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STRESZCZENIE

Stale powigkszajaca sie populacja oséb z udarami mdzgu,
padaczka lekooporna oraz postepujacymi chorobami neurodege-
neracyjnymi stanowi najwieksze wyzwanie wspétczesnej neu-
rologii. Pomimo znaczacego postepu naukowego, jaki dokonat
sie w tej dziedzinie w ostatnich latach, dostepne strategie tera-
peutyczne sg wcigz niezadowalajace. Dlatego tez duzg nadzieje
neurologdw budzi neuroprotekcja, czyli mozliwo$¢ zapobiega-
nia destrukcji tkanki nerwowej spowodowanej okreslonym
czynnikiem uszkadzajgcym z zastosowaniem tzw. neuroprotek-
tantéw. Substancije te oddziatujac na okreslony etap niezwykle
Zlozonego procesu $mierci neuronu, hamujg go lub ograni-
czaja. Modele neuroprotekcji do$wiadczalnej prowadzone sg
powszechnie na zywych zwierzetach (in vivo). Od ponad 30 lat,
m.in. dzieki wprowadzaniu coraz to doskonalszych technik labo-
ratoryjnych oraz nowoczesnych mediéw odzywczych, komérki
nerwowe moga by¢ hodowane w warunkach in vitro. Metody
takie umozliwiaja bezposredniag obserwacje zywych neuronéw
oraz ich dynamicznej ,,odpowiedzi” na zmieniajgce sie warunki
hodowli. Pozwalajg réwniez oceni¢ wptyw réznych substancii
egzogennych dodanych do kultury (m.in. potencjalnych neuro-
protektantéw) na morfologie i fizjologie tych komérek. Autorzy
na podstawie przegladu pi$miennictwa i do$§wiadczen wiasnych
przedstawili procedure najczesciej wykorzystywanej hodowli
komérek nerwowych hipokampa oraz zastosowanie metody w
wybranych modelach neuroprotekcji.

Stowa kluczowe: pierwotna hodowla neurondw, hipokamp,
neuroprotekcja

ABSTRACT

Increasing population of patients with stroke, intractable epi-
lepsy and progressive neurodegenerative disorders is the major
clinical problem of current neurology. Despite of scientific pro-
gress in neuroscience, achieved in the last years, therapeutic
strategies remain still unsatisfactory. Neuroprotection — the
prevention from damage of nervous tissue by varied destru-
ctive factors with the use of pharmacological agents (neuropro-
tectants), hold out hopes to the neurologists. Neuroprotectants
stop varied stages of complex mechanism of neuronal death.
Experimental models of neuroprotection are common used in
the living animals (in vivo). Since more than three decades
neuronal cells can be cultured in lab conditions (in vitro). Pri-
mary neuronal culture is an excellent target for investigation of
neurodegenerative and neuroprotective mechanisms. Authors,
focused on experimental models of neuroprotection, described
the widely used primary culture of dissociated hippocampal
neurons according to the literature review and to the own expe-
rience.

Key words: primary neuronal culture, hippocampus, neuropro-
tection

NEURODEGENERACJA | NEUROPROTEKCJA

Badania naukowe z ostatnich kilkudziesieciu lat znaczaco
przyczynily si¢ do zrozumienia ztozonych mechanizméw
fizjologii i patologii tkanki nerwowej. Tak dynamiczny
postep, jaki dokonat si¢ w szeroko rozumianych naukach
neurologicznych (ang. Neuroscience), szczego6lnie w ostat-
nim dziesi¢cioleciu XX wieku, zwanym ,,dekada mézgu”,
nie byt dotad spotykany. Przyczynit si¢ do tego przede
wszystkim szybki rozwdj innych dziedzin nauki, jak biolo-
gia molekularna, genetyka, farmakologia czy nowoczesne
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techniki neuroobrazowania. Najlepszym dowodem owego
postepu bylo pojawienie si¢ w ostatnim okresie szeregu
lekow przeciwpadaczkowych nowej generacji, ktorych
dzialanie opiera si¢ na niezwykle precyzyjnie okreslonych
mechanizmach biochemicznych. Jednak pomimo tak zna-
czacej poprawy stanu wiedzy i wynikajacych z tego aspek-
tow praktycznych, w postaci nowych preparatow i metod
terapeutycznych, wiele probleméw pozostaje nadal nieroz-
wigzanych.
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W neurologii szczeg6lng nadziej¢ budzi zjawisko neu-
roprotekcji, a wigc mozliwo$¢ zapobiegania uszkodzeniu
tkanki nerwowej na skutek dzialania czynnika patogen-
nego za pomocg okre§lonych substancji i lekow — tzw.
neuroprotektantow.

Zaburzenia osrodkowego uktadu nerwowego (OUN),
rozpoczynajace si¢ zar6wno w sposob ostry (udar, drgawki,
cigzkie urazy czaszkowo-mozgowe), jak tez postepujace
przewlekle choroby neurodegeneracyjne (np. choroba
Alzheimera, choroba Parkinsona), uruchomiaja niezwykle
ztozong kaskade zjawisk biochemicznych, ktorej skutkiem
jest uszkodzenie, a nastgpnie $mieré neuronéow. Mode-
lowym przyktadem z praktyki klinicznej jest udar niedo-
krwienny mozgu, kiedy to w wyniku naglego zamknigcia
$wiatla tetnicy mézgowej dochodzi do kaskady reakcji
biochemicznych, prowadzacych do $mierci komoérek ner-
wowych. Na skutek glebokiego deficytu energetycznego,
spowodowanego niedostatkiem tlenu w mitochondriach,
dochodzi do zaburzenia funkcji ATP-az blonowych. Nie-
wydolno$¢ tego mechanizmu prowadzi do depolaryzacji
btony komoérkowej i mitochondrialnej, zaburzenia homeo-
stazy jonowej (nadmierny naptyw jondéw sodu i wapnia
do wnetrza komorki). Najwigksze znaczenie odgrywaja tu
jony wapnia, dodatkowo uwalniane z retikulum endopla-
zmatycznego [1, 2]. Aktywuja one ,,wyrzut” aminokwa-
sow pobudzajacych, gtoéwnie glutaminianu, do przestrzeni
synaptycznej. Glutaminian za$ po potaczeniu ze swoistymi
receptorami blonowymi jeszcze bardziej nasila naptyw
jonéw wapnia do komorki. Daje to efekt patofizjologicz-
nego ,,blednego kota”, znanego jako ekscytotoksycznosé
[3, 4]. Wysokie stezenie jondw wapnia uruchomia ponadto
szereg innych niekorzystnych reakcji, np. aktywacje pro-
teaz, endonukleaz i fosfolipazy A2. Ta z kolei przy udziale
jonoéw wapnia i ATP katalizuje uwalnianie kwasu arachido-
nowego z bton komorkowych. Efektem dalszych przemian
biochemicznych kwasu arachidonowego (tzw. ,kaskady”
kwasu arachidonowego) jest nie tylko wytworzenie szeregu
mediatoréw reakcji zapalnej, ale rowniez duzych ilosci
wolnych rodnikéw tlenowych [5, 6]. Wolne rodniki tle-
nowe wspolnie z jonami wapnia powodujg otwarcie tzw.
megakanatéw w blonie mitochondriéw, co nieodwracalnie
niszczy te organella komodrkowe [7]. Zjawiskom owym
towarzyszy rowniez nadmierna ekspresja genow proapo-
ptotycznych [8]. Koincydencja powyzszych reakcji pro-
wadzi do $mierci komorki nerwowej. Dochodzi do niej w
wyniku martwicy (nekrozy) lub apoptozy. Martwica nasteg-
puje w ciagu krotkiego czasu i jest wynikiem nagtej zmiany
wewnatrzkomorkowych stezen jondw, obrzeku komorki i
nastepnie jej lizy. W przeciwienstwie do martwicy apoptoza
obejmuje szereg zjawisk biochemicznych, ktore prowadza
do destrukcji materialu genetycznego i zaprogramowane;j
$mierci komorki [9]. Najnowsze badania dowiodly, Ze oba
te zjawiska zachodza zwykle jednoczesnie i okre§lane sg
mianem aponekrozy [10, 11]. Mechanizm tego procesu jest
niezwykle ztozony — laczy bowiem niekorzystne wspot-
dziatanie jonéw wapnia, aminokwaséw pobudzajacych,
produktow degradacji lipidow blon komoérkowych, wol-
nych rodnikéw tlenowych oraz mediatorow reakcji zapal-
nej i odpowiedzi autoimmunologiczne;.
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W ostatnich latach trwajg intensywne poszukiwania
substancji neuroprotekcyjnych, ktére podane w okre-
$lonym czasie i dawce moglyby ochroni¢ neurony przed
zniszczeniem lub ograniczy¢ uszkodzenie funkcji mozgu
w okreslonej sytuacji patofizjologicznej. W zwigzku z
postulowanymi wymienionymi mechanizmami $mierci
komérki dotychczasowe badania nad neuroprotektantami
skupiajg si¢ przede wszystkim na blokerach kanalu wap-
niowego, antagonistach aminokwaséw pobudzajacych,
antyoksydantach, kortykosteroidach, modulatorach reakcji
zapalnej i immunologicznej [9, 12, 13].

PIERWOTNE HODOWLE NEURONOW

Na poczatku lat 70 ubiegltego wieku pojawity si¢ pierw-
sze doniesienia, ktore wytyczyly nowy kierunek badan nad
tkankg nerwowa i umozliwity doglebne poznanie opisanych
wczeéniej mechanizmow jej uszkodzenia. Stwierdzono, ze
neurony uzyskane ze zwojow wspotczulnych przy obec-
nosci swoistego czynnika wzrostu moga by¢ hodowane w
warunkach in vitro [14]. W nastgpnych latach uzyskano
hodowle neuronéw osrodkowego ukladu nerwowego,
m.in. pochodzacych z rdzenia krggowego [15] i mézdzku
[16]. Opisana po raz pierwszy przez Bankera i Cowana wr.
1977 hodowla pierwotna rozproszonych komoérek nerwo-
wych hipokampa szczura [17] stala si¢ niejako, obok tzw.
hodowli organotypowych, ,,ztotym standardem” hodowli
neuronalnych, przyjetym przez wiele osrodkow na §wie-
cie.

Z wielu wzgledow obserwacja ,,odpowiedzi” tego wlas-
nie regionu mozgu na dziatajacy czynnik uszkadzajacy czy
ochronny stanowi doskonaty model doswiadczalny. Po
pierwsze hipokamp jest struktura archeocortex, w zwiazku
z czym jego budowa histologiczna jest znacznie prostsza
niz innych obszar6w mozgu (zwlaszcza kory nowej), co
zdecydowanie utatwia jego oceng morfologiczng. Ponadto
dobrze poznane i zdefiniowane zostaly polaczenia hipo-
kampa z innymi strukturami mézgu [18]. Nie mniej wazny
jest praktyczny aspekt fatwosci zidentyfikowania i pobra-
nia tej struktury od zwierzgcia laboratoryjnego. Z punktu
widzenia badan nad uszkodzeniem tkanki nerwowe;j i prob
neuroprotekcji niezwykle wazne jest kliniczne znacze-
nie kory ammonalnej. Hipokamp obok ciata migdatowa-
tego jest najwazniejszg strukturg, zawiadujacg procesami
emocji, uczenia si¢ i pamieci [19]. W badaniach rezonansu
magnetycznego wykazano atrofi¢ zakrgtu hipokampa w
szeregu schorzen neurodegeneracyjnych przebiegajacych
z uposledzeniem tych funkcji: chorobie Alzheimera, otg-
pieniu naczyniowym czy otgpieniu towarzyszacym choro-
bie Parkinsona [20]. Stwardnienie hipokampa jest rowniez
najczgstsza przyczyna lekoopornej padaczki ptata skronio-
wego i spowodowane moze by¢ m.in. nawracajacymi i dtu-
gotrwatymi drgawkami goraczkowymi [21].

Kora ammonalna jest w mozgu strukturg najbardziej
wrazliwa na uszkodzenie zar6wno endo-, jak i egzogenne.
Komorki piramidowe hipokampa w stanach patologicznych
mozgu, zwlaszcza niedokrwienno-niedotlenieniowych,
najszybciej ulegaja procesom nekrozy i/lub apoptozy.
Zwiagzane to jest z szerokg reprezentacjg w hipokampie
(szczegblnie w rejonach CA1 i CA3) receptoréow dla neu-
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roprzekaznikow pobudzajacych [22]. Procesy ekscytotok-
sycznoS$ci sg wige tutaj najbardziej wyrazone i przebiegaja
niezwykle intensywnie.

