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1. SANTRAUKA

Miglé Ivanauskaité ,,Mikroglijos aktyvumo tyrimas ziurkés kulttrose*

Tyrimo tikslas: istirti ir palyginti mikroglijos lgsteliy morfologija ir savaiminius greitus Ca?*
koncentracijos pokycius, vykstancius mikroglijos lastelése, augintose mikroglijos kultiirose normoksijos
salygomis, hipoksijos salygomis ir pridéjus rotenono (0,05uM) pries hipoksijos salygy sukélimg naudojant
nuo Ca?* koncentracijos priklausancio fluorescencinio signalo optoregistracijos metoda.

UZdaviniai: 1. Palyginti morfologija mikroglijos lasteliy, auginty normoksijos salygomis, hipoksijos
salygomis bei taikant rotenong (0,05uM) prie$ hipoksijos sukelimg. 2. Istirti mikroglijos Igsteliy, auginty
normoksijos ir hipoksijos sglygomis, generuojamy greity, trumpy Ca?* koncentracijos poky¢iy skirtumus.
3. Nustatyti rotenono (0,05uM) taikymo prie$ hipoksijos salygy sukélima poveikj trumpiems Ca?
mikroglijos Igsteliy signalams palyginus juos su signalais Iastelése augintose hipoksijos salygomis be
rotenono.

Tyrimo metodika: tirti greiti Ca?" koncentracijos poky¢iai Ziurkiy smegeny zievés mikroglijos kultiry
lastelése, augintose ant plastiko pavirSiaus normoksijos, hipoksijos salygomis bei paveikiant rotenonu pries
sukeliant hipoksija, naudojant nuo Ca?" koncentracijos priklausandio fluorescencinio signalo
optoregistracija.

Tyrimo rezultatai: Prie§ pridedant rotenono apvaliy mikroglijos lgsteliy be matomy ataugy buvo
suskaiciuota daugiausia: 90,3% visy lasteliy normoksijos ir 89,3% hipoksijos salygomis, po rotenono
pridéjimo ir hipoksijos sukélimo — 69,4%. Hipoksijos salygomis augintos Igstelés generavo statistiSkai
patikimai didesnés amplitudés — 20,58+8,99% - trumpus Ca?* signalus lyginant su normoksija —
13,63+5,62%. Hipoksijos salygos padidino signaly daznj aktyviose mikroglijos lastelése nuo normoksijoje
stebéty 0,52 jvykio/min iki 0,76 jvykio/min. Po rotenono pridéjimo j lasteliy auginimo terpg¢ prie§ sukeliant
hipoksijos sglygas Ca?* signaly trukmé statistidkai patikimai sumazéjo nuo 4,18+3,67s iki 2,25+1.01s.
Skaiciuojant vidutinj signaly skaiciy, tenkantj vienai lgstelei visy registruoty lasteliy populiacijoje, rotenono
taikymas pries hipoksija dvigubai sumazino vidutinj greity Ca®" signaly daznj nuo 0,3 jvykio/min iki 0,13
ivykio/min.

ISvados: mikroglijos Igsteliy, auginty normoksijos ir hipoksijos salygomis, morfologija reikSmingai
nesiskyré, tac¢iau hipoksijos sglygomis pridéjus rotenong pasikeité aktyvuotos mikroglijos morfologiniy
formy santykis. Hipoksijos atveju lyginant su normoksijos salygomis trumpy Ca?" signaly amplitudé ir
daznis buvo didesni. Rotenono pridéjimas pries sukeliant hipoksija sumazino Ca?* koncentracijos savaiminj

padidéjima mikroglijos Iastelése.



2. ABSTRACT

Miglé Ivanauskaité “Analysis of Microglial Activity in Rat Cultures”

The aim: to analyse and compare the morphology of microglial cells and spontaneous transient changes of
Ca?* concentration occuring in microglial cells cultured under normoxic and hypoxic conditions and after

application of rotenone (0,05uM) before generating hypoxic conditions using Ca?*-sensitive fluorescence.

Objectives: 1. To compare the morphology of microglial cells cultured under normoxic and hypoxic
conditions and after application of rotenone (0,05uM) before creating hypoxia. 2. To analyse differences of
transient Ca®* concentration changes in microglial cells cultured under normoxic and hypoxic conditions.
3. To establish the effect of rotenone (0,05uM) application before generating hypoxic conditions on transient

Ca?* signals compared to signals generated in cells cultured under hypoxic conditions without rotenone.

Methods: transient Ca?* 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 Ca?*-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 Ca* 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 Ca?* signals significantly reduced
from 4.18+3.67s t0 2.25+1.01s. After rotenone was applied before generating hypoxia the average frequency

of transient Ca?* 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 Ca?*
signals under hypoxia was larger compared to normoxia. Rotenone applied before generating hypoxia

reduced spontaneous increase of Ca* concentration in microglial cells.



3. PADEKA

Nuosirdi padéka baigiamojo magistro darbo vadovei dr. Natasai Svirskienei uz milziniska pagalba
Ir patarimus ruoSiant §j darba. Taip pat LSMU MA Neuromokslo instituto Biochemijos laboratorijos

vadovei prof. Vilmantei Borutaitei ir dr. Silvijai Jankeviciiitei uz tyrimo objekta

4. INTERESU KONFLIKTAS

Interesy konfliktas rengiant baigiamajj magistro darba nekilo.

Tyrimo objekto — Zziurkés Zzievés mikroglijos kultiry — auginimas ir paruoS$imas registracijai buvo
finansuojamas Visuotinés dotacijos projekto Nr. LMT-K-712-01-013 ,,Smegeny iSeminiy pazaidy ir
apsauginiy mechanizmy tyrimas: mitochondrijy nespecifinio laidumo pora ir lgsteliy zitis senéjanciose
smegenyse* léSomis, vadoveé prof. V.Borutaité.

Mokslinis analitinis darbas buvo finansuojamas LSMU Medicinos fakulteto studijy 1ésy fondo.

5. ETIKOS KOMITETO LEIDIMAS

Bandomyjy gyviny naudojimo jmonei: LSMU, Neuromoksly institutas, Neurofiziologijos
laboratorija (bandomyjy gyviiny jmonés veterinarinio patvirtinimo numeris: LT-61-19-001) suteiktas
Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos leidimas atlikti eksperimentus su gyvinais (Wistar linijos

ziurkés) Nr. G2-99. I8duotas 2019-01-09, galioja iki 2020-07-31.



6. SANTRUMPOS

ADF — adenozino 5’-difosfatas

AMPK — adenozino 5-monofosfato aktyvinama kinazé (angl. AMP-activated protein kinase)
ATF — adenozino 5’-trifosfatas

CaMKII - nuo Kkalcio ir kalmodulino priklausoma kinazé (angl. Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase
)

FBS — fetalinis verselio serumas (angl. fetal bovine serum)

HEB — hematoencefalinis barjeras

M1 — Kklasikiniu keliu aktyvuota mikroglija

M2 — alternatyviuoju keliu aktyvuota mikroglija

OGB-AM - Iastelés membranai laidiis Ca?* jautriis dazai (angl. Oregon Green 488 BAPTA-1AM)
PBS - fosfato drusky buferinis tirpalas (angl. phosphate-buffered saline)

ROS - aktyvios deguonies formos (angl. reactive oxygen species)



7. SAVOKOS

Amiloidas — fibrilinis netirpus patologinis baltymas, kuris kaupiasi organizmo audiniuose.
Ekscitotoksiskumas — neurony pazeidimas d¢l ekscitatoriniy neuromediatoriy padidéjimo.
Lipopolisacharidas — gramneigiamyjy lgsteliy membranoje randamas endotoksinas.

Metabotropinis receptorius — baltymas lgstelés membranoje, kuris perduoda signalg keisdamas citozolio
fermenty aktyvuma.

Neuropilis — audinys, esantis tarp neurony ir sudarytas i$ nemielininiy skaiduly, puriojo jungiamojo audinio
su kraujagyslémis bei neuroglijos.

Penumbra — smegeny infarkting sritj supantis plotas, kuriame esantys pazeidimai yra grjztami.

Rotenonas — izoflavonas, slopinantis mitochondrijos elektrony transporto I kvépavimo granding.

