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1. WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW (alfabetycznie): 

 

AGEs (ang. Advanced Glycation End Products) – zaawansowane produkty glikacji 

ATP – adenozynotrifosforan 

BC – przestrzeń mózgowa (ang. brain compartment) 

BKM – bariera krew-mózg  

ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) – immunoenzymatyczny test fazy 

stałej, służący do wykrywania i ilościowego oznaczania białek zawartych w badanej próbce 

GM-CSF (ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) – czynnik stymulujący 

tworzenie kolonii granulocytów i makrofagów 

HSP (ang. heat shock proteins) – białka szoku cieplnego  

IFN- γ – interferon gamma 

IL-1α – interleukina 1 alfa 

IL-1β – interleukina 1 beta 

IL-2 – interleukina 2  

IL-4 – interleukina 4 

IL-6 – interleukina 6 

IL-8 – interleukina 8 

IL-10 – interleukina 10 

IL-12 – interleukina 12 

IL-17A – interleukina 17A 

LPS – lipopolisacharyd 

MC – przestrzeń mikronaczyniowa, (ang. microvascular compartment) 

NAD+ – dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy 

NF-κB (ang. nuclear factor kappa B) – czynnik jądrowy kappa B 

NO – tlenek azotu 

OUN – ośrodkowy układ nerwowy 

PET (ang. transparent poliester) – przezroczysta membeana poliestrowa 

PRR (ang. pattern recognition receptor) – receptory rozpoznające wzorce 

RNS (ang. reactive nitrogen species) – reaktywne formy azotu 

ROS (ang. reactive oxygen species) – wolne rodniki tlenowe 

RSV – resweratrol (3,5,4’-trihydroksy-trans-stilben) 

SM (ang. multiple sclerosis) – stwardnienie rozsiane 

TLR4 (ang. toll-like receptor 4) – receptor Toll- podobny 4 

TNF-α (ang. tumor necrosis factor alpha) – czynnik martwicy nowotworów alfa 
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2. WPŁYW STĘŻENIA GLUKOZY NA WŁAŚCIWOŚCI 

PRZECIWZAPALNE RESWERATROLU W OBRĘBIE KOMÓREK 

ŚRÓDBŁONKOWYCH I ASTROCYTÓW – BADANIA IN VITRO NA 

MODELU BARIERY KREW-MÓZG [STRESZCZENIE]  

 

W związku z rozpowszechnieniem chorób wynikających z pandemii otyłości, w tym 

cukrzycy typu 2, jak również u osób po zawale serca czy po przebytym udarze, coraz 

częściej obserwuje się nieprawidłowy poziom glukozy we krwi, zarówno stany hiper- jak 

i hipoglikemiczne. Należy to uwzględnić oceniając farmakokinetykę leków 

przechodzących przez barierę krew- mózg (BKM).  

Przewlekła hiperglikemia może prowadzić do zwiększonej produkcji wolnych rodników 

tlenowych (ROS) w astrocytach i komórkach śródbłonka. Nadmiar wolnych rodników 

może z kolei aktywować czynnik transkrypcyjny NF-κB, który zwrotnie pobudza 

odpowiedź zapalną, a ponadto zwiększa przepuszczalność bariery krew-mózg (BKM), 

m.in. dla glukozy. Zaawansowane produkty glikacji (AGE), pojawiające się w wyniku 

przewlekłej hiperglikemii, mogą także pobudzać układ odpornościowy do produkcji 

cytokin prozapalnych. 

W fizjologii OUN istotną rolę pełni BKM, zabezpieczając mózg przed szkodliwymi 

czynnikami i umożliwiając selektywny transport substancji z krwi do płynu mózgowo- 

rdzeniowego. Zdolność do przenikania przez tę barierę zależy od wielu czynników, w tym 

od stężenia glukozy w surowicy.  

Stan zapalny rozwijający się w OUN w wyniku utrzymującego się podwyższonego 

poziomu glikemii może bezpośrednio uszkadzać neurony, co negatywnie wpływa na 

funkcjonowanie mózgu, a rozwijająca się encefalopatia cukrzycowa stanowi problem 

wielu milionów ludzi w skali globalnej. W związku z tym poszukuje się skutecznych metod 

ograniczenia odpowiedzi zapalnej w OUN. 

Udowodniono, że resweratrol - RSV (3,5,4’-trihydroksy-trans-stilben), substancja 

pochodzenia naturalnego, obecna m.in. w skórce czerwonych winogron, orzechach, w 

owocach morwy i czarnej porzeczki, posiada właściwości przeciwzapalne, a poza tym 

zdolność do penetracji przez BKM. Te cechy sprawiają, że RSV potencjalnie spełnia 

warunki niezbędne do zastosowania w terapii przeciwzapalnej w OUN.  

Celem badania była ocena wpływu stanów hipo-, normo- i hiperglikemii w przestrzeni 
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odpowiadającej naczyniom mikrokrążenia mózgowego (MC, ang. microvascular 

compartment), na przepuszczalność BKM i działanie przeciwzapalne RSV na poziomie 

mózgu (BC, ang. brain compartment). Dodatkowo, istotny wydaje się już sam fakt 

możliwości oceny, czy zmiany poziomu glukozy w istotny sposób zaburzają przenikanie 

przez BKM substancji o działaniu przeciwzapalnym o masie molowej (M) ok. 230 g/mol 

(Da), takich jak RSV (izomer trans-RSV, M = 228,25 Da), oraz czy modyfikują ich 

działanie w komórkach astrocytów. 

Dane z piśmiennictwa, dotyczące działania RSV w innych układach niż BKM, np. bariera 

krew-łożysko, pozwalają zakładać, że optymalne środowisko dla aktywności 

przeciwzapalnych może występować w warunkach normoglikemii, podczas gdy 

zaburzenia metaboliczne, towarzyszące hiperglikemii je zakłócają. W badaniu opisanym w 

rozprawie doktorskiej oceniano również wpływ hipoglikemii na te działania RSV.  

Do przeprowadzenia eksperymentu został wykorzystany specjalnie utworzony model 

imitujący w warunkach in vitro stosunki panujące po obu stronach BKM, tzn. składał się z 

dwóch głównych przestrzeni: mikrokrążenia (MC), której powierzchnia styku z BKM 

pokryta była komórkami śródbłonka, oraz wewnątrzmózgowej (BC- brain compartment), 

której powierzchnię styku z BKM tworzyły astrocyty. Model BKM zawierał kokultury 

komórek śródbłonka oraz astrocytów, które były rozdzielone półprzepuszczalną membraną 

z porami o średnicy 0,4 µm, uniemożliwiającą bezpośredni kontakt pomiędzy różnymi 

typami komórek.  

Utworzono trzy grupy badane: grupa I imitująca warunki hipoglikemii, grupa II – 

normoglikemii, grupa III – hiperglikemii, przy stężeniach glukozy odpowiednio 40 mg% 

[2.2 mmol/L], 90 mg% [5.00 mmol/L] oraz 450 mg% [25mmol/L]. Po 24 h inkubacji 

komórek w warunkach określonego stężenia glukozy dokonano oznaczeń stężenia cytokin 

IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-17A, INF-γ, TNF-α oraz GM-CSF. 

Oszacowano również, czy samo stężenie glukozy w MC miało wpływ na różnice w 

poziomie cytokin prozapalnych w obrębie BC. Następnie w celu wywołania reakcji 

zapalnej w sposób standardowy (ujednolicony), od strony BC podawano lipopolisacharyd 

(LPS) w stężeniu 0.2 µM, a po upływie kolejnych 24 h, do MC podawano RSV w stężeniu 

50 µM. 

Ocena nasilenia stanu zapalnego uwzględniała analizę poziomów cytokin zarówno 12, jak 

i 36 h po podaniu LPS, a następnie również 24 h po podaniu RSV. Dodatkowo zbadano 
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stężenie RSV od strony BC, co pozwoliło na określenie stopnia penetracji RSV przez 

BKM. Wszystkie powyższe oznaczenia przeprowadzono metodą immunoenzymatyczną 

(ELISA) przy użyciu zestawów kompatybilnych z komórkami ludzkimi, według instrukcji 

podanych przez producentów. Dodatkowo, oceniano morfologię komórek w ko-hodowli 

zarówno przed, jak i po barwieniu prostym hematoksyliną i eozyną. 

 

WYNIKI 

W porównaniu z normoglikemią, w grupie z obniżonym stężeniem glukozy w MC 

obserwowano wyższy poziom cytokin prozapalnych w BC. Podobną zależność wykazano 

w grupie z hiperglikemią, odnotowano wyższe stężenia cytokin w porównaniu z grupą II 

(normoglikemia). Profil cytokin różnił się w zależności od grupy badanej, co szczegółowo 

opisano w publikacjach nr 2. i 3., z uwzględnieniem analizy statystycznej.  

Po dodaniu RSV od strony naczyniowej BKM zaobserwowano spadek poziomu cytokin 

we wszystkich grupach badanych. Wyniki badań potwierdzają zdolność przenikania przez 

BKM oraz działanie przeciwzapalne RSV w BC, przejawiające się obniżeniem poziomu 

cytokin prozapalnych. Pomimo spadku stężenia cytokin we wszystkich grupach, 

najbardziej wyraźny efekt przeciwzapalny odnotowano w grupie II, co sugeruje, że 

normoglikemia stanowi optymalne środowisko dla działań przeciwzapalnych RSV (p < 

0.05). Ponadto określono stężenia RSV w części mózgowej po 12 h, jak i po 24 h od jego 

wprowadzenia do MC w trzech grupach badanych. Najwyższe stężenia RSV stwierdzono 

w środowisku o prawidłowym stężeniu glukozy w MC, a najniższe w przypadku 

hipoglikemii.  

Powyższe wyniki wskazują, że utrzymanie prawidłowej kontroli glikemii może być istotne 

dla efektywności działania substancji przeciwzapalnych, takich jak RSV. Może to stanowić 

podstawę do wprowadzenia modyfikacji dawkowania RSV u osób z cukrzycą oraz po 

przebytym udarze czy zawale serca, w przypadku stanów hipo- i/lub hiperglikemii. 

Leczenie wspomagające RSV (a także innymi substancjami o podobnych właściwościach 

przenikającymi przez BKM) znajduje już zastosowanie w chorobach 

neurodegeneracyjnych, ale dotychczas skuteczności przeciwzapalnej takiej terapii nie 

wiązano z zaburzeniami glikemii, jakże częstymi u tych pacjentów neurologicznych. 

Interpretując wyniki, uwzględniono zarówno wady, jak i zalety zastosowanego modelu 

BKM. 
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3. 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-κB, 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 
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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 µm in diameter, preventing 

direct contact between the different cell types.  

Three experimental groups were created: Group I simulating hypoglycemic conditions, 

Group II simulating normoglycemic conditions, and Group III 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-

1α, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-17A, INF-γ, TNF-α, 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 

µM, and after additional 24 h, RSV was administered to MC at a concentration of 50 µM. 

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 
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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 II (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 II, 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. 
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4. WSTĘP 

 

4.1.  Uzasadnienie wyboru tematu i podjęcia badań   

Znaczący rozwój medycyny i technologii medycznej w ciągu ostatnich kilku dekad 

doprowadził do wzrostu liczby osób starszych w populacji ogólnej. W związku z tym coraz 

więcej ludzi może cierpieć z powodu chorób neurodegeneracyjnych, takich jak choroba 

Alzheimera czy choroba Parkinsona. Wiek jest ponadto istotnym czynnikiem ryzyka udaru 

mózgu, zarówno niedokrwiennego, jak i krwotocznego. Należy pamiętać, że stan zapalny 

odgrywa wiodącą rolę w patomechanizmie nie tylko chorób stricte zapalnych w 

ośrodkowym układzie nerwowym (OUN), takich jak np. stwardnienie rozsiane (SM), ale 

także wiąże się z progresją wymienionych powyżej chorób neurodegeneracyjnych [1-6]. 

Wyniki najnowszych badań wspierają hipotezę, iż jedną z opcji leczenia 

neuroprotekcyjnego może być stosowanie związków polifenolowych pochodzenia 

roślinnego, takich jak resweratrol (RSV), który posiada udokumentowane działanie 

przeciwzapalne oraz antyoksydacyjne [7-10]. Co istotne, ze względu na swoją niską masę 

cząsteczkową, wynoszącą dla wykazującego aktywność biologiczną izomeru trans 228,25 

Da i rozpuszczalność w tłuszczach, RSV posiada zdolność do przenikania przez barierę 

krew-mózg (BKM). To sprawia, że mógłby być potencjalnie wykorzystany w ograniczaniu 

stanu zapalnego w OUN.  Przeciwzapalne i przeciwutleniające właściwości RSV są 

związane m.in. z jego zdolnością do aktywacji sirtuin, hamowania szlaku sygnalizacyjnego 

czynnika jądrowego kappa B (NF- κB), jak również aktywacji autofagii zamiast apoptozy 

[11-14]. Pomimo jeszcze nie w pełni wyjaśnionych mechanizmów działania, potwierdzono 

w licznych badaniach korzystny efekt działania RSV na procesy poznawcze i pamięć [15-

18]. W pierwszej publikacji, włączonej do cyklu rozprawy doktorskiej, przeprowadziłam 

przegląd systematyczny badań eksperymentalnych i klinicznych, w którym oszacowałam 

potencjalne korzyści ze stosowania RSV w zapobieganiu i leczeniu choroby Alzheimera, 

m.in. w związku z ograniczaniem nasilenia stanu zapalnego w OUN.  

 

Poza starzeniem się społeczeństw, istotnym problemem zdrowotnym jest wzrost częstości 

występowania chorób związanych z pandemią otyłości, w tym zaburzeń tolerancji glukozy 

(insulinooporności) i cukrzycy typu 2. Ponieważ komórki nerwowe preferencyjnie 

wykorzystują glukozę do uzyskania energii, wahania poziomu glukozy (zarówno 

hiperglikemia, jak i hipoglikemia), mogą wpływać na procesy metaboliczne w OUN, 
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prowadząc do indukcji odpowiedzi zapalnej, zarówno w wyniku zwiększonej produkcji 

wolnych rodników tlenowych (ROS), jak i biosyntezy zaawansowanych produktów 

glikacji (AGE) [19-24]. Przewlekły stan zapalny może zaburzać integralność i zwiększać 

przepuszczalność BKM, co z kolei może promować penetrację potencjalnie toksycznych 

lub immunogennych substancji do OUN, powodując uszkodzenie neuronów [25-27]. 

Powyższe zaburzenia zostały wykryte m.in. w chorobie Alzheimera, chorobie Parkinsona, 

zapaleniu mózgu, zapaleniu opon mózgowo-rdzeniowych, stwardnieniu rozsianym (SM) i 

neurosarkoidozie [28-32].  

  

4.2. Wpływ stężenia glukozy na indukcję stanu zapalnego  

Prawdopodobieństwo wystąpienia reakcji zapalnej i stopień jej nasilenia stosunkowo 

trudno przewidzieć w cukrzycy, gdyż, jak wykazano w przeprowadzonych badaniach, 

profil cytokin w OUN zależy od stężenia glukozy w układzie odpowiadającym naczyniom 

mikrokrążenia mózgowego (MC). Przejściowe, wysokie stężenie glukozy we krwi nie są 

szkodliwe dla neuronów, ponieważ przepływ glukozy jest ściśle kontrolowany przez 

zdrowy układ BKM, ale przedłużone okresy hiperglikemii u pacjentów z cukrzycą 

zaburzają integralność BKM i prowadzą do wytwarzania ROS w astrocytach, głównie ze 

względu na przyspieszony proces glikolizy tlenowej, a następnie kolejnych reakcji w cyklu 

kwasu cytrynowego, gdzie dochodzi do przekształcenia utlenionego dinukleotydu 

nikotynoamidoadeninowego (NAD+) w jego zredukowaną formę NADH [33]. Należy 

podkreślić, że ani NAD+ ani NADH nie przechodzą przez błonę mitochondrialną, a zatem 

wyczerpanie mitochondrialnego NAD+ nie może być uzupełnione przez zwiększony 

napływ NAD+ z innych kompartmentów komórkowych, a nadmiar NADH nie może być 

eliminowany z mitochondrium poprzez dyfuzję prostą [34]. Elektrony przenoszone z 

NADH są przekazywane do łańcucha transportu elektronów w celu wytworzenia ATP, ale 

proces ten jest nieskuteczny, gdy poziom ATP w komórce jest już wysoki. W takich 

okolicznościach NADH może przenosić elektrony nieenzymatycznie do cząsteczek tlenu, 

co prowadzi do produkcji ROS [35]. Wysokie poziomy ROS w astrocytach mogą wywołać 

aktywację NF-κB, prowadzącą do zapalenia i wzrostu przepuszczalności naczyniowej [36]. 

Wówczas napływ glukozy do OUN przestaje być precyzyjnie kontrolowany, co prowadzi 

do zwiększonego przenikania glukozy do neuronów i wywołuje w nich odpowiedź zapalną. 

Ponadto, uszkodzenie mitochondrialnego DNA wskutek zwiększonego stężenia ROS może 

indukować produkcję białek szoku cieplnego, takich jak HSP-60 [37]. Niektóre cząsteczki 
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HSP-60 cechuje zdolność przenoszenia się do innych regionów komórki, takich jak błona 

komórkowa i cytoplazma, gdzie mogą aktywować receptory rozpoznające wzorce (PRR), 

które z kolei inicjują odpowiedź zapalną związaną z odpornością wrodzoną [38]. 

Dodatkowo, odporność wrodzona może być aktywowana przez AGE [39]. 

Mózg nie produkuje glukozy ani nie przechowuje znacznych rezerw glikogenu wewnątrz 

astrocytów, dlatego jego funkcjonowanie zależy od stałego napływu glukozy z 

krwioobiegu [20]. W rezultacie hipoglikemia prowadzi do wyczerpania rezerw 

energetycznych mózgu, indukując zaburzenia poznawcze, które finalnie mogą 

doprowadzić do śpiączki, a nawet martwicy komórek nerwowych [40]. Istnieje 

prawdopodobne powiązanie pomiędzy powtarzającymi się epizodami głębokiej 

hipoglikemii, w tym jatrogennej jako niepożądanego efektu działania leków obniżających 

stężenie glukozy we krwi, a trwałym upośledzeniem poznawczym [41]. Podczas gdy 

dokładny mechanizm pozostaje nieznany, udowodniono, że hipoglikemia doprowadza do 

wzrostu stężenia cytokin prozapalnych i leukocytozy, co wskazuje na potencjalny związek 

między hipoglikemią a odpowiedzią zapalną [42]. 

 

4.3. Potencjalne działanie przeciwzapalne RSV w OUN 

Stan zapalny w OUN wykryto m.in. w chorobach neurodegeneracyjnych (choroba 

Alzheimera, choroba Parkinsona), SM i u pacjentów po udarze mózgu [2-5, 43]. Przewlekłe 

zapalenie w OUN przyczynia się do progresji chorób i uszkodzenia neuronów, co stanowi 

istotny problem zdrowotny i dotyczy milionów ludzi na świecie [43]. Powyższe uzasadnia 

prowadzenie badań naukowych w celu znalezienia skutecznych leków i strategii 

terapeutycznych ograniczających szkodliwy wpływ przewlekłego zapalenia w OUN.  

RSV, to naturalnie występujący polifenol, który został wykryty w niektórych organach 

roślin wyższych, m.in., w skórce czerwonych winogron, w owocach jagodowych, 

orzeszkach ziemnych i kakao [44,45]. RSV posiada zdolność modulowania różnych 

szlaków sygnalizacyjnych biorących udział w zapaleniu, poprzez hamowanie aktywacji 

czynników transkrypcyjnych (np., NF- κB) lub poprzez aktywację sirtuin [46,47].  

Dodatkowo jako środek antyoksydacyjny RSV może neutralizować ROS oraz reaktywne 

formy azotu (RNS), takie jak tlenek azotu (NO), dzięki obecności grupy hydroksylowej–

OH oraz chronić neurony poprzez zwiększenie ekspresji enzymów antyoksydacyjnych, 

takich jak dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza czy peroksydaza glutationowa [48-51].  
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Badania kliniczne wykazały, że RSV jako jeden z nielicznych polifenoli, cechuje zdolność 

do przenikania przez BKM [52]. Ta właściwość, jak i udowodnione działanie 

przeciwzapalne powodują, że RSV może okazać się obiecującym związkiem w badaniach 

nad skutecznym leczeniem chorób OUN. W cyklu badań włączonych do rozprawy 

doktorskiej (publikacje nr 2. i 3.) dokonano oceny działań przeciwzapalnych RSV w 

zależności od stężenia glukozy w MC na modelu BKM w warunkach in vitro. 

4.4. Uzasadnienie połączenia publikacji w jeden cykl 

Publikacje zawarte w cyklu rozprawy doktorskiej stanowią spójną całość, akcentując 

ważny aspekt chorób neurodegeneracyjnych, a mianowicie współistniejący stan zapalny, 

który mógłby zostać ograniczony dzięki zastosowaniu RSV. W dwóch publikacjach (prace 

oryginalne) przedstawiono wyniki badań, w których dokonano oceny wpływu różnych 

stężeń glukozy w przestrzeni odpowiadającej MC na profil cytokin w przestrzeni BC. W 

artykułach oszacowano również przepuszczalność BKM dla RSV i działanie 

przeciwzapalne RSV w zależności od poziomu glukozy w MC. Wszystkie badania zostały 

przeprowadzone w warunkach in vitro, na specjalnie przygotowanym modelu BKM. W 

publikacji pt. „The Role of Glucose Concentration and Resveratrol in Modulating 

Neuroinflammatory Cytokines: Insights from an In Vitro Blood-Brain Barrier Model”(nr 

2.), analizowano zmiany profilu cytokin pod wpływem RSV przy różnych stężeniach 

glukozy, w odniesieniu do interleukiny10 (IL-10), interleukiny 12 (IL-12), interleukiny 

17A (IL-17A), czynnika martwicy nowotworów alfa (TNF-α), interferonu gamma (IFN- γ) 

oraz czynnika stymulującego wzrost kolonii granulocytów i mikrofagów (GM-CSF). W 

kolejnym artykule pt. „Anti-Inflammatory Action of Resveratrol in the Central Nervous 

System in Relation to Glucose Concentration-An In Vitro Study on a Blood-Brain Barrier 

Model” (nr 3.), kontynuowano powyższą analizę w odniesieniu do innych cytokin, a 

mianowicie: interleukiny 1 alfa (IL-1α), interleukiny 1 beta (IL-1β), interleukiny 2 (IL-2), 

interleukiny 4 (IL-4), interleukiny 6 (IL-6) oraz interleukiny 8 (IL-8). Ponadto, w publikacji 

przeglądowej pt. „Review of beneficial effects of resveratrol in neurodegenerative diseases 

such as Alzheimer's disease”(nr 1.), przedstawiono i skomentowano charakterystykę 

potencjalnie korzystnego działania RSV w chorobach neurodegeneracyjnych, takich jak 

choroba Alzheimera, na podstawie przeglądu badań eksperymentalnych i klinicznych 

przeprowadzonych w ciągu ostatnich 10 lat (przegląd systematyczny). 
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5. ZAŁOŻENIA I CEL PRACY 

 

5.1. Cel i informacje ogólne  

 

Celem przeprowadzonych badań było ustalenie czy różne stężenia glukozy, odpowiadające 

stanom hipo-, normo- i hiperglikemii, w przestrzeni odpowiadającej naczyniom 

mikrokrążenia mózgowego (MC): 
 

– oddziałują na profil cytokin prozapalnych w przestrzeni mózgowej (BC) 

– wpływają na przepuszczalność BKM dla RSV i jego działanie przeciwzapalne, 

przejawiające się spadkiem stężeń cytokin prozapalnych w BC.  

 

Badania zostały przeