar veislės 

žiurkių jauniklių galvos smegenų žievė. Skyrimo procedūra atlikta sterilioje aplinkoje (laminaras 

HERASAFE KS), naudojant sterilius įrankius. Skalpeliu atskirta smegenų žievė nuo likusių smegenų dalių 

buvo perkeliama į Petri lėkštelę su fosfato druskų buferiniu tirpalu (PBS) tirpalu (4°C), papildytu 1% 

antibiotiko penicilino-streptomicino ir gliukozės (13 mM) tirpalais. Pincetu buvo pašalintos matomos 

kraujagyslės ir smegenų dangalai, smegenų žievė perkelta į naują Petri lėkštelę su PBS tirpalu (4°C). 

Išpreparuota smegenų žievė skalpeliu buvo supjaustyta į mažus gabalėlius, perkelta į mėgintuvėlį su steriliu 

Verseno tirpalu (1:5000, Gibco) ir inkubuojama 5 min. ląstelių auginimo inkubatoriuje, kas minutę švelniai 

pavartant. Po inkubacijos su automatine pipete 5-6 kartus buvo vykdoma smegenų žievės gabalėlių 

resuspendacija Verseno tirpale. Resuspenduoti žievės gabaliukai perkelti į sterilų mėgintuvėlį su nauja 
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mikroglijos ląstelių augimo terpe (37 °C) DMEM GlutaMAX (angl. Dulbecco's Modified Eagle Medium, 

Gibco), papildyta 0,1 % antibiotiko penicilino-streptomicino tirpalu ir 10 % fetaliniu veršelio serumu (FBS). 

Ląstelės centrifuguotos (centrifuga Eppendorf 5810 R) 290xg, 5 min. kambario temperatūroje. Po 

centrifugavimo supernatantas buvo pašalintas, o nusėdusios ląstelės užpiltos nauja mikroglijos ląstelių 

augimo terpe. Ląstelių suspensija filtruota pro 100 μm ir 40 μm porų dydžio filtrus. Prafiltruota ląstelių 

suspensija buvo užsėjama į 75 cm2 ląstelių auginimo flakonus, padengtus 0,001% polilizino (angl. poly-

(L)-lysine) tirpalu. Po 24 val. buvo pakeista ląstelių augimo terpė į šviežią ir toliau buvo keičiama kas 48 

val., pašalinus pusę senos terpės į šviežią terpę. Ląstelės buvo inkubuojamos 7-10 parų ląstelių auginimo 

inkubatoriuje (HERACELL 150i) ir vėliau naudojamos eksperimentiniams tyrimams [28]. 

Eksperimentiniams tyrimams mikroglijos ląstelės buvo atkeliamos mechaniškai purtant ir sėjamos 

100000 ląst./mL tankiu. Naudotos pirminės mikroglijos ląstelių kultūros grynumas ‒ mikroglijos ląstelės ≥ 

85%. 

Eksperimentiniai modeliai: 

Normoksija 

Normoksinėmis sąlygomis tyrime laikyta, kai pirminė mikroglijos ląstelių kultūra 24 val. buvo 

inkubuojama ląstelių auginimo inkubatoriuje (37 °C, 5% CO2). Normoksinėmis sąlygomis inkubuotos 

ląstelės buvo vertinamos kaip kontrolinė grupė. 

Hipoksija 

Siekiant in vitro modeliuoti išemines sąlygas, kurioms būdingas deguonies trūkumas, smegenų 

mikroglijos ląstelių kultūroms buvo sukeliama simuliuota išemija (hipoksija), ląsteles inkubuojant 24 val. 

hipoksinėje kameroje (93% N2, 5% CO2, 2% O2; 37°C), terpėje nesant 2-deoksigliukozei (2-Deoxy-D-

glucose, 2DG, 10mM). 

