WPLYW STEZENIA GLUKOZY NA WLEASCIWOSCI PRZECIWZAPALNE
RESWERATROLU W OBREBIE KOMOREK SRODBEONKOWYCH I ASTROCYTOW
— BADANIA IN VITRO NA MODELU BARIERY KREW-MOZG [STRESZCZENIE]

W zwigzku z rozpowszechnieniem chorob wynikajacych z pandemii otytosci, w tym cukrzycy
typu 2, jak réwniez u 0séb po zawale serca czy po przebytym udarze, coraz czesciej obserwuje
si¢ nieprawidlowy poziom glukozy we krwi, zarowno stany hiper- jak i hipoglikemiczne. Nalezy

to uwzgledni¢ oceniajac farmakokinetyke lekéw przechodzacych przez bariere krew- mozg
(BKM).

Przewlekta hiperglikemia moze prowadzi¢ do zwigkszonej produkcji wolnych rodnikow
tlenowych (ROS) w astrocytach 1 komorkach §rodblonka. Nadmiar wolnych rodnikow moze z
kolei aktywowac czynnik transkrypcyjny NF-kB, ktory zwrotnie pobudza odpowiedz zapalna, a
ponadto zwigksza przepuszczalno$¢ bariery krew-moézg (BKM), m.in. dla glukozy.
Zaawansowane produkty glikacji (AGE), pojawiajace si¢ w wyniku przewlektej hiperglikemii,

moga takze pobudza¢ uktad odpornosciowy do produkcji cytokin prozapalnych.

W fizjologii OUN istotng role peini BKM, zabezpieczajac moézg przed szkodliwymi czynnikami
i umozliwiajac selektywny transport substancji z krwi do ptynu mozgowo- rdzeniowego.
Zdolnos¢ do przenikania przez te bariere zalezy od wielu czynnikéw, w tym od stgzenia glukozy

W surowicy.

Stan zapalny rozwijajacy si¢ w OUN w wyniku utrzymujacego si¢ podwyzszonego poziomu
glikemii moze bezposrednio uszkadza¢ neurony, co negatywnie wplywa na funkcjonowanie
mozgu, a rozwijajaca si¢ encefalopatia cukrzycowa stanowi problem wielu milionéow ludzi w
skali globalnej. W zwigzku z tym poszukuje si¢ skutecznych metod ograniczenia odpowiedzi

zapalnej w OUN.

Udowodniono, ze resweratrol - RSV (3,5,4’-trihydroksy-trans-stilben), substancja pochodzenia
naturalnego, obecna m.in. w skorce czerwonych winogron, orzechach, w owocach morwy i
czarnej porzeczki, posiada wlasciwosci przeciwzapalne, a poza tym zdolnos¢ do penetracji przez
BKM. Te cechy sprawiaja, ze RSV potencjalnie spetnia warunki niezbedne do zastosowania w

terapii przeciwzapalnej w OUN.



Celem badania byta ocena wptywu stanéw hipo-, normo- i hiperglikemii w przestrzeni

odpowiadajacej naczyniom mikrokrazenia mozgowego (MC, ang. microvascular compartment),
na przepuszczalno§¢ BKM i dziatanie przeciwzapalne RSV na poziomie mézgu (BC, ang. brain
compartment). Dodatkowo, istotny wydaje si¢ juz sam fakt mozliwosci oceny, czy zmiany
poziomu glukozy w istotny sposdb zaburzaja przenikanie przez BKM substancji o dzialaniu
przeciwzapalnym o masie molowej (M) ok. 230 g/mol (Da), takich jak RSV (izomer trans-RSV,

M = 228,25 Da), oraz czy modyfikuja ich dzialanie w komorkach astrocytow.

Dane z pis$miennictwa, dotyczace dziatania RSV w innych uktadach niz BKM, np. bariera

krew-tozysko, pozwalaja zaktadac, ze optymalne §rodowisko dla aktywnos$ci przeciwzapalnych
moze wystepowa¢ w warunkach normoglikemii, podczas gdy zaburzenia metaboliczne,
towarzyszace hiperglikemii je zaktocajg. W badaniu opisanym w rozprawie doktorskiej oceniano

réwniez wptyw hipoglikemii na te dziatania RSV.

Do przeprowadzenia eksperymentu zostat wykorzystany specjalnie utworzony model imitujacy
w warunkach in vitro stosunki panujace po obu stronach BKM, tzn. sktadat si¢ z dwoch glownych
przestrzeni: mikrokrazenia (MC), ktorej powierzchnia styku z BKM pokryta byta komorkami
srodbtonka, oraz wewnatrzmoézgowej (BC- brain compartment), ktorej powierzchni¢ styku z
BKM tworzyty astrocyty. Model BKM zawieratl kokultury komorek $rodbtonka oraz astrocytow,
ktore byly rozdzielone potprzepuszczalng membrang z porami o S$rednicy 0,4 pm,

uniemozliwiajacg bezposredni kontakt pomigdzy réznymi typami komorek.

Utworzono trzy grupy badane: grupa I imitujaca warunki hipoglikemii, grupa II — normoglikemii,
grupa 11 — hiperglikemii, przy st¢zeniach glukozy odpowiednio 40 mg% [2.2 mmol/L], 90 mg%
[5.00 mmol/L] oraz 450 mg% [25mmol/L]. Po 24 h inkubacji komérek w warunkach okreslonego
stezenia glukozy dokonano oznaczen stgzenia cytokin IL-1a, IL-18, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-
10, IL-12, IL-17A, INF-y, TNF-a oraz GM-CSF. Oszacowano réwniez, czy samo stezenie
glukozy w MC miato wptyw na réznice w poziomie cytokin prozapalnych w obrebie BC.
Nastepnie w celu wywolania reakcji zapalnej w sposob standardowy (ujednolicony), od strony
BC podawano lipopolisacharyd (LPS) w stezeniu 0.2 uM, a po uptywie kolejnych 24 h, do MC
podawano RSV w stezeniu 50 pM.

Ocena nasilenia stanu zapalnego uwzgledniata analiz¢ poziomoéw cytokin zaréwno 12, jak 136 h

po podaniu LPS, a nastepnie réwniez 24 h po podaniu RSV. Dodatkowo zbadano st¢zenie RSV



od strony BC, co pozwolito na okreslenie stopnia penetracji RSV przez BKM. Wszystkie
powyzsze oznaczenia przeprowadzono metodg immunoenzymatyczng (ELISA) przy uzyciu
zestawow kompatybilnych z komoérkami ludzkimi, wedlug instrukcji podanych przez
producentéw. Dodatkowo, oceniano morfologie komorek w ko-hodowli zaréwno przed, jak 1 po

barwieniu prostym hematoksyling i eozyna.

WYNIKI

W pordéwnaniu z normoglikemia, w grupie z obnizonym stezeniem glukozy w MC obserwowano
wyzszy poziom cytokin prozapalnych w BC. Podobng zalezno$¢ wykazano w grupie z
hiperglikemia, odnotowano wyzsze st¢zenia cytokin w poréwnaniu z grupg II (normoglikemia).
Profil cytokin réznit si¢ w zaleznosci od grupy badanej, co szczegdtowo opisano w publikacjach
nr 2. 1 3., z uwzglednieniem analizy statystyczne;.