Trynio maiSas — vienas i§ embrioniniy apvalkaly, sudarytas i§ negemalinés endodermos ir mezodermos,

kuriame pasirodo pirmosios kraujagyslés ir kraujo Igstelés.



8. IVADAS

Mikroglija — tai imuninés lgstelés, randamos centrinéje nervy sistemoje, svarbios smegeny
funkcijai palaikyti [1]. Siy lasteliy vaidmuo svarbus neurologiniy ligy, tokiy kaip i$eminis insultas,
patogenezéje, nuo jy aktyvumo priklauso ligy progresavimas bei gijimas [2]. ISemijos metu jvykus
homeostazés pokyciui mikroglija aktyvuojasi, pasikei¢ia jos morfologiné forma. Galimi keli mikroglijos
fenotipai, nuo kuriy priklauso, kokiu poveikiu pasizymeés mikroglija — neurotoksisku ar neuroprotekciniu

[3], 0 nuo to priklauso ligos iseitys.

Mikroglijos aktyvuma lemia vidulgstelinés Ca®" koncentracijos padidéjimas, kuris susijes su
purinerginiy receptoriy aktyvacija — i$ pazeisty lasteliy iSlaisvinti adenozino 5’-trifosfatas ir jo derivatai
jungiasi prie Siy receptoriy ir sukelia kalcio jony atpalaidavimg i§ vidulagsteliniy atsargy. Tyrimy
duomenimis mikroglijos lastelés j smegeny audinio lasteliy paZeidima reaguoja vidulgstelings Ca?*
koncentracijos svyravimais [4], todél mikroglijos aktyvuma galima tirti registruojant Ca®* koncentracija

naudojant kalcio jonams jautriy dazy fluorescencinj vaizdinima.

Didé¢jant sergamumui Sirdies ir kraujagysliy ligomis bei vyresnio amziaus zmoniy skaiciui
sergamumo rodikliai cerebrovaskulinémis ir neurodegeneracinémis ligomis taip pat kyla, todél mikroglijos
aktyvumo tyrimai yra svarbiis norint rasti efektyvig gydymo strategija, kuo labiau sumazinant komplikacijy
dazn;j. Ilga laika tyrimai buvo nukreipti j mikroglijos slopinima, taciau véliau rezultatai parodé, kad nesant
mikroglijos aktyvumui ligos iSeitys yra blogesnés, tode¢l prieita prie iSvados, kad naujas gydymo taikinys

turéty buti pusiausvyros tarp mikroglijos fenotipy palaikymas.

Siame tyrime nagrinéjome, kaip in vitro skiriasi mikroglijos lasteliy aktyvumas Ziurkés lasteliy
kultiirose esant jprastoms sglygoms bei jvykus pazeidimui, kuris buvo imituotas lgsteles auginant hipoksijos
salygomis. Taip pat buvo tirta, kaip keitési mikroglijos aktyvumas hipoksijos sglygomis po izoflavono
rotenono pridéjimo, kurio zinomas blokuojantis poveikis mitochondrijos elektrony transporto grandinés I
kompleksui gali padéti farmakologiniy preparaty paieSkai siekiant sumazinti smegeny audinio paZzaidas po

iSemijos.



9. DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas: istirti ir palyginti mikroglijos lasteliy morfologija ir savaiminius greitus Ca®* koncentracijos
pokycius, vykstan¢ius mikroglijos lgstelése, augintose mikroglijos kultirose normoksijos salygomis,
hipoksijos salygomis ir pridéjus rotenono (0,05uM) prie$ hipoksijos salygu sukélima naudojant nuo Ca?*

koncentracijos priklausancio fluorescencinio signalo optoregistracijos metoda.

UZdaviniai:

1. Palyginti morfologija mikroglijos lasteliy, auginty normoksijos salygomis, hipoksijos salygomis bei
taikant rotenong (0,051uM) pries$ hipoksijos sukélima.

2. Istirti mikroglijos lasteliy, auginty normoksijos ir hipoksijos salygomis, generuojamy greity, trumpy Ca?*

koncentracijos poky¢iy skirtumus.

3. Nustatyti rotenono (0,05uM) taikymo prie§ hipoksijos salygy sukélima poveikj trumpiems Ca?*
mikroglijos Igsteliy signalams palyginus juos su signalais Iastelése augintose hipoksijos salygomis be

rotenono.



10. LITERATUROS APZVALGA

Mikroglija — tai smegenyse esancios imuninés lgstelés, svarbios smegeny homeostazei palaikyti.
Mikroglijos lastelés yra kilusios 1§ trynio maiSo pirmtakiy lgsteliy, kurios migruoja ] smegenis gestacijos
metu, diferencijuojasi j mikroglijos lgsteles ir nuolat atsinaujina visg individo gyvenimg. Ankstyvoji
mikroglija (gestaciniu ir ankstyvuoju pogimdiniu laikotarpiu) pasizymi lasteliy morfologiniy formy jvairove
— nuo mazy apvaliy ameboidiniy iki ilgy i$siSakojusiy Iasteliy. Jai brestant 1gstelés suformuoja ilgas judrias
ataugas, kurios apsupa kitas smegeny lasteles — taip susidaro nepersidengiancios sritys, kuriose mikroglijos

lastelés aptinka homeostazés sutrikimus [1].

Mikroglijos lastelés yra itin jautrios mikroaplinkos pokyciams, kuriuos atpazjsta gaudamos
aferentinius signalus. Tai gali buti tarplasteliniame skystyje iStirpusios medziagos, pavyzdziui, citokinali, i$
kity lasteliy gauti signalai, hematoencefalinio barjero (HEB) pazeidimas, neuromediatoriy pusiausvyros
sutrikimai, nervinio signalo praradimas. Sulaukusi tokiy signaly mikroglija reaguoja: sukelia imuninj atsaka
pries patogena, pasalina negyvas Igsteles, nenormalius baltymus, atkuria pazeistas strukttras [5]. Ne maziau
svarbi mikroglijos funkcija formuojantis neurony tinklams. Mikroglijos lastelés Salina perteklines

nefunkcionuojancias sinapses, taip pat reguliuoja sinapsiy plastiskuma [6].

Ilga laika mikroglija buvo skirstoma ] esancig ,ramybés“ bilisenoje bei aktyvinta. Ivykus
homeostazés sutrikimui mikroglija gauna signalus ir aktyvuojasi. Sis procesas gali vykti dviem keliais:
klasikiniu (M1) ir alternatyviuoju (M2). M1 aktyvacija jvyksta po pazeidimo padidéjus prouzdegiminiy
citokiny — naviko nekrozeés faktoriaus a, interleukino 1, superoksido, aktyviy deguonies junginiy (ROS) ir
proteaziy [7]. M1 fenotipo mikroglija padidina prouzdegiminiy citokiny gamybg ir mazina
priesuzdegiminiy citokiny gamyba, todél veikia citotoksiskai, kartu autokrinine reguliacija aktyvina M1
poliarizacija [8]. M2 aktyvacija indukuojama paveikus mikroglijg interleukinu 4 ar interleukinu 13 [7]. Po
M2 aktyvacijos mikroglija gali biiti keliy fenotipy — M2a, M2b ar M2c. M2a Igstelés prisideda prie pazeisty
audiniy regeneracijos iSskirdamos prieSuzdegimines ir imuninj atsakg reguliuojancias molekules. M2b/c
lastelés sudaro deaktyvuojantj prouzdegiming mikroglija fenotipg ir taip pat gamina prieSuzdegimines
medziagas [8]. ,,Ramybés* biisenos mikroglija laikytos nepazeistose smegenyse esancios lastelés, kurioms
budingas nedidelis 1gstelés kiinas ir ilgos Sakotos ataugos, kurios Sioje biisenoje nuolat juda ir stebi lgstelés
mikroaplinkos poky¢ius, todél biity neteisinga manyti, jog lastelés néra aktyvios [9-10]. Dél Sios priezasties
Si lasteliy populiacija pradéta vadinti ,,stebincigja“ [10] arba priskirti M2 fenotipui [8-9]. M1 mikroglija
Jprastai yra pirmosios lastelés, kurios sureaguoja j pazeidimg ir infekcijg bei sukelia patogeny zutj. Dél
1§skiriamy prouzdegiminiy molekuliy Sios Igstelés taip pat veikia neurotoksiskai, todél daznai sukuriamas

10



ydingas ratas tarp neurony pazeidimo ir imaus uzdegimo. Po klasikinés aktyvacijos reikalingas audiniy
atkiirimas ir prieSuzdegiminis poveikis, tod¢l jvyksta M2 aktyvacija [7]. Aiskéja, kad mikroglijos atsakas
yra heterogeniskas: esant skirtingoms patologijoms mikroglijos aktyvacija ir atsakas | pazeidimg skiriasi,
jie taip pat kei€iasi patologinio proceso eigoje, todél M1/M2 paradigmos aktyvios mikroglijos funkcijoms
paaiskinti nepakanka [6, 11]. Neaisku, ar skirtingus atsakus lemia skirtingi lgsteliy subtipai ar besikeiciantis
M1 ir M2 mikroglijos santykis pazeidimo vietoje [9].