 

11.2 Kultūrų paruošimas optiniam fluorescencijos matavimui 

Ca2+ koncentracijos kitimo matavimas mikroglijos kultūrų ląstelėse buvo atliekamas nudažius 

ląsteles membranai laidžiais Ca2+ jautriais dažais (OGB-AM, Oregon Green 488 BAPTA-1AM, Invitrogen). 

Tam tikslui į kultūrų augimo terpę buvo pridedama 2µM OGB-AM ir kultūra su dažais inkubuojama 10 

min. Nepatekusio į ląsteles Ca2+ jautrių dažų likučių pašalinimui iš kultūrų augimo terpės ji keičiama nauja 

terpe ir prieš atliekant optinį registravimą ląstelės dar kartą buvo inkubuojamos (37 °C, 5% CO2) 10 min. 
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11.3 Optinis nuo Ca2+ koncentracijos priklausančios fluorescencijos 

intensyvumo matavimas 

 

1 pav. Eksperimento schema ir duomenų analizės eiga 

Mikroglijos kultūros, išaugintos šešių šulinėlių plastikinėje kultūrų auginimui skirtoje kasetėje, 

Ca2+ signalo optoregistracijos metu buvo laikomos ant termostatinio pado, palaikiusio pastovią 36-37ºC  

temperatūrą. Nuo Ca2+ priklausančio fluorescencinio signalo registravimas buvo atliktas aukštos raiškos 

(5,5 megapikselių) greitaveike (iki 1000 kadrų per sekundę) sCMOS vaizdo kamera (Neo, Andor). 

Fluorescenciniai vaizdai buvo gauti apšvietus mikroglijos kultūras didelės galios 480 nm bangos ilgio 

šviesos diodų lempa, šviesą praleidžiant per U-MWIBA3  510-550 nm bangos ilgio filtrą ir vaizdinti 

naudojant  Solis (Andor) programinę įrangą. Eksperimentai buvo atliekami tamsioje kameroje eliminuojant 

bet kokius pašalinius foninius šviesos signalus. Vaizdų registracijos įrašo trukmė – 300s, signalų 

registravimo dažnis – 2 Hz.  Ląstelių apšvietimo intensyvumas buvo parinktas taip, kad gautume geros 

kokybės fluorescencinius vaizdus, bet nesukeltume mikroglijos ląstelių pažeidimo, kuris pasireiškia 

fluorescencinio signalo sumažėjimu pakartotinos registracijos metu. Gautų nuo Ca2+ koncentracijos 

priklausančių fluorescencinių vaizdų  analizė buvo atlikta naudojant Neurofiziologijos laboratorijoje atviro 

kodo Scipy paketo pagrindu parašytas programas. 
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11.4 Gautų optinių vaizdų analizavimo metodika  

A.              C. 

B. 

 

2 pav. Optinių vaizdų analizės žingsniai. A. Ląstelių aktyvumo sukelti fluorescenciniai signalai 

(vidurkis fotonais) turėjo viršyti fluorescencijos vidurkį daugiau nei 5%. B. Signalo amplitudė virš 

vidurkio (fotonais). Signalų amplitudės turėjo būti bent 4 kartus didesnės negu fluorescencijos 

standartinis nuokrypis. C. Išskirtų signalų kitimas laike (fotonais), gretimų taškų signalai buvo 

sumuojami triukšmams sumažinti. 

 

Mikroglijos ląstelių kultūrų su OGB-AM dažais fluorescenciniai nuo Ca2+ koncentracijos 

priklausantys signalai buvo registruojami 2560x1000 taškų plote, kur 4x4 taškų signalai buvo sumuojami 

signalo triukšmingumui sumažinti; tokiu būdu gautas 640x250 taškų vaizdas tolimesnei analizei. Vaizdų 

registravimo dažnis – 2 Hz, registravimo laiko trukmė – 300s. Dėl didelio taškų kiekio buvo atliekama 

pirminė fluorescencijos signalo (2 pav. A) analizė, leidžianti išskirti tuos taškus, kuriuose buvo stebėtas 