Hodowle neuronow piramidowych hipokampa pro-
wadzone sg zwykle na materiale pobranym z 16—18-dnio-
wych zarodkéw szczura, ktorych hipokamp jest juz dobrze
uformowany i tatwy do odrdéznienia od innych struktur
mozgu. Idealna hodowla neuronalna z definicji powinna
zawiera¢ jedynie komorki nerwowe. Oczywiscie w mate-
riale ,,startowym” hodowli oprocz neurondow znajduja si¢
liczne komorki makro- i mikrogleju i inne elementy tkanki
nerwowej. Ich eliminacja z hodowli mozliwa jest dzigki
zastosowaniu specjalnych podlozy (medidw). Od czasu
pierwszej, wspomnianej juz hodowli przeprowadzonej w r.
1977 przez Bankera i Cowana [17] znaczaco poprawita si¢
metodyka laboratoryjna z jednoczesnym udoskonaleniem
stosowanych mediéw odzywczych [23, 24]. Nowoczesne
metody hodowli umozliwiaja uzyskanie prawie czystych
(pozbawionych gleju) kultur neuronalnych o wielotygo-
dniowym przezyciu.

Najczgsciej stosowanym medium w hodowli embrio-
nalnych komoérek nerwowych hipokampa jest opracowany
przez Brewera i wsp. Neurobasal (NB) z dodatkiem suple-
mentu B27, ktory zapobiega niepozadanemu rozplemowi
gleju w kulturze [25]. Hodowle z uzyciem NB zawieraja
< 5% komorek glejowych. NB jest medium stosowanym
nie tylko w hodowlach pochodzacych z moézgdéw emb-
rionow 1 oseskow, ale réwniez pobranych od dorostych
zwierzat [26]. Ze wzgledu jednak na zawarto$¢ witaminy
E, dysmutazy nadtlenkowej, glutationu i innych antyok-
sydantow NB nie powinno by¢ stosowane w modelach
oceniajacych procesy stresu oksydacyjnego [25]. Innym
popularnym medium jest MEM+ (ang. minimal essential
medium). MEM+ nie zawiera antyoksydantow, dlatego jest
podstawowym podtozem w tego typu do$wiadczeniach
[27]. Medium to nie zapewnia jednak tak dobrego prze-
zycia neurondéw jak NB, ponadto zawarta w jego sktadzie
surowica generuje niepozadany w kulturach neuronalnych
rozplem gleju. Xie i wsp. opracowali nowe obiecujace
podtoze, bedace kombinacja NB i MEM+. Medium to,
zwane NM-2, umozliwia wykonywanie szeregu doswiad-
czen na kulturach neuronalnych dostgpnych przy uzyciu
NB i jednoczesne badania gospodarki wolnorodnikowej w
tej samej hodowli. Zawarto$¢ komorek gleju w NM-2 nie
przekracza 2-3% [28].

W niektorych osrodkach do medium dodawane sg anty-
biotyki (najcze¢sciej streptomycyna i penicylina) oraz leki
przeciwgrzybicze. Zapobieganie w ten sposob kontami-
nacji kultury tkankowej stosowane jest zwykle w hodow-
lach dlugoterminowych. Z naszych do§wiadczen wynika,
ze przy zachowaniu warunkéw petnej sterylnosci nie jest
to konieczne. Nalezy rowniez pamigtac, ze dodatek np.
penicyliny, ze wzgledu na jej dzialanie prodrgawkowe, w
sposob znaczacy moze zaburzy¢ wyniki badan elektrofi-
zjologicznych przy uzyciu mikroelektrod komorkowych.