Mikroglija svarbi ne tik normaliai smegeny funkcijai palaikyti, taciau dalyvauja ir jvairiy
neurologiniy ligy patogenezéje. Po imaus centrinés nervy sistemos pazeidimo mikroglija veikia kaip
imunings sistemos dalis. Beveik visy patologijy progresavimas ir gijimas priklauso nuo mikroglijos
aktyvumo. Po amaus smegeny pazeidimo, pavyzdziui, insulto, trauminio smegeny pazeidimo,
subarachnoidinés ar intracerebrinés Kkraujosruvos prasideda sudétingi neurocheminiai procesai, dél
hipoperfuzijos sutrinka lasteliy energijos gamyba. Hipoperfuzija lemia hipoksija, kuri sukelia
ekscitotoksiSkumg, oksidacinj stresa, HEB pralaiduma, mikrovaskulinius pazeidimus, hemostating
aktyvacija, iSemijos sukelta uzdegima ir galiausiai lasteliy ziitj. Visi Sie procesai prisideda prie iSeminés

aplinkos poky¢iy, kurie sukelia mikroglijos aktyvumo pasikeitimus [2].

Atsiradus vizualizacijos technikai, tokiai kaip pozitrony emisijos tomografija ir magnetinio
rezonanso tyrimas, jmanoma stebéti iSeminio insulto sukeltus mikroglijos poky¢ius Zmogaus organizme.
Atlikty klinikiniy studijy duomenimis mikroglija yra aktyvuota tmioje, poiiméje bei sveikimo fazése.
Mikroglijos aktyvumas jau gali buiti stebimas pra¢jus 24-48 val. nuo smegeny iSemijos, didZiausias
aktyvumas fiksuojamas iSemijos paveiktos srities branduolyje ir bégant laikui plinta j periinfarkting zona
[12]. Infarkto zonoje mikroglijos aktyvacija prasideda pra¢jus valandoms po insulto ir per kelias dienas
aktyvi mikroglija tampa fagocitais. Jau po 48-73 val. nuo pazeidimo mikroglijos populiacija pasizymi
proliferaciniu aktyvumu. Aktyvuojama ne tik pazeidimo vietoje esanti mikroglija, stebima, kad jvyksta
didelé mikroglijos infiltracija j pazeidimo vieta, kuri pikg pasiekia praéjus 48-72 val. nuo pazeidimo [13].
ISeminés zonos periferijoje mikroglija aktyvi iSlieka ilgiau nei branduolyje — 14 savaiciy. Tyrimy
duomenimis, aktyvuota mikroglija infarkto zonoje neigiamai koreliuoja su klinikinémis iSeitimis, bet
periferijoje aktyvuota mikroglija turi teigiama koreliacija su klinikinémis iSeitimis. [vairiuose tyrimuose
mikroglijos aktyvumas infarkto ir periinfarktinéje zonose skiriasi dél skirtingy pacienty charakteristiky. Kad
biity galima gauti daugiau patikimy duomeny apie mikroglijos atsako poky¢ius laike ir vietoje, reikia istirti

daugiau zmoniy [12].
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Mikroglijos aktyvacija jvykus iSeminiam insultui buvo placiai tirta naudojant gyviiny modelius.
Atsakydama | patologinius signalus mikroglija gali keisti ataugy jud¢jima ir morfologing forma. Lastelés
gali tiksliai judéti link pazeistos vietos sutraukdamos arba iStiesdamos ataugas. Ataugy judéjimas labai
priklauso nuo vietinés kraujotakos, kurios svyravimams mikroglija yra itin jautri: sumazéjes atitekancio
kraujo Kiekis rySkiai sumazina ataugy judruma [3]. Aktino polimerizacija, lemianti mikroglijos lasteliy
formos pokycius, yra stipriai susijusi su adenozino 5’-trifosfato (ATF)/adenozino 5’-difosfato (ADF)
pasiekiamumu, todél esant hipoksijai, dél kurios sumazéja ATF/ADF gamyba, mikroglijos morfologiné
forma pasikei¢ia [2]. Po iSemijos mikroglijos lastelés yra linkusios sutraukti ataugas taip sumazindamos
bendrg Igstelés ilgj ir ataugy skaiciy, jos tampa ameboidinés formos. Mikroglija gali jgyti daug morfologiniy
formy: nuo itin Sakotos su plonomis ataugomis iki hipertrofavusios ir apvalios be ataugy. Tarp S$iy
krastutinumy yra formy jvairové, kuri siejama su mikroglijos funkcija ir gali atspindéti iSemijos sunkumg.
Praeinanti iSemija sukelia tik vidutinj ataugy ilgio ir skai¢iaus sumaz¢jima ir $is procesas gali biiti griztamas
atkiirus kraujotaka. Tuo tarpu ryski iSemija sukelia visiSka ataugy iSnykima ir lastelés igyja ameboiding
forma [2-3, 12]. Mikroglijos aktyvacija taip pat priklauso nuo pazeidimo vietos. Esant zZidininei smegeny
iSemijai dryZuotajame kiine mikroglijos ataugy padaugéja, o zievéje — sumazéja [3, 14]. Mikrogliozé
pazeidimo vietoje gali biti suskirstyta j tris zonas: branduolio, akumuliacijos ir krasting. Skirtingose zonose
mikroglijos lastelés pasizymi skirtingomis formomis. Sakota mikroglija lokalizuojasi Zievinéje srityje, kur
kraujotaka yra normali, zvaigzdés formos mikroglija su trumpomis storomis ataugomis randama krastinéje
srityje, o ameboidinés formos Igstelés su hipertrofiniais kiinais stebimos akumuliacijos ir branduolio zonose.
Dé¢l Sio skirtingy morfologiniy formy iSsidéstymo periinfarktingje srityje, manoma, kad morfologiné
transformacija gali atspindéti mikroglijos funkcijos peréjima ir skirtingi morfologiniai fenotipai gali rodyti

skirtingg patologing iSeminio audinio bikle [3, 12].

Mikroglija yra pirmosios lastelés, kurios aktyvuojasi po imaus smegeny pazeidimo ir pasizymi
fagocitine funkcija. Manoma, jog §j procesa lemia poreikis fagocituoti pazeistas lasteles taip mazinant
uzdegimg. Kita vertus, fagocitoze taip pat gali prisidéti prie neurony netekties po iSemijos. Pavyzdziui,
manoma, kad mikroglija gali pasalinti gyvybingus neuronus iSeminéje penumbros zonoje. Neuronai,
kuriuos dar buty galima iSgelbéti, siuncia mikroglijai signalus, kurie skatina fagocitoze ir taip didina
smegeny pazeidima. Jei kraujotaka néra greitai atkuriama ir iSemin¢ paZaida didéja, paZeisti neuronai
i§skiria su pazaida susijusius baltymus, kurie sukelia prouzdegiminiy medZziagy sekrecijg ir ROS gamybg
[15].

Sveikose smegenyse mikroglijos lasteliy skaicius lieka daugmaz pastovus ir tik nedidelé lasteliy

dalis dalijasi. Tagiau atsiradus iSemijai mikroglija greitai aktyvuojasi ir ima aktyviai proliferuoti [3]. Sis
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procesas prasideda pragjus 72 valandoms nuo Zidininés smegeny iSemijos peliy modeliuose. Proliferacijos
aktyvumas siejamas su iSemijos sunkumu: esant praeinanciai iSemijai proliferacija aiskiai stebima po 30
min., ta¢iau praéjus valandai nuo iSemijos pradzios proliferacija néra aktyvi [9]. Taip pat skiriasi ir
mikroglijos jautrumas iSemijai jvairiose smegeny vietose. Po praeinancios iSemijos didelis mikroglijos
pagauséjimas stebimas hipokampo CA1 regione, ta¢iau smegeny zievéje proliferacija néra ryski. Po
zidininés iSemijos proliferacija vyksta daugiausiai akumuliacijos zonoje, kur yra didziausias mikroglijos

lasteliy tankis, vis didéjantis pirmaja savaite po insulto [3, 14].

Mikroglijos poliarizacija gali padidinti pazaida arba atvirk$ciai — paskatinti audiniy gijima, tai
priklauso nuo pazeidimo sunkumo, audiniy sen¢jimo ir mikroaplinkos. Manoma, kad iSemija sukelia
mikroglijos pazeidimg infarkto branduolyje ankstyvoje fazéje, todél periinfarktingje zonoje (Zievéje ir
dryZuotajame kiine) vyksta dinaminé mikroglijos poliarizacija ir M2 mikroglija migruoja i pazeistg sritj per
pirma savaite, véliau mikroglijos Iasteliy kiekis sumazéja, o M1 mikroglijos padaugéja per pirmas dvi
savaites. Mikroglija dinamiskai reaguoja j iSeminj insulta kaip ankstyvas prieSuzdegiminis M2 fenotipas,
kuris véliau pasikeicia j prouzdegiminj M1 fenotipg. Stiprus iSeminis pazeidimas branduolyje, ypac esant
iSemijos paveiktiems neuronams, gali sukelti mikroglijos virtimg M1 fenotipu ar zatj [12, 14]. Atlikti
tyrimai, kuriy tikslas buvo slopinti ar paSalinti mikroglija, pasizyméjo skirtingais rezultatais. Kai kuriy
duomenimis, mikroglijos aktyvacija jvykus iSeminiam insultui yra toksiska, taciau kity tyrimy duomenys
parodeé, kad aktyvi mikroglija veikia neuroprotekciskai, nes mikroglijos pasSalinimas padidino iSeming
pazaida. Mikroglijos aktyvacija ne tik prisideda prie patologiniy mechanizmy, bet taip pat prie audiniy
atstatymo, manoma, kad skirtingi fenotipai svarbiis skirtingiems patologijy aspektams. Atliktuose tyrimuose
pridedant M1 ar M2 mikroglijos lgsteliy  smegeny pjuvius, 1§ kuriy mikroaplinkos buvo paSalintas deguonis
bei gliukoze, buvo rasta, kad M1 zalinga neuronams, o0 M2 pasiZyméjo neuroprotekcija ir sumazino neurony
zut] hipokampo CA3 ir CA1l regionuose. Mikroglijos aktyvumo slopinimg kaip siekting gydymo taikinj
greiiausiai turéty pakeisti pusiausvyros tarp skirtingy aktyvios mikroglijos fenotipy palaikymas.[3, 12, 16-
17].

Aprasytos mikroglijos funkcijos susijusios su Igstelés viduje esan¢iy Ca?* jony koncentracijos
padidéjimu. Kaip daugelyje nedirgliy lasteliy, taip ir mikroglijoje signalo perdavimas priklauso nuo
intralastelinés Ca?* jony koncentracijos poky¢iy [4, 18]. Lastelése randamos dvi dinaminés kalcio jony
talpyklos: endoplazminis tinklas ir mitochondrijos. Pagrindinis kelias, kuriuo susiformuoja Ca®" jony
koncentracijos lastelés viduje padidéjimas, yra susijgs su inozitoltrifosfato receptoriais, kurie yra
intralgstelinés signalinés kaskados dalis. Si kaskada prasideda nuo su G baltymu susijusiy metabotropiniy

receptoriy, kurie aktyvuoja fosfolipaze¢ C. Aktyvuotas §is fermentas produkuoja du intralgstelinius antrinius
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signalo pernes¢jus — diacilglicerolj ir inozitoltrifosfatg. Pastarasis aktyvuoja inozitoltrifosfato receptorius,
esan¢ius endoplazminiame tinkle, taip sukeldamas kalcio jony atpalaidavima ir vidulastelinés Ca?*
koncentracijos padidé¢jima. Endoplazminiame tinkle esancios kalcio jony atsargos yra ribotos, joms
pasibaigus atsidaro plazmaleminiai Ca?* kanalai, kurie reguliuoja nuo intralastelinés koncentracijos
priklausoma jony judéjima. Sis nuo atsargy priklausomas kalcio judéjimas sukelia ilgai trunkantj kalcio
koncentracijos stabilizavimasi, o tai sukelia ilgalaike aktyvacija po stiprios metabotropiniy receptoriy

stimuliacijos [19-21].

Mikroglijos lasteliy pavirSiuje yra jvairiy receptoriy. Vieni i§ jy yra P2 receptoriai, prie kuriy
jungiasi ATF ir jo derivatai. Mikroglija ekspresuoja dvi Siy receptoriy subklases: jonotropinius P2X ir
metabotropinius P2Y. P2X receptoriy aktyvacija sukelia kalcio ir natrio jony pritekéjima 1§ ekstralgstelinés
erdvés ir kalio lgsteliy iStekéjimg per neselektyvius katijoninius kanalus, esancius lgstelés membranoje.
Daugumos P2Y receptoriy stimuliacija susijusi su inozitoltrifosfato reguliuojamu Ca?* jony atpalaidavimu
1§ vidulasteliniy atsargy [17]. Atliktame tyrime su ATF ir ADF nukleotidais nustatyta, kad tarplastelinés
kalcio bangos nepriklausé nuo ekstralgstelinés Ca®* jony koncentracijos, o nuo inozitoltrifosfato
priklausomo intralgstelinése talpyklose esancio kalcio atpalaidavimo, todél galima manyti, kad ATF
aktyvuoja metabotropinius P2Y receptorius [22]. Kito tyrimo metu mikroglijos lasteles tiesiogiai paveikus
ATF, buvo registruoti kalcio jony koncentracijos svyravimai [23]. Sie tyrimai rodo, kad intralasteliniai

kalcio jony signalai priklauso nuo metabotropiniy receptoriy aktyvacijos.

Manoma, kad somatiniai kalcio jony signalai stebinciai mikroglijai in vivo néra reikalingi ir
pasitaiko retai, taip pat nepriklauso nuo astrocity bei neurony aktyvumo. Tiriant ,,stebinciosios® mikroglijos
lasteles Zievéje pastebéta, kad tik 20% lasteliy fiksuoti Ca®* svyravimai per 15 min. laiko tarpa, skirtingai
nei Salia buvusiuose astrocituose. Net ir buvus aktyviai neurony veiklai kalcio jony koncentracijos
svyravimai buvo reti. Taciau in vitro tirta mikroglijos kultlira pasizyméjo spontaniskais kalcio jony signaly

svyravimais, kurie buvo sukelti ATF atpalaidavusiy astrocity [17, 23].

Nors spontaniski signalai stebinfioje mikroglijoje yra reti, Sios lastelés ] paZzeidima jy
mikroaplinkoje sureaguoja kalcio koncentracijos svyravimais. Lazeriu paveikus mazg (~15 um skersmens)
smegeny audinio plotg jj supanti mikroglija pasizyméjo dideliais Ca?* svyravimais. Toliau nuo pazeidimo
vietos buvusi mikroglija neatsaké j pazeidima [ 17]. Kitame tyrime neurono pazeidimas taip pat sukél¢ kalcio
jony koncentracijos svyravimus, kurie nebuvo stebimi pipete su zalojan¢ia medziaga pastimus j neuropilj

nelieciant neurono. | pazeidima sureagavo tik Salia pazeisto neurono esanti mikroglija [23].
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Organizmui sen¢jant mikroglijos 1gstelés patiria morfologiniy ir funkciniy pokyciy. Atliktame
tyrime buvo aptikti du senstan¢ios mikroglijos fenotipai. Pirmasis, reaktyvus, pasizymi spontaniniais
intralgsteliniais kalcio signalais, d¢l kuriy neadekvaciai reaguoja | mazus lasteliy ar audiniy pazeidimus jy
mikroaplinkoje. Sis fenotipas buvo bidingas vidutinio amzZiaus peléms. Antras fenotipas, rastas senose
pelése, gali biiti laikomas disfunkciniu. Jam biidinga bendra mikroglijos hiperaktyvacija, iSnyke
spontaniniai ir sukelti kalcio jony signalai, taip pat biidingi greiti, bet nekoordinuoti ataugy judesiai [24].
Senstant dvigubai padidéja somatiniy Ca®* signaly daznis, kuris dar labiau skatinamas esant amiloido
atsidéjimui. Manoma, kad koncentracijos svyravimai neatsiranda spontaniskai, o grei¢iau yra sukeliami
mazy pazeidimy Salia esandiose lastelése ar audiniuose. Sios pazaidos gali bati itin daznos $alia amiloido
ploksteliy, ka pagristy su plokstelémis susijusios mikroglijos hiperaktyvumas [25]. PanasSiai spontaniskai
aktyvios mikroglijos padidéjo pelés modelyje su tmiu periferiniu uzdegimu, sukeltu poodinés bakterinio
lipopolisacharido injekcijos [26-27]. Peliy modeliuose su amiloido atsidéjimu spontaniniai mikroglijos
svyravimai nebuvo paveikti astrocity ar neurony veiklos, bet selektyvus neurony nutildymas padidino
svyravimus mikroglijoje su plokstelémis. Tai rodo, kad sveikai neuroglijai neurony aktyvumas veikia kaip

,,OFF* signalas [25-26].
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11. TYRIMO METODIKA IR METODAI

Tyrimuose buvo naudojamos ziurkiy smegeny zievés mikroglijos kultiiros, augintos ant plastiko
pavirSiaus. Kultiiry auginimas bei paruoSimas fluorescencijos vaizdinimui buvo atliktas Neuromoksly
instituto Biochemijos laboratorijoje. Biochemijos laboratorijoje, vadovaujant prof. Vilmantei Borutaiteli,

kultiry skyrima, auginimg ir dazyma atliko dr. Silvija Jankeviciute.

Mikroglijos kultiiry lasteliy vidinés besikei¢ianc¢ios laike Ca?* koncentracijos matavimui buvo
parinktas priklausanéio nuo Ca?* koncentracijos fluorescencinio signalo matavimo metodas. Kadangi
mikroglijos lgstelés néra elektriskai aktyvios, jy generuojamy Ca?* signaly negalima i$matuoti naudojant
iprastus elektrofiziologinius metodus, tokius kaip, pavyzdziui, registracija prisiurbiamais arba aStriais
elektrodais. Fluorescencinio nuo Ca®* koncentracijos priklausanéio signalo optoregistracija yra neinvazinis
metodas, todél minimizuoja lasteliy pazeidimus. Dar vienas metodo privalumas — registracijos mety
fiksuojami ne vienos, o keliy deSimciy kulttros lgsteliy atsakai, kas leidzia grei¢iau surinkti statistinius
duomenis, todél eksperimentuose sunaudojama maziau laboratoriniy gyviiny. Metodo apribojimas:
optoregistracijos metodas geriausiai tinka ,,ploks¢iy®, ant stiklo ar plastiko pavirS$iaus auginty kultiry
tyrimams. Taciau, mikroglijos kultliros tyrimo atzvilgiu §is metodas yra tinkamiausias, nes mikroglijos

kulttiry Igstelés yra pavienés, retai susirenka j klasterius.

11.1 Pirminés grynos mikroglijos 1asteliy kultaruy paruoSimas bei

auginimas

Mikroglijos lasteliy kultiiros i§skyrimui buvo naudojama 5-7 dieny abiejy lyciy Wistar veislés
ziurkiy jaunikliy galvos smegeny zievé. Skyrimo procedira atlikta sterilioje aplinkoje (laminaras
HERASAFE KS), naudojant sterilius jrankius. Skalpeliu atskirta smegeny zievé nuo likusiy smegeny daliy
buvo perkeliama j Petri lIeksStele su fosfato drusky buferiniu tirpalu (PBS) tirpalu (4°C), papildytu 1%
antibiotiko penicilino-streptomicino ir gliukozés (13 mM) tirpalais. Pincetu buvo pasalintos matomos
kraujagyslés ir smegeny dangalai, smegeny zievé perkelta j nauja Petri 1ekstele su PBS tirpalu (4°C).
ISpreparuota smegeny zieve skalpeliu buvo supjaustyta i mazus gabalélius, perkelta i mégintuvélj su steriliu
Verseno tirpalu (1:5000, Gibco) ir inkubuojama 5 min. Igsteliy auginimo inkubatoriuje, kas minute $velniai
pavartant. Po inkubacijos su automatine pipete 5-6 kartus buvo vykdoma smegeny Zzievés gabaléliy

resuspendacija Verseno tirpale. Resuspenduoti zievés gabaliukai perkelti  sterily mégintuvélj su nauja
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mikroglijos lgsteliy augimo terpe (37 °C) DMEM GlutaMAX (angl. Dulbecco's Modified Eagle Medium,
Gibco), papildyta 0,1 % antibiotiko penicilino-streptomicino tirpalu ir 10 % fetaliniu verselio serumu (FBS).
Lastelés centrifuguotos (centrifuga Eppendorf 5810 R) 290xg, 5 min. kambario temperattroje. Po
centrifugavimo supernatantas buvo pasalintas, o nusédusios Iastelés uzpiltos nauja mikroglijos lasteliy
augimo terpe. Lasteliy suspensija filtruota pro 100 um ir 40 pum pory dydzio filtrus. Prafiltruota lasteliy
suspensija buvo uzséjama j 75 cm? Igsteliy auginimo flakonus, padengtus 0,001% polilizino (angl. poly-
(L)-lysine) tirpalu. Po 24 val. buvo pakeista lgsteliy augimo terpé j Sviezig ir toliau buvo kei¢iama kas 48
val., paSalinus puse¢ senos terpés ] Sviezig terpe. Lastelés buvo inkubuojamos 7-10 pary lgsteliy auginimo

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

Eksperimentiniams tyrimams mikroglijos lgstelés buvo atkeliamos mechaniSkai purtant ir s¢jamos
100000 Igst./mL tankiu. Naudotos pirminés mikroglijos lasteliy kultiiros grynumas — mikroglijos lastelés >
85%.

Eksperimentiniai modeliai:
Normoksija

Normoksinémis sglygomis tyrime laikyta, kai pirminé mikroglijos lasteliy kultiira 24 val. buvo
inkubuojama lasteliy auginimo inkubatoriuje (37 °C, 5% COz2). Normoksinémis saglygomis inkubuotos

lastelés buvo vertinamos kaip kontroliné grupe.

Hipoksija

Siekiant in vitro modeliuoti iSemines sglygas, kurioms buidingas deguonies trilkumas, smegeny
mikroglijos lasteliy kultiiroms buvo sukeliama simuliuota iSemija (hipoksija), 1asteles inkubuojant 24 val.

hipoksinéje kameroje (93% N2, 5% CO2, 2% O2; 37°C), terpéje nesant 2-deoksigliukozei (2-Deoxy-D-
glucose, 2DG, 10mM).

11.2 Kultiry paruoSimas optiniam fluorescencijos matavimui

Ca?* koncentracijos kitimo matavimas mikroglijos kultiiry Iastelése buvo atliekamas nudaZius
lasteles membranai laidziais Ca?* jautriais dazais (OGB-AM, Oregon Green 488 BAPTA-1AM, Invitrogen).
Tam tikslui j kultiry augimo terpe buvo pridedama 2uM OGB-AM ir kultiira su dazais inkubuojama 10
min. Nepatekusio j lasteles Ca?* jautriy dazy likuéiy pasalinimui i§ kultiiry augimo terpés ji kei¢iama nauja

terpe ir pries atliekant optinj registravima lastelés dar kartg buvo inkubuojamos (37 °C, 5% CO3) 10 min.
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11.3 Optinis nuo Ca?* koncentracijos priklausanéios fluorescencijos