fluorescencijos signalo kitimas laike. Kadangi triukšmingas fluorescencijos signalas atsitiktinai formuodavo 

laike kintančius „pikus“, išskiriamas prasmingas signalas turėjo atitikti keletą sąlygų: 1. Taške registruoto 

signalo amplitudės maksimumas turėjo būti bent 3% didesnis už foninės fluorescencijos vidurkį; 2. Kadangi 

fluorescencijos intensyvumai skirtingose registruotose ląstelėse būna skirtingi, prasmingo signalo 

amplitudės vertė turėjo būti didesnė už 4 fluorescencijos standartinius nuokrypius (2 pav. B). Taikytas 

standartinis nuokrypis randamas naudojant tašką su mažiausiu signalo kintamumu, vidurkyje tai sudarydavo 

apie 60 fotonų, tada registruojamo prasmingo fluorescencinio signalo amplitudė turėjo būti apytiksliai 240 

fotonų didesnė už vidurkį; 3. Kadangi mikroglijos ląstelės vaizdas apimdavo apytiksliai 15x15  taškų plotą, 
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atsitiktiniai signalai iš vienetinių taškų, kai gretimuose taškuose signalo kitimas nebuvo nustatomas, buvo 

atmetami, o kitų taškų signalai buvo pridedami vidurkiui skaičiuoti (2 pav. C). 4. Lėto fluorescencinio 

signalo gesimo laike dėl dažų išblukimo panaikinimui atrinktiems signalams buvo taikomas paprasto 

santykio metodas. Šioje procedūroje buvo skaičiuojama vidutinė gęstančios fluorescencijos vertė srityse už 

detektuotų ląstelių ribų. Lyginant pradinę šio signalo vertę su tam tikro laiko momento fluorescencijos verte 

buvo nustatoma, kiek kartų sumažėjo signalas per duotą laiką. Signalo vertė ląstelėse buvo padauginama iš 

šio santykio kiekvienam laiko momentui tam, kad panaikintume blukimo efektą. 

Palyginimui fluorescencijos signalai taip pat buvo ieškomi naudojant atviro kodo ImageJ (FiJi 

rinkinys) programą.   

Fluorescencinių signalų statistinė analizė buvo atlikta naudojant funkcijas iš SciPy atviro kodo 

paketo. Duomenų pasiskirstymo normališkumas buvo įvertinamas D’Agostino ir Pearson’o normališkumo 

testais. Skirtumams tarp duomenų vidurkių statistiniam patikimumui įvertinti buvo naudojamas Stjudento 

t-testas normaliai pasiskirsčiusiems duomenims. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



21 
 

12. REZULTATAI IR JŲ APTARIMAS 

Naudojant nuo Ca2+ koncentracijos priklausančios fluorescencijos optinės registracijos metodą, 

buvo tirtos žiurkės žievės mikroglijos 9 dienų amžiaus kultūros, augintos ant plastiko paviršiaus 

normoksijos ir hipoksijos sąlygomis. Buvo ištirta 6 normoksijos sąlygomis augintos mikroglijos kultūros 

(aktyvių ląstelių skaičius – 80) bei 6 hipoksijos sąlygomis augintos mikroglijos kultūros (aktyvių ląstelių 

skaičius – 87). Mikroglijos ląstelės, augintos kaip normoksijos, taip ir hipoksijos sąlygomis, generavo dviejų 

tipų Ca2+ signalus: ilgas lėtas Ca2+ bangas (nuo kelių minučių ir ilgesnės trukmės) (4 pav., punktyrinės 

rodyklės), bei trumpus Ca2+ kelių sekundžių trukmės impulsus, su gerai išreikšta signalo maksimumo 

viršūne bei su greitu gesimu (4 pav, ištisinės rodyklės). Panašaus pobūdžio trumpi greiti mikroglijos signalai 

buvo fiksuoti darbuose su žiurkėmis in vivo ir sietini su mikroglijos ląstelių fagocitiniu funkciniu atsaku į 

aplinkinių audinių pažeidimus [23], todėl savo tyrimuose apsiribojame šių, mikroglijos funkciją 

atspindinčių Ca2+ signalų analize.  

Analizuojant trumpus, nuo Ca2+ koncentracijos pasikeitimo mikroglijos ląstelėse priklausančius 

fluorescencijos signalus buvo matuojami tokie jų parametrai: 1. Signalo intensyvumui apibūdinti buvo 

naudota santykinė Ca2+ signalo amplitude (%), kurią gavome padalinę absoliučią Ca2+ signalo amplitudę, 

išmatuotą nuo impulso kilimo pradžios iki viršūnės ir išreikštą sutartiniais vienetais (fotonais), iš 

fluorescencinio signalo intensyvumo (fotonais) vertės prieš kilimo pradžią. Šis parametras, skirtingai nuo 

absoliučios amplitudės, nepriklauso nuo skirtinguose eksperimentuose galimai nevienodo patekusio į 

ląsteles dažų kiekio, todėl leidžia tarpusavyje lyginti skirtingų mikroglijos ląstelių kultūrų signalo 

pasikeitimo intensyvumą. 2. Signalo trukmė, išmatuota impulso pusės amplitudės lygyje (s). 3. Trumpų 

spontaniškai atsirandančių Ca2+ koncentracijos pasikeitimo įvykių skaičius per minutę. Jeigu registravimo 

laiko bėgyje (300s) mikroglijos ląstelė demonstravo keletą greitų Ca2+ impulsų, buvo matuojami ir 

analizuojami didžiausios santykinės amplitudės signalo parametrai. Tam, kad atskirtume ląstelėse 

generuojamus signalus nuo atsitiktinių fluorescencijos pokyčių, į statistinę analizę buvo įtraukti parametrai 

tik tų Ca2+ koncentracijos pasikeitimo signalų, kurių santykinė amplitudė viršijo 5%. 

1. Buvo atliktas mikroglijos kultūrų ląstelių, augintų normoksijos ir hipoksijos sąlygomis, 

morfologinių vaizdų palyginimas. Tam tikslui prieš matuojant nuo Ca2+ koncentracijos pasikeitimo 

priklausantį fluorescencinį signalą buvo darytos kultūrų šviesinės nuotraukos (3 pav., A, B) naudojant 40 

kartų didinantį mikroskopo (Olympus, Japonija) imersinį objektyvą. Buvo atliktas skirtingų morfologinių 

formų mikroglijos ląstelių skaičiavimas registruojamuose kultūrų plotuose ir jų klasifikavimas pagal del 

Rio-Hortega metodiką [19]: a) ramifikuoto tipo neaktyvios mikroglijos ląstelių (mažas kūnas, ilgos plonos 
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ataugos) buvo aptikta tik 1,9% visų tiriamų ląstelių skaičiaus normoksijos sąlygomis augintose kultūrose ir 

1,3% visų registruotų ląstelių skaičiaus po mikroglijos kultūrų laikymo hipoksijos sąlygomis; b) 

pereinamojo etapo nuo ramifikuotos į fagocitozės būsenos pradinę formą (padidėjęs kūnas, sustorėjusios 

trumpos ataugos) ląstelių buvo aptikta 2,3% normoksijos ir 3,8% hipoksijos atvejų; c) verpstės formos 

aktyvių fagocituojančių mikroglijos ląstelių santykis buvo atitinkamai 5,5% normoksijos ir 5,6% hipoksijos 

auginimo sąlygomis; d) apvalių mikroglijos ląstelių be matomų ataugų buvo suskaičiuota daugiausia: 90,3% 

visų ląstelių normoksijos ir 89,3% hipoksijos sąlygomis. 

A.               B. 

 

 

 

 

 

           C. 

3 pav. Mikroglijos kultūrų švesinės nuotraukos (x40): A. 9 dienų žiurkės smegenų žievės 

mikroglijos kultūra, auginta normoksijos sąlygomis; B.  9 dienų žiurkės smegenų žievės mikroglijos 

kultūra, auginta hipoksijos sąlygomis. Ląstelių morfologiniai skirtumai A ir B nežymūs: ir 

normoksijos, ir hipoksijos atveju dominuoja apvalių, be ataugų mikroglijos ląstelių morfologinė forma. 

C. 9 dienų žiurkės smegenų žievės mikroglijos kultūra auginta hipoksijos sąlygomis su rotenono 

(0,05μM) pridėjimu. 

Trumpų spontaniškų Ca2+ signalų negeneravo tik ramifikuotos mikroglijos ląstelės. Visų aktyvių 

morfologinių formų mikroglija demonstravo greitus Ca2+ signalus.  

2. Nuo Ca2+ koncentracijos pasikeitimo priklausančių trumpų fluorescencinių signalų santykinės 

amplitudės vidurkis normoksijos atveju buvo 13,63±5,62%, tuo tarpu hipoksijos sąlygomis augintos 

mikroglijos kultūros ląstelės generavo didesnės amplitudės trumpus Ca2+ signalus, jos vidurkis buvo 
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20,58±8,99% (4 pav. (ištisinės rodyklės), 6 pav.). Šis skirtumas buvo statistiškai patikimas, p<1,43*10-8 

(Stjudento t-testas). 

 

4 pav. Augintų skirtingomis sąlygomis mikroglijos kultūrų ląstelių nuo Ca2+ koncentracijos 

priklausantys fluorescenciniai signalai. Fluorescencinių signalų absoliuti amplitudė matuojama 

sutartiniais vienetais (fotonais): A. Normoksijos sąlygomis augintos mikroglijos kultūros ląstelių Ca2+ 

signalai (ištisinėmis rodyklėmis pažymėti trumpi Ca2+ signalai, punktyrinėmis – lėtos ilgos Ca2+ 

bangos); B. Hipoksijos sąlygomis augintų mikroglijos ląstelių generuojami Ca2+ signalai (gerai 

išreikšti, didelės amplitudės trumpi signalai pažymėti ištisinėmis rodyklėmis; ilgos, po trumpų signalų 

serijos sekančios išsikrovimo bangos su mažos amplitudės osciliacijomis – punktyrinės rodyklės). 

 

3. Trumpų Ca2+ signalų impulso trukmės, išmatuotos ties amplitudės viduriu, vidurkis normoksijos 

sąlygomis augintose kultūrose buvo 4,38±3,71s ir  hipoksijos sąlygomis augintose mikroglijos ląstelėse 

beveik nepasikeitė – 4,18±3,67s. Stebėtas nedidelis skirtumas tarp normoksijos ir hipoksijos sąlygomis 

augintų ląstelių Ca2+ greitų signalų trukmės nebuvo statistiškai patikimas. 
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4. Taip pat buvo skaičiuojamas kiekvienos mikroglijos ląstelės generuojamų signalų, kurių 

santykinė amplitudė buvo didesnė nei 5%, dažnis: „impulsacijos“ vidurkis normoksijos sąlygomis augintų 

mikroglijų ląstelių buvo 0,52 įvykio/min, hipoksijos sąlygomis – 0,76 įvykio/min. Šis skirtumas buvo 

statistiškai patikimas, p<1,73*10-4 (Stjudento t-testas). 

Skaičiuojant Ca2+ koncentracijos pasikeitimo įvykius per laiko vienetą reikia įvertinti aplinkybę, 

kad ne visos tuo pat metu registruotos kultūros ląstelės buvo aktyvios. Normoksijos sąlygomis registruotose 

6 mikroglijos kultūrose buvo nufilmuota iš viso 276 ląstelės ir tik 80 iš jų generavo trumpus Ca2+ signalus. 

Taigi normoksijos sąlygomis auginta mikroglija skaičiuojant vienai registruotai ląstelei generuodavo 

vidutiniškai 0,15 įvykio/min vienai ląstelei populiacijoje. Tuo tarpu registruojant hipoksijos sąlygomis 

augintas 6 kultūras buvo nufilmuotos 225 ląstelės, iš jų trumpų Ca2+ signalų aktyvumą demonstravo 87, 

todėl greitų Ca2+ signalų skaičius vienai registruotai ląstelei buvo dvigubai didesnis – vidutiniškai 0,3 

įvykio/min vienai ląstelei populiacijoje. 

5. Nagrinėjant skirtumus tarp skirtingomis sąlygomis augintų mikroglijos kultūrų generuojamų 

trumpų greitų Ca2+ signalų buvo pastebėta, kad 30% visų aktyvumą demonstravusių ląstelių hipoksijos 

sąlygomis laikytose kultūrose po trumpo Ca2+ signalo ar jų serijos generavo ilgą Ca2+ išsikrovimo bangą su 

mažos santykinės amplitudės (mažiau 5%) Ca2+ svyravimais (4 pav., B, punktyrinės rodyklės). Išsikrovimo 

bangų vidutinė santykinė amplitudė siekė 11,15%.  

 

 

 

 

 

 

5 pav. Rotenono (koncentracija 0.05μM) pridėjimas į kultūrų augimo terpę prieš mikroglijos 

ląstelių kultūros patalpinimą į hipoksiją imituojančias sąlygas statistiškai patikimai sumažino santykinę 

greitų Ca2+ signalų impulsų amplitudę (nuo 20,58±8,99% hipoksijos be Rotenono pridėjimo atvejų iki 

12,22±4,58%  pridėjus 0.05μM rotenono) bei visiškai panaikino lėtas išsikrovimo bangas. Pavaizduotų 

grafike signalų absoliuti amplitudė matuota santykiniais vienetais (fotonais). 
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6. Prieš sukeliant mikroglijos ląstelių kultūroms hipoksiją simuliuojančias sąlygas į 4 mikroglijos 

kultūrų ląstelių auginimo terpę buvo įdėtas izoflavonas rotenonas (koncentracija – 0,05μM). Po rotenono 

pridėjimo ir hipoksijos sukėlimo mikroglijos ląstelės demonstravo daug mažesnės santykinės amplitudės 

greitus Ca2+ signalus – 12,22±4,58% (5 pav.), kai be rotenono įdėjimo po hipoksijos sukėlimo vidutinė 

greitų Ca2+ signalų amplitudė siekė 20,58±8,99% (6 pav., raudona ir geltona kreivės). Pokytis buvo 

statistiškai patikimas, kai p< 4,17*10-10  (Stjudento t-testas). 

 

 

 

 

 

 

 

 

6 pav. Augintų skirtingomis sąlygomis mikroglijos kultūrų ląstelių generuojamų greitų Ca2+ 

signalų tipinių vaizdų palyginimas: normoksijos sąlygomis augintų ląstelių generuojami signalai 

(žalios spalvos kreivė), hipoksijos sąlygomis laikytų ląstelių signalai, demonstruojantys išaugusią greitų 

signalų pikų amplitudę ir po pavienių trumpų impulsų sekančią Ca2+ išsikrovimo bangą su mažomis 

osciliacijosmis (raudonos spalvos kreivė) bei mikroglijos generuojamo Ca2+ signalo pasikeitimas, kai 

prieš sukeliant hipoksiją į ląstelių auginimo terpę buvo pridėta 0,05μM rotenono (geltona kreivė). 

Rotenonas sumažino mikroglijos greitų signalų santykinę amplitudę iki  12,22±4,58%, kas beveik 

atitinka normoksijoje stebimus signalus – 13,63±5,62%, bei panaikino lėtos Ca2+ išsikrovimo bangos 

vystymąsi. 

Trumpų Ca2+ signalų impulsų, generuojamų mikroglijos ląstelėse su rotenono pridėjimu prieš 

hipoksijos sukėlimą, trukmės, išmatuota ties amplitudės viduriu, vidurkis buvo 2,25±1.01s ir palyginus su 

hipoksijos sąlygomis be rotenono augintose ląstelėse (4,18±3,67) statistiškai patikimai sumažėjo (p< 

1,69*10-5, Stjudento t-testas). 

7. Po rotenono pridėjimo ir hipoksijos sukėlimo taip pat pasikeitė ląstelių morfologinių formų 

santykis palyginus su hipoksija be rotenono: besišakojančios ramifikuotos mikroglijos buvo aptikta 1,5% 

visų ląstelių skaičiaus, padidėjusio kūno ir sutrumpėjusių ataugų aktyvacijos proceso pradžios ląstelių – 

6,5%, verpstės formos – 22,6% ir apvalios fagocituojančios mikroglijos buvo suskaičiuota 69,4% visų 
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registruotų ląstelių skaičiaus. Kaip ir normoksijos/hipoksijos auginimo sąlygomis kultūrose su rotenonu 

trumpų Ca2+ signalų negeneravo tik ramifikuotos mikroglijos ląstelės, visų kitų aktyvių morfologinių formų 

ląstelių Ca2+ signalų parametrai ir atsiradimo dažnis nepriklausė nuo jų formos.  

8. Po rotenono pridėjimo į ląstelių auginimo terpę prieš sukeliant hipoksijos sąlygas aktyvios 

ląstelės demonstravo ganėtinai aukštą trumpų Ca2+ signalų (su santykine amplitude >5%) generavimo dažnį 

– 0,68 įvykio/min, kas yra daugiau nei normoksijos sąlygomis augintose mikroglijos ląstelėse (0,52 

įvykio/min), tačiau mažiau nei hipoksijos sąlygomis augintose ląstelėse (0,76 įvykio/min). Tačiau, aktyvių 

ląstelių, generavusių greitus Ca2+ signalus, skaičius buvo smarkiai sumažėjęs palyginus su hipoksiją be 

rotenono: iš 207 filmuotų ląstelių nuo Ca2+ koncentracijos priklausantį fluorescencinį signalą demonstravo 

tik 38, todėl skaičiuojant visų tirtų kultūrose su rotenonu ląstelių populiacijos atžvilgiu trumpų Ca2+ signalų 

generavimo dažnis buvo tik 0,13 įvykio/min vienai ląstelei populiacijoje, kas yra šiek tiek mažiau nei 

normoksijoje (0,15 įvykio/min vienai ląstelei populiacijoje) ir dvigubai mažiau nei hipoksijoje (0,3 

įvykio/min vienai ląstelei populiacijoje).  

Apibendrinant galima teigti, kad mikroglijos ląstelėse, tirtose taikant kalciui jautrius 

fluorescencinius dažus, registravome spontaninius signalus, rodančius kalcio jonų koncentracijos pokyčius. 

Normoksijos sąlygomis augintose kultūrose buvo stebėti daugiausia sąlyginai trumpi kelių sekundžių 

trukmės signalai. Tokio pobūdžio signalai galimai buvo sukelti dėl Ca2+ atpalaidavimo iš endoplazminio 

tinklo saugyklų [29]. 

Mikroglijos ląstelėse, kurios buvo augintos hipoksijos sąlygomis, signalų pobūdis pasikeitė: 

padidėjo greitų trumpų signalų dažnis ir atsirado lėtos išsikrovimo Ca2+ bangos, trunkančios minutes. Lėtos 

bangos galėjo atsirasti dėl Ca2+ įtekėjimo į ląsteles pro plazminės membranos kanalus dėl endoplazminio 

tinklo saugyklų išsekimo [30]. Padidėjęs Ca2+ jonų signalų dažnis ir trukmė galimai lemia mikroglijos 

ląstelių imuninį funkcinį aktyvavimą. Anksčiau atlikti tyrimai parodė, jog Ca2+ koncentracijos padidėjimas 

mikroglijos ląstelėse yra būtinas sukelti atsakui į LPS [31]. Be to, nuo Ca2+ ir kalmodulino priklausanti 

kinazė II (CaMKII) dalyvauja sukeliant mikroglijos M1 tipo aktyvaciją [32].  

Mikroglijos ląstelėse, augintose hipoksijos sąlygomis prieš tai taikant rotenoną, lėtos Ca2+ bangos 

išnyko, o trumpų signalų generavimas pasidarė retesnis nei hipoksijos atveju be rotenono. Šis rezultatas gali 

atrodyti netikėtas, nes rotenonas blokuoja mitochondrijos elektronų transporto grandinės I kompleksą [33] 

ir tokiu būdu jo pridėjimas prieš hipoksiją turėjo dar labiau sumažinti ATF sintezę, todėl dar stipresnis Ca2+ 

koncentracijos padidėjimas ląstelėse iš pirmo žvilgsnio atrodytų labiau tikėtinas. Tačiau mikroglijos ląstelių 

sumažėjusį aktyvumą galėtų paaiškinti adenozino 5-monofosfato aktyvinamos kinazės (AMPK) 
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aktyvavimas dėl ATF sumažėjimo: kadangi rotenonas buvo taikytas prieš hipoksiją, šios kinazės aktyvumas 

galėjo sušvelninti hipoksijos poveikį mikroglijos ląstelėms. Yra žinoma, kad AMPK daro įtaką daugelio 

fermentų veiklai ir genų raiškai [34]. Šia kinazę taip pat veikia ir metforminas, kuris, kaip žinoma, apsaugo 

smegenų ląsteles nuo išemijos [35] bei kaip ir rotenonas blokuoja mitochondrijos elektronų transporto 

grandinės I kompleksą [36]. Taigi rotenono pridėjimas prieš hipoksiją galėtų sumažinti mikroglijos 

fagocitinį aktyvumą dėl sumažėjusių Ca2+ koncentracijos pokyčių ir tokiu būdu apsaugoti aplinkinius 

neuronus išemijos atveju. 
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13. IŠVADOS 

1. Mikroglijos ląstelių, augintų normoksijos ir hipoksijos sąlygomis, morfologija reikšmingai nesiskyrė, 

tačiau hipoksijos sąlygomis pridėjus rotenono pasikeitė aktyvuotos mikroglijos morfologinių formų 

santykis. Trumpų Ca2+ signalų nedemonstravo tik ramifikuota mikroglija, kurios tiek normoksijos, tiek 

hipoksijos sąlygomis bei prieš sukeliant hipoksiją pridėjus rotenono buvo mažiausiai, visų kitų morfologinių 

formų ląstelės buvo aktyvios ir generavo greitus Ca2+ pokyčius.    

2. Hipoksijos atveju lyginant su normoksijos sąlygomis trumpų Ca2+ signalų amplitudė ir dažnis buvo 

didesni. Ca2+ signalų impulso trukmė abiejuose atvejuose buvo vienoda ir statistiškai reikšmingai 

nepasikeitė. 

3. Po rotenono pridėjimo į ląstelių auginimo terpę prieš sukeliant hipoksijos sąlygas Ca2+ signalų trukmė 

sumažėjo. Rotenono taikymas statistiškai nepatikimai sumažino signalų dažnį aktyviose ląstelėse, tačiau 

skaičiuojant vidutinį signalų skaičių, tenkantį vienai ląstelei, registruotų ląstelių populiacijoje, rotenono 

taikymas dažnį sumažino dvigubai. Taigi rotenono taikymas prieš hipoksiją sumažina aktyvuotų mikroglijos 

ląstelių skaičių bei sumažina mikroglijos ląstelių Ca2+ koncentracijos savaiminį padidėjimą. Kadangi 

rotenonas blokuoja mitochondrijos elektronų transporto grandinės I kompleksą, galima daryti prielaidą, jog 

tokį pat poveikį turinčios medžiagos gali būti efektyvios siekiant sumažinti smegenų audinio pažaidas po 

išemijos. 
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