Po dodaniu RSV od strony naczyniowej BKM zaobserwowano spadek poziomu cytokin we
wszystkich grupach badanych. Wyniki badan potwierdzaja zdolno$¢ przenikania przez BKM
oraz dziatanie przeciwzapalne RSV w BC, przejawiajace si¢ obnizeniem poziomu cytokin
prozapalnych. Pomimo spadku stezenia cytokin we wszystkich grupach, najbardziej wyrazny
efekt przeciwzapalny odnotowano w grupie Il, co sugeruje, ze normoglikemia stanowi optymalne
srodowisko dla dziatan przeciwzapalnych RSV (p < 0.05). Ponadto okreslono st¢zenia RSV w
czesci mézgowej po 12 h, jak i po 24 h od jego wprowadzenia do MC w trzech grupach badanych.
Najwyzsze stezenia RSV stwierdzono w srodowisku o prawidlowym stezeniu glukozy w MC, a

najnizsze w przypadku hipoglikemii.

Powyzsze wyniki wskazuja, Zze utrzymanie prawidlowej kontroli glikemii moze by¢ istotne dla
efektywnos$ci dziatania substancji przeciwzapalnych, takich jak RSV. Moze to stanowi¢
podstawe do wprowadzenia modyfikacji dawkowania RSV u 0s6b z cukrzyca oraz po przebytym
udarze czy zawale serca, w przypadku stanéw hipo- i/lub hiperglikemii. Leczenie wspomagajace
RSV (a takze innymi substancjami o podobnych wtasciwos$ciach przenikajacymi przez BKM)
znajduje juz zastosowanie w chorobach neurodegeneracyjnych, ale dotychczas skuteczno$ci
przeciwzapalnej takiej terapii nie wigzano z zaburzeniami glikemii, jakze czestymi u tych
pacjentow neurologicznych. Interpretujac wyniki, uwzgledniono zarowno wady, jak 1 zalety

zastosowanego modelu BKM.



THE INFLUENCE OF GLUCOSE CONCENTRATION ON THE ANTI-
INFLAMMATORY PROPERTIES OF RESVERATROL IN ENDOTHELIAL CELLS
AND ASTROCYTES - IN VITRO STUDIES ON THE BLOOD-BRAIN BARRIER MODEL
[SUMMARY]

Due to the prevalence of diseases resulting from the obesity pandemic, including type 2 diabetes,
as well as in individuals post-heart attack or stroke, abnormal blood glucose levels are
increasingly observed, encompassing both hyper- and hypoglycemic states. This should be
considered when evaluating the pharmacokinetics of drugs crossing the blood-brain barrier
(BBB).

Chronic hyperglycemia can lead to increased production of reactive oxygen species (ROS) in
astrocytes and endothelial cells. An excess of free radical species can activate the transcription
factor NF-«xB, which in turn stimulates the inflammatory response and increases the permeability
of the BBB, among other things for glucose. Additionally, advanced glycation end products
(AGEs), which appear as a result of chronic hyperglycemia, can stimulate the immune system to

produce pro-inflammatory cytokines.

In the physiology of the central nervous system (CNS), the BBB plays a significant role,
protecting the brain from harmful factors and enabling selective transport of substances from the
blood to the cerebrospinal fluid. The ability to penetrate this barrier is influenced by many factors,

such as the level of serum glycemia.

Inflammatory state emerging within the CNS due to sustained hyperglycemia can directly
damage neurons, thus adversely affecting brain function. Diabetic encephalopathy, as it develops,
poses a significant challenge for millions of individuals worldwide. Consequently, effective

methods to mitigate the inflammatory response within the CNS are being sought.

It has been demonstrated that resveratrol (RSV) — a natural substance present, among others, in
the skin of red grapes, nuts, mulberries, and black currants- possesses anti-inflammatory
properties and, moreover, the ability to penetrate the BBB. These characteristics render RSV

potentially suitable for application in anti-inflammatory therapy within the CNS.



The aim of the study was to assess the impact of hypo-, normo- and hyperglycemic states in the
space corresponding to cerebral microcirculation vessels (MC- microvascular compartment) on
the permeability of the BBB and the anti-inflammatory action of RSV at the brain level (BC —
brain compartment). It seems significant in itself to assess whether glycemic fluctuations
significantly disturb the penetration of substances with anti-inflammatory activity with a molar
mass (M) of about 230 g/mol (Da) through the BBB, such as RSV (trans-RSV isomer, M =
228,25 Da), and whether they modify their action within astrocytes.

Data from the literature regarding the action of RSV in systems other than the BBB, such as the
blood-placental barrier, suggest that optimal conditions for anti-inflammatory activity are
represented by normoglycemia, while metabolic disturbances accompanying hyperglycemia
disrupt it. The study described in the doctoral dissertation also evaluated how this situation

presents in hypoglycemia.

A specially created model was used to conduct the experiment, simulating in vitro conditions on
both sides of the BBB. This model consisted of two main compartments: the microcirculation
(MC), whose interface with the BBB was covered with endothelial cells, and the brain
compartment (BC), whose interface with the BBB was formed by astrocytes. The BBB model
included cocultures of endothelial cells and astrocytes, which were separated by a semipermeable

membrane with pores of 0.4 um in diameter, preventing direct contact between the different cell

types.

Three experimental groups were created: Group | simulating hypoglycemic conditions, Group Il
simulating normoglycemic conditions, and Group Il simulating hyperglycemic conditions, with
glucose concentrations of 40 mg% [2.2 mmol/L], 90 mg% [5.00 mmol/L], and 450 mg% [25
mmol/L], respectively. After 24 h of cell incubation under the specified glucose concentrations,
measurements were taken for the concentrations of cytokines IL-1a, IL-1f, IL-2, IL-4, IL-6, IL-
8, IL-10, IL-12, IL-17A, INF-y, TNF-a, and GM-CSF. It was also assessed whether the glucose
concentration in MC alone affected differences in pro-inflammatory cytokine levels within BC.
Subsequently, to induce an inflammatory response in a standardized manner, LPS was
administered to BC at a concentration of 0.2 uM, and after additional 24 h, RSV was administered

to MC at a concentration of 50 pM.



The assessment of the severity of the inflammatory state included an analysis of cytokine levels
at both 12 and 36 h after LPS administration, followed by 24 h after RSV administration.
Additionally, the concentration of RSV on the BC side was examined, allowing for the
determination of the degree of RSV penetration through the BBB. All the above assays were
conducted using the enzyme-linked immunosorbent assay method (ELISA) with kits compatible
with human cells, according to the manufacturers' instructions. Moreover, the morphology of
cells in co-culture was evaluated both before and after staining with hematoxylin and eosin.

RESULTS

In comparison to normoglycemia, the group with reduced glucose concentrations in the MC
exhibited higher levels of pro-inflammatory cytokines in the BC. A similar association was
observed in the hyperglycemic group, where greater cytokine concentrations were noted
compared to Group Il (normoglycemia). The cytokine profile varied depending on the study

group, as detailed in publications No. 2 and 3, with statistical analysis taken into account.

Research findings confirm the permeation capability of BBB and the anti-inflammatory action
of RSV in BC, manifested by the reduction of pro-inflammatory cytokine levels. Despite the
decrease in cytokine concentrations across all groups, the most pronounced anti-inflammatory
effect was observed in group I, indicating that normoglycemia provides an optimal environment
for the anti-inflammatory actions of RSV (p<0.05). Moreover, the concentration of RSV in the
BC was determined, both 12 and 24 h after its introduction into the MC in the three experimental
groups. The highest concentration of RSV was detected in the environment with normal glucose

concentration in the MC, and the lowest in the environment with hypoglycemia.

The above results indicate that maintaining proper glycemic control may be significant for the
effectiveness of anti-inflammatory agents such as RSV. This may provide a basis for adjusting
the dosage of RSV in individuals with diabetes as well as those who have experienced a stroke
or heart attack, in cases of hypo- and/or hyperglycemia. Adjunctive therapy with RSV (as well
as other substances with similar BBB permeating properties) is already being used in
neurodegenerative diseases, but until now, the anti-inflammatory efficacy of such therapy has
not been associated with glycemic disturbances, which are common in these neurological

patients.