Intensyvumo matavimas

1 pav. Eksperimento schema ir duomeny analizés eiga

Mikroglijos kulttros, iSaugintos Sesiy Sulinéliy plastikinéje kulttiry auginimui skirtoje kasetéje,
Ca?* signalo optoregistracijos metu buvo laikomos ant termostatinio pado, palaikiusio pastovig 36-37°C
temperatiirg. Nuo Ca?* priklausanio fluorescencinio signalo registravimas buvo atliktas aukstos raiskos
(5,5 megapikseliy) greitaveike (iki 1000 kadry per sekundg) sCMOS vaizdo kamera (Neo, Andor).
Fluorescenciniai vaizdai buvo gauti apSvietus mikroglijos kultiiras didelés galios 480 nm bangos ilgio
Sviesos diody lempa, Sviesa praleidziant per U-MWIBAS3 510-550 nm bangos ilgio filtrg ir vaizdinti
naudojant Solis (Andor) programing jranga. Eksperimentai buvo atliekami tamsioje kameroje eliminuojant
bet kokius paSalinius foninius Sviesos signalus. Vaizdy registracijos jraso trukmé — 300s, signaly
registravimo daznis — 2 Hz. Lasteliy apSvietimo intensyvumas buvo parinktas taip, kad gautume geros
kokybes fluorescencinius vaizdus, bet nesukeltume mikroglijos Iasteliy pazeidimo, kuris pasireiSkia
fluorescencinio signalo sumazéjimu pakartotinos registracijos metu. Gauty nuo Ca?* koncentracijos
priklausanciy fluorescenciniy vaizdy analizé buvo atlikta naudojant Neurofiziologijos laboratorijoje atviro

kodo Scipy paketo pagrindu paraSytas programas.
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11.4 Gauty optiniu vaizdy analizavimo metodika
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2 pav. Optiniy vaizdy analizés Zingsniai. A. Lgsteliy aktyvumo sukelti fluorescenciniai signalai
(vidurkis fotonais) turéjo virsyti fluorescencijos vidurkj daugiau nei 5%. B. Signalo amplitudé virs
vidurkio (fotonais). Signaly amplitudés turéjo biiti bent 4 kartus didesnés negu fluorescencijos
standartinis nuokrypis. C. |$skirty signaly kitimas laike (fotonais), gretimy tasky signalai buvo
sumuojami triukSmams sumaZzinti.

Mikroglijos lasteliy kultiry su OGB-AM dazais fluorescenciniai nuo Ca?" koncentracijos
priklausantys signalai buvo registruojami 2560x1000 tasky plote, kur 4x4 tasky signalai buvo sumuojami
signalo triukSmingumui sumazinti; tokiu budu gautas 640x250 tasky vaizdas tolimesnei analizei. Vaizdy
registravimo daznis — 2 Hz, registravimo laiko trukmé — 300s. Dél didelio tasky kiekio buvo atlickama
pirminé fluorescencijos signalo (2 pav. A) analize, leidzianti i$skirti tuos taskus, kuriuose buvo stebétas
fluorescencijos signalo kitimas laike. Kadangi triuk§mingas fluorescencijos signalas atsitiktinai formuodavo
laike kintancius ,,pikus®, iSskiriamas prasmingas signalas turéjo atitikti keleta salygy: 1. Taske registruoto
signalo amplitudés maksimumas turéjo biiti bent 3% didesnis uz foninés fluorescencijos vidurkj; 2. Kadangi
fluorescencijos intensyvumai skirtingose registruotose lgstelése biina skirtingi, prasmingo signalo
amplitudés verté turéjo biiti didesné uz 4 fluorescencijos standartinius nuokrypius (2 pav. B). Taikytas
standartinis nuokrypis randamas naudojant taskg su maziausiu signalo kintamumu, vidurkyje tai sudarydavo
apie 60 fotony, tada registruojamo prasmingo fluorescencinio signalo amplitudé tur¢jo biiti apytiksliai 240

fotony didesné uz vidurkj; 3. Kadangi mikroglijos lastelés vaizdas apimdavo apytiksliai 15x15 taSky plota,
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atsitiktiniai signalai 1§ vienetiniy tasky, kai gretimuose taSkuose signalo kitimas nebuvo nustatomas, buvo
atmetami, o kity tasky signalai buvo pridedami vidurkiui skaiciuoti (2 pav. C). 4. Léto fluorescencinio
signalo gesimo laike dél dazy isblukimo panaikinimui atrinktiems signalams buvo taikomas paprasto
santykio metodas. Sioje procediiroje buvo skai¢iuojama vidutiné gestanéios fluorescencijos verté srityse uz
detektuoty Igsteliy riby. Lyginant prading $io signalo verte su tam tikro laiko momento fluorescencijos verte
buvo nustatoma, kiek karty sumazéjo signalas per duotg laika. Signalo verté lastelése buvo padauginama i

Sio santykio kiekvienam laiko momentui tam, kad panaikintume blukimo efekta.

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

rinkinys) programa.

Fluorescenciniy signaly statistiné analizé buvo atlikta naudojant funkcijas i§ SciPy atviro kodo
paketo. Duomeny pasiskirstymo normaliskumas buvo jvertinamas D’Agostino ir Pearson’o normaliskumo
testais. Skirtumams tarp duomeny vidurkiy statistiniam patikimumui jvertinti buvo naudojamas Stjudento

t-testas normaliai pasiskirsc¢iusiems duomenims.
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12. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Naudojant nuo Ca?* koncentracijos priklausan¢ios fluorescencijos optinés registracijos metoda,
buvo tirtos ziurkés zievés mikroglijos 9 dieny amziaus kultiros, augintos ant plastiko pavirSiaus
normoksijos ir hipoksijos saglygomis. Buvo istirta 6 normoksijos saglygomis augintos mikroglijos kulttiros
(aktyviy lgsteliy skaicius — 80) bei 6 hipoksijos salygomis augintos mikroglijos kultiiros (aktyviy lasteliy
skaicius — 87). Mikroglijos lastelés, augintos kaip normoksijos, taip ir hipoksijos sglygomis, generavo dviejy
tipy Ca®" signalus: ilgas létas Ca®" bangas (nuo keliy minuéiy ir ilgesnés trukmeés) (4 pav., punktyrinés
rodyklés), bei trumpus Ca?" keliy sekundziy trukmés impulsus, su gerai iSreiksta signalo maksimumo
vir§iine bei su greitu gesimu (4 pav, iStisinés rodyklés). PanaSaus pobtidzio trumpi greiti mikroglijos signalai
buvo fiksuoti darbuose su ziurkémis in vivo ir sietini su mikroglijos lgsteliy fagocitiniu funkciniu atsaku j
aplinkiniy audiniy pazeidimus [23], todél savo tyrimuose apsiribojame $iy, mikroglijos funkcijg

atspindin¢iy Ca?* signaly analize.

Analizuojant trumpus, nuo Ca®* koncentracijos pasikeitimo mikroglijos lastelése priklausancius
fluorescencijos signalus buvo matuojami tokie jy parametrai: 1. Signalo intensyvumui apibiidinti buvo
naudota santykiné Ca?* signalo amplitude (%), kuria gavome padaline absoliu¢ig Ca®" signalo amplitude,
iSmatuotag nuo impulso kilimo pradzios iki virSinés ir iSreikSta sutartiniais vienetais (fotonais), i$
fluorescencinio signalo intensyvumo (fotonais) vertés pries kilimo pradzia. Sis parametras, skirtingai nuo
absoliucios amplitudés, nepriklauso nuo skirtinguose eksperimentuose galimai nevienodo patekusio |
lasteles dazy kiekio, todel leidzia tarpusavyje lyginti skirtingy mikroglijos lasteliy kultiiry signalo
pasikeitimo intensyvumg. 2. Signalo trukmeé, iSmatuota impulso pusés amplitudés lygyje (s). 3. Trumpy
spontanigkai atsirandanéiy Ca?" koncentracijos pasikeitimo jvykiy skai¢ius per minute. Jeigu registravimo
laiko bégyje (300s) mikroglijos lastelé demonstravo keleta greity Ca?* impulsy, buvo matuojami ir
analizuojami didZiausios santykinés amplitudés signalo parametrai. Tam, kad atskirtume lgstelése
generuojamus signalus nuo atsitiktiniy fluorescencijos poky¢iy, j statisting analiz¢ buvo jtraukti parametrai

tik ty Ca®" koncentracijos pasikeitimo signaly, kuriy santykiné amplitudé virsijo 5%.

1. Buvo atliktas mikroglijos kultiiry lasteliy, auginty normoksijos ir hipoksijos salygomis,
morfologiniy vaizdy palyginimas. Tam tikslui prie§ matuojant nuo Ca?* koncentracijos pasikeitimo
priklausantj fluorescencinj signalg buvo darytos kultiiry Sviesinés nuotraukos (3 pav., A, B) naudojant 40
karty didinantj mikroskopo (Olympus, Japonija) imersinj objektyva. Buvo atliktas skirtingy morfologiniy
formy mikroglijos lasteliy skaiCiavimas registruojamuose kulttry plotuose ir jy klasifikavimas pagal del
Rio-Hortega metodikg [19]: a) ramifikuoto tipo neaktyvios mikroglijos lgsteliy (mazas kiinas, ilgos plonos

21



ataugos) buvo aptikta tik 1,9% visy tiriamy Igsteliy skai¢iaus normoksijos sglygomis augintose kultarose ir
1,3% visy registruoty lgsteliy skai¢iaus po mikroglijos kultiiry laikymo hipoksijos salygomis; b)
pereinamojo etapo nuo ramifikuotos i fagocitozés biisenos prading forma (padidéjes kiinas, sustoréjusios
trumpos ataugos) lasteliy buvo aptikta 2,3% normoksijos ir 3,8% hipoksijos atvejy; c) verpstés formos
aktyviy fagocituojanciy mikroglijos lasteliy santykis buvo atitinkamai 5,5% normoksijos ir 5,6% hipoksijos
auginimo salygomis; d) apvaliy mikroglijos Igsteliy be matomy ataugy buvo suskaiciuota daugiausia: 90,3%

visy lasteliy normoksijos ir 89,3% hipoksijos salygomis.

3 pav. Mikroglijos kultiiry Svesinés nuotraukos (x40): A. 9 dieny Ziurkés smegeny Zievés
mikroglijos kultiira, auginta normoksijos sqlygomis; B. 9 dieny Ziurkés smegeny Zievés mikroglijos
kultiira, auginta hipoksijos sqlygomis. Lgsteliy morfologiniai skirtumai A ir B neZymiis: ir
normoksijos, ir hipoksijos atveju dominuoja apvaliy, be ataugy mikroglijos lgsteliy morfologiné forma.
C. 9 dieny Ziurkés smegeny Zievés mikroglijos kultiira auginta hipoksijos sqlygomis Su rotenono
(0,05uM) pridéjimu.

Trumpy spontanisky Ca?* signaly negeneravo tik ramifikuotos mikroglijos lastelés. Visy aktyviy

morfologiniy formy mikroglija demonstravo greitus Ca®* signalus.

2. Nuo Ca?* koncentracijos pasikeitimo priklausanéiy trumpy fluorescenciniy signaly santykinés
amplitudés vidurkis normoksijos atveju buvo 13,63+5,62%, tuo tarpu hipoksijos salygomis augintos

mikroglijos kultiiros Igstelés generavo didesnés amplitudés trumpus Ca?" signalus, jos vidurkis buvo
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20,58+8,99% (4 pav. (istisinés rodyklés), 6 pav.). Sis skirtumas buvo statistiskai patikimas, p<1,43*108
(Stjudento t-testas).
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4 pav. Auginty skirtingomis sqlygomis mikroglijos kultiiry lgsteliy nuo Ca?* koncentracijos
priklausantys fluorescenciniai signalai. Fluorescenciniy signaly absoliuti amplitudé matuojama
sutartiniais vienetais (fotonais): A. Normoksijos sqlygomis augintos mikroglijos kultiiros lgsteliy Ca
signalai (iStisinémis rodyklémis pazyméti trumpi Ca?* signalai, punktyrinémis — létos ilgos Ca®*
bangos); B. Hipoksijos sqlygomis auginty mikroglijos lgsteliy generuojami Ca®* signalai (gerai
iSreiksti, didelés amplitudés trumpi signalai paZyméti istisinémis rodyklémis; ilgos, po trumpy signaly
serijos sekancios iSsikrovimo bangos su mazos amplitudés osciliacijomis — punktyrinés rodyklés).

2+

3. Trumpy Ca?* signaly impulso trukmés, i§matuotos ties amplitudés viduriu, vidurkis normoksijos
saglygomis augintose kultirose buvo 4,3843,71s ir hipoksijos sglygomis augintose mikroglijos lgstelése
beveik nepasikeité — 4,18+3,67s. Stebétas nedidelis skirtumas tarp normoksijos ir hipoksijos salygomis

auginty lasteliy Ca?* greity signaly trukmés nebuvo statistiskai patikimas.
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4. Taip pat buvo skaiCiuojamas kiekvienos mikroglijos lgstelés generuojamy signaly, kuriy
santykin¢ amplitudé buvo didesné nei 5%, daznis: ,,impulsacijos* vidurkis normoksijos saglygomis auginty
mikroglijy lasteliy buvo 0,52 jvykio/min, hipoksijos salygomis — 0,76 jvykio/min. Sis skirtumas buvo
statistiskai patikimas, p<1,73*10* (Stjudento t-testas).

Skai¢iuojant Ca?* koncentracijos pasikeitimo jvykius per laiko vienets reikia jvertinti aplinkybe,
kad ne visos tuo pat metu registruotos kultiiros lastelés buvo aktyvios. Normoksijos saglygomis registruotose
6 mikroglijos kultiirose buvo nufilmuota i§ viso 276 lastelés ir tik 80 i$ ju generavo trumpus Ca?* signalus.
Taigi normoksijos salygomis auginta mikroglija skaifiuojant vienai registruotai lastelei generuodavo
vidutiniskai 0,15 jvykio/min vienai lastelei populiacijoje. Tuo tarpu registruojant hipoksijos sglygomis
augintas 6 kultiiras buvo nufilmuotos 225 lIastelés, i$ jy trumpy Ca?* signaly aktyvuma demonstravo 87,
todél greity Ca?* signaly skaicius vienai registruotai lastelei buvo dvigubai didesnis — vidutiniskai 0,3

ivykio/min vienai Igstelei populiacijoje.

5. Nagrin¢jant skirtumus tarp skirtingomis saglygomis auginty mikroglijos kultiiry generuojamy
trumpy greity Ca?" signaly buvo pastebéta, kad 30% visy aktyvuma demonstravusiy lasteliy hipoksijos
salygomis laikytose kultiirose po trumpo Ca?" signalo ar jy serijos generavo ilga Ca?* i§sikrovimo banga su
mazos santykinés amplitudés (maziau 5%) Ca?* svyravimais (4 pav., B, punktyrinés rodyklés). I$sikrovimo

bangy vidutineé santykin¢ amplitude sieke 11,15%.

I A |‘ 1000 s.v.

50s

5 pav. Rotenono (koncentracija 0.05uM) pridéjimas j kultiiry augimo terpe pries mikroglijos
lgsteliy kultiiros patalpinimgq | hipoksijg imituojancias sqlygas statistiSkai patikimai sumaZino santyking
greity Ca?* signaly impulsy amplitude (nuo 20,58+8,99% hipoksijos be Rotenono pridéjimo atvejy iki
12,22+4,58% pridéjus 0.05uM rotenono) bei visiSkai panaikino létas iSsikrovimo bangas. Pavaizduoty
grafike signaly absoliuti amplitudé matuota santykiniais vienetais (fotonais).
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6. Pries sukeliant mikroglijos Igsteliy kultiroms hipoksija simuliuojancias salygas j 4 mikroglijos
kultory lasteliy auginimo terpg¢ buvo jdétas izoflavonas rotenonas (koncentracija — 0,05uM). Po rotenono
pridéjimo ir hipoksijos sukélimo mikroglijos lastelés demonstravo daug mazesnés santykinés amplitudés
greitus Ca?* signalus — 12,22+4,58% (5 pav.), kai be rotenono jdéjimo po hipoksijos sukélimo vidutiné
greity Ca®" signaly amplitudé sieké 20,58+8,99% (6 pav., raudona ir geltona kreivés). Pokytis buvo
statistiskai patikimas, kai p< 4,17*101° (Stjudento t-testas).

2000 s.v.

50s

6 pav. Auginty skirtingomis sqlygomis mikroglijos kultiiry lgsteliy generuojamy greity Ca®*
signaly tipiniy vaizdy palyginimas: normoksijos sqlygomis auginty lgsteliy generuojami signalai
(Zalios spalvos kreivé), hipoksijos sqlygomis laikyty lgsteliy signalai, demonstruojantys iSaugusiq greity
signaly piky amplitude ir po pavieniy trumpy impulsy sekancig Ca?* isikrovimo bangq su mazomis
osciliacijosmis (raudonos spalvos kreivé) bei mikroglijos generuojamo Ca®* signalo pasikeitimas, kai
pries sukeliant hipoksijq j lgsteliy auginimo terpe buvo pridéta 0,05uM rotenono (geltona kreivé).
Rotenonas sumazino mikroglijos greity signaly santyking amplitude iki 12,22+4,58%, kas beveik
atitinka normoksijoje stebimus signalus — 13,63+5,62%, bei panaikino létos Ca®* iSsikrovimo bangos
vystymagsi.

Trumpy Ca?" signaly impulsy, generuojamy mikroglijos lastelése su rotenono pridéjimu pries
hipoksijos sukélimg, trukmés, iSmatuota ties amplitudés viduriu, vidurkis buvo 2,25+1.01s ir palyginus su
hipoksijos salygomis be rotenono augintose lastelése (4,18+3,67) statistiSkai patikimai sumazejo (p<

1,69*107°, Stjudento t-testas).

7. Po rotenono pridé¢jimo ir hipoksijos sukélimo taip pat pasikeité 1gsteliy morfologiniy formy
santykis palyginus su hipoksija be rotenono: besisakojancios ramifikuotos mikroglijos buvo aptikta 1,5%
visy lasteliy skaiCiaus, padidéjusio kiino ir sutrumpéjusiy ataugy aktyvacijos proceso pradzios lasteliy —

6,5%, verpstés formos — 22,6% ir apvalios fagocituojancios mikroglijos buvo suskaiciuota 69,4% visy
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registruoty lasteliy skaic¢iaus. Kaip ir normoksijos/hipoksijos auginimo salygomis kultiirose su rotenonu
trumpy Ca®* signaly negeneravo tik ramifikuotos mikroglijos Igstelés, visy kity aktyviy morfologiniy formy

Iasteliy Ca®* signaly parametrai ir atsiradimo daznis nepriklausé nuo jy formos.

8. Po rotenono pridéjimo j Igsteliy auginimo terpg prie§ sukeliant hipoksijos salygas aktyvios
lastelés demonstravo ganétinai auksta trumpy Ca®* signaly (su santykine amplitude >5%) generavimo daznj
— 0,68 jvykio/min, kas yra daugiau nei normoksijos sglygomis augintose mikroglijos Igstelése (0,52
jvykio/min), taciau maziau nei hipoksijos sglygomis augintose lgstelése (0,76 jvykio/min). Taciau, aktyviy
lasteliy, generavusiy greitus Ca?* signalus, skai¢ius buvo smarkiai sumazéjes palyginus su hipoksija be
rotenono: i§ 207 filmuoty lasteliy nuo Ca?* koncentracijos priklausant] fluorescencinj signala demonstravo
tik 38, todél skai¢iuojant visy tirty kultiirose su rotenonu lasteliy populiacijos atzvilgiu trumpy Ca?* signaly
generavimo daznis buvo tik 0,13 jvykio/min vienai lastelei populiacijoje, kas yra Siek tiek maziau nei
normoksijoje (0,15 jvykio/min vienai lgstelei populiacijoje) ir dvigubai maziau nei hipoksijoje (0,3

jvykio/min vienai lgstelei populiacijoje).

Apibendrinant galima teigti, kad mikroglijos lastelése, tirtose taikant kalciui jautrius
fluorescencinius dazus, registravome spontaninius signalus, rodancius kalcio jony koncentracijos pokycius.
Normoksijos sglygomis augintose kultiirose buvo stebéti daugiausia salyginai trumpi keliy sekundziy
trukmés signalai. Tokio pobiidzio signalai galimai buvo sukelti dél Ca?* atpalaidavimo i§ endoplazminio

tinklo saugykly [29].

Mikroglijos Iastelése, kurios buvo augintos hipoksijos salygomis, signaly pobiidis pasikeite:
padidéjo greity trumpy signaly daznis ir atsirado létos i$sikrovimo Ca?* bangos, trunkancios minutes. Létos
bangos galéjo atsirasti dél Ca?" jtekéjimo j Iasteles pro plazminés membranos kanalus dél endoplazminio
tinklo saugykly i$sekimo [30]. Padidéjes Ca®" jony signaly daznis ir trukmé galimai lemia mikroglijos
lasteliy imuninj funkcinj aktyvavima. Ankséiau atlikti tyrimai parodé, jog Ca?* koncentracijos padidéjimas
mikroglijos Iastelése yra biitinas sukelti atsakui j LPS [31]. Be to, nuo Ca?" ir kalmodulino priklausanti

kinaze II (CaMKII) dalyvauja sukeliant mikroglijos M1 tipo aktyvacija [32].

Mikroglijos lastelése, augintose hipoksijos salygomis pries tai taikant rotenona, létos Ca®* bangos
isnyko, o trumpy signaly generavimas pasidaré retesnis nei hipoksijos atveju be rotenono. Sis rezultatas gali
atrodyti netikétas, nes rotenonas blokuoja mitochondrijos elektrony transporto grandinés I kompleksa [33]
ir tokiu biidu jo pridéjimas pries hipoksija turéjo dar labiau sumazinti ATF sinteze, todél dar stipresnis Ca?*
koncentracijos padidéjimas lgstelése 1§ pirmo Zvilgsnio atrodyty labiau tikétinas. Taciau mikroglijos lasteliy

sumazéjusj aktyvumg galéty paaiskinti adenozino 5-monofosfato aktyvinamos kinazés (AMPK)
26



aktyvavimas dél ATF sumazéjimo: kadangi rotenonas buvo taikytas pries hipoksija, Sios kinazés aktyvumas
galéjo suSvelninti hipoksijos poveikj mikroglijos Igsteléms. Yra zinoma, kad AMPK daro jtaka daugelio
fermenty veiklai ir geny raiskai [34]. Sia kinaze taip pat veikia ir metforminas, kuris, kaip Zinoma, apsaugo
smegeny lasteles nuo iSemijos [35] bei kaip ir rotenonas blokuoja mitochondrijos elektrony transporto
grandinés I kompleksg [36]. Taigi rotenono pridéjimas prie§ hipoksijg galéty sumazinti mikroglijos
fagocitinj aktyvuma dél sumazéjusiy Ca?* koncentracijos poky¢iy ir tokiu biidu apsaugoti aplinkinius

neuronus iSemijos atveju.
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13. ISVADOS

1. Mikroglijos Igsteliy, auginty normoksijos ir hipoksijos salygomis, morfologija reikSmingai nesiskyre,
tac¢iau hipoksijos sglygomis pridéjus rotenono pasikeité aktyvuotos mikroglijos morfologiniy formy
santykis. Trumpy Ca®" signaly nedemonstravo tik ramifikuota mikroglija, kurios tiek normoksijos, tiek
hipoksijos salygomis bei pries sukeliant hipoksijg pridéjus rotenono buvo maziausiai, visy kity morfologiniy

formy lastelés buvo aktyvios ir generavo greitus Ca?* pokyg¢ius.

2. Hipoksijos atveju lyginant su normoksijos salygomis trumpy Ca?* signaly amplitudé ir daznis buvo
didesni. Ca2?" signaly impulso trukmé abiejuose atvejuose buvo vienoda ir statistiskai reik§mingai

nepasikeite.

3. Po rotenono pridéjimo j Iasteliy auginimo terpe prie$ sukeliant hipoksijos salygas Ca?* signaly trukmé
sumazgjo. Rotenono taikymas statistiskai nepatikimai sumazino signaly daznj aktyviose lastelése, taciau
skaic¢iuojant vidutinj signaly skaiCiy, tenkantj vienai lastelei, registruoty lasteliy populiacijoje, rotenono
taikymas daznj sumazino dvigubai. Taigi rotenono taikymas pries hipoksijg sumaZzina aktyvuoty mikroglijos
lasteliy skaidiy bei sumazina mikroglijos lasteliy Ca?* koncentracijos savaiminj padidéjima. Kadangi
rotenonas blokuoja mitochondrijos elektrony transporto grandinés I kompleksa, galima daryti prielaida, jog
tokj pat poveikj turinios medziagos gali biiti efektyvios siekiant sumazinti smegeny audinio pazaidas po

iSemijos.
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