Biologiczny materiat wyjsciowy do zatozenia hodowli
rozproszonych komorek nerwowych hipokampa stanowig
najczesciej mozgowia pobrane od 16—18-dniowych emb-
rion6w szczura lub od zwierzat postnatalnych. Obecnie,
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jak wspomniano wcze$niej, mozliwe jest rowniez wypro-
wadzenie hodowli z mézgu dorostego zwierzgcia [26, 29].
Metodyka mikrochirurgicznej izolacji hipokampa z mézgu
opisana jest w wielu opracowaniach dotyczacych hodowli
tkankowych neuronéw [np. 30]. Hipokampy natychmiast
po wyizolowaniu powinny zosta¢ umieszczone w medium
(np. Neurobasal/B27) i poddane dalszym procedurom
hodowli. Opracowana przez Brewera substancja ptynna
pod nazwa Hibernate E umozliwia przezycie zatopionych
w niej embrionalnych komoérek nerwowych jeszcze przez
co najmniej tydzien od pobrania materialu w temperatu-
rze 4-8°C. Hibernate E pozwala wigc na konieczne nieraz
z r6éznych wzgledow opoznienie rozpoczgcia procedury
hodowli oraz na transport materiatu do innych laborato-
riow.

W naszym o$rodku prowadzimy hodowle neuronalne
z wyizolowanych 1 zawieszonych w Hibernate E hipo-
kampow 18-dniowych embriondéw szczura (BrainBits Inc.
USA). Po otrzymaniu materialu nalezy przygotowac ptytki
do hodowli. Standardowo stosowane sg ptytki plastikowe
4-, 6- lub 24-dotkowe. Pokrywa si¢ je poly-D-lizyna w
stezeniu 10 pg/ml, a nastgpnie doktadnie suszy. Poly-D-
lizyna warunkuje dobrg przyczepno$¢ komorek do ptytki.
Substancjg alternatywna, rzadziej uzywanga, jest poly-DL-
ornityna [31]. Niekiedy ptytki z poly-D-lizyna sa dodat-
kowo pokrywane lamining-1, ktéra poprawia adhezj¢ do
podioza i przezycie komoérek hodowli [32].

W nastgpnej kolejnosci wykonuje si¢ mechaniczne
rozdrobnienie hipokampow pipeta automatyczng do uzy-
skania jednolitej zawiesiny komérkowej. Po odwirowaniu
i zlaniu nadsaczu zawiesing komorkowg przenosi si¢ do
medium. W naszej pracowni stosujemy Neurobasal/B27 z
dodatkiem glutaminy. Celem oceny odsetka zywych komo-
rek wykonuje si¢ test z 0,4% blekitem trepanu — komorki
martwe barwig si¢ na niebiesko (ryc. 1). Nastepnie prze-
nosi si¢ zawiesing komorek o pozadanej gestosci na przy-
gotowane wczesniej plytki z poly-D-lizyna 1 wstawia
do inkubatora (37°C, 5% CO,). Po 4-5 dniach inkubacji
komorki sg dobrze zréznicowane i mogg by¢ uzywane w
eksperymentach (ryc. 2 i 3).

Ryc. 1. Test z 0.4% biekitem trypanu — komérki martwe wybarwione
na niebiesko 0.4% Trypan blue exclusion test — dead cells taking
blue dye
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Ryc. 2. Neurony hipokampa — pierwszy dzien hodowli Hippocampal
neurons — 1% day of culture

ol o - s A

Ryc. 3. Neurony hipokampa — czwarty dzien hodowli. Komarki

nerwowe dobrze zréznicowane, widoczna do$¢ gesta sie¢ wypustek
neuronalnych Hippocampal neurons — 4" day of culture. Well differ-
entiated neuronal cells with good-formed tree of neuronal processes

Gtownym czynnikiem determinujacym powodzenie
hodowli jest gestos¢ neurondow na podtozu. Zwykle stosuje
si¢ 50-100 kom./mm, . Zbyt duza gestos¢ komorek prowo-
kuje powstawanie niepozadanych agregatow komorkowych
(ryc. 4). Hodowla neuronalna o matej gestosci nie powinna
trwa¢ dluzej niz dwa tygodnie ze wzgledu na samoistng
$mier¢ tych komorek. Aby utrzymaé¢ hodowle dhuzej sto-
suje si¢ bFGF (ang. basic fibroblast growth factor), ktory
umozliwia jej przezycie nawet do pigciu tygodni [33].

Ryc. 4. Agregat komérek nerwowych hipokampa. Obok prawidtowe
neurony Complex of aggregated neurons. Normal neurons besides
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ZASTOSOWANIE HODOWLI NERONALNYCH W WYBRANYCH MODELACH
NEUROPROTEKCJI

Jak wynika z definicji neuroprotekcji, jest ona postepo-
waniem majacym na celu zapobieganie destrukcji tkanki
nerwowej, zachodzacej na skutek zadziatania okreslonego
czynnika patogennego. W badaniach dos$wiadczalnych
najczeSciej stosowanymi czynnikami uszkadzajacymi
jest niedotlenienie lub niedotlenienie-hypoglikemia (ang.
oxygen-glucose deprivation), ktore w praktyce klinicznej
W sposob uproszczony odpowiadajg udarowi niedokrwien-
nemu mozgu. Drugim szeroko stosowanym modelem
neurodegeneracji do§wiadczalnej jest uszkodzenie eks-
cytotoksyczne, w ktorym najczesciej wykorzystuje si¢
kwas kainowy lub agonistow receptorow dla aminokwa-
sOw pobudzajacych. Duzg zaleta tego modelu jest fakt,
ze procesy ekscytotoksycznosci zachodza w wigkszosci
schorzen neurologicznych prowadzacych do uszkodzenia
tkanki nerwowej. Dotyczy to nie tylko stanéw ostrych
(udar moézgu, drgawki, stan padaczkowy), ale rowniez dhu-
gotrwalych postepujacych chordb neurodegeneracyjnych.
Ze wzgledu na narastajaca zachorowalno$¢ na te ostatnie
wykorzystuje si¢ rowniez eksperymentalne uszkodzenia
imitujace chorobg Alzheimera (uszkodzenie indukowane
beta-amyloidem) [34, 35].

Wrazliwo$¢ hodowli embrionalnych neuronéw na pro-
cesy ekscytotoksycznosci jest zalezna od czasu zadziata-
nia czynnika uszkadzajacego. W badaniach Kajty i wsp.
obserwowano uszkodzenie neuronéw korowych szczura,
zachodzace za posrednictwem receptorow NMDA dopiero
w hodowli 12-dniowej, podczas gdy w hodowli 7-dniowe;j
neurony te byly jeszcze niezmienione [36]. Zwigzane jest
to najprawdopodobniej z procesem ,,dojrzewania” eks-
presji genetycznej podjednostek receptora aminokwasow
pobudzajacych w rozwijajacym si¢ mozgu [37].

Lista substancji potencjalnie neuroprotekcyjnych jest
dluga i obejmuje przede wszystkim wspomniane zwiazki i
substancje chemiczne. W modelach neuroprotekcji wyko-
rzystuje si¢ ich dziatanie na okreslone ,,punkty uchwytu”
w zlozonym i w skrdcie opisanym powyzej procesie neu-
rodegeneracji.

W hodowlach neuronalnych (organotypowych i roz-
proszonych) obiecujace efekty neuroprotekcyjne uzyskano
z antagonistami receptorow dla aminokwaséw pobudzaja-
cych [38—41], agonistami dla receptorow neuroprzekazni-
koéw hamujacych [35, 42] i blokerami kanatu wapniowego
[43]. Coraz wigksza uwage po§wigca si¢ rOwniez neuropro-
tekcyjnemu dziataniu neurosteroidow [44], antybiotykow
beta-laktamowych [45] (nasilajg ekspresje transportera
glutaminianu) i melatoniny [46]. Wszystkie te substancje
znamiennie poprawialy przezycie neuronéw poddanych
dziataniu czynnika uszkadzajacego.

Ze wzgledu na wielokierunkowy mechanizm dziatania
dobre whasciwosci neuroprotekcyjne w badaniach do§wiad-
czalnych na kulturach neuronalnych wykazywaly niektore
z antyepileptykow [47-51]. Jak wynika z przegladu pis-
miennictwa, gama lekow 1 substancji potencjalnie neu-
roprotekcyjnych wcigz si¢ powigksza. Szczegélnie duze
nadzieje budza immunofiliny, regulujace transport jonow
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Pierwotna hodowla komorek nerwowych hipokampa — zastosowanie metody w modelach neuroprotekeji doswiadczalnej

przez blony mitochondrialne [52], oraz endokanabinoidy,
blokujace presynaptyczne uwalnianie glutaminianu [53].
Niestety, dotychczasowe doniesienia dotyczace neu-
roprotekcji, chociaz czegsto bardzo obiecujace w wielu
modelach in vitro, nie przyniosty znaczacego postepu kli-
nicznego. Jednak ze wzgledu na wciagz wzrastajacg liczbe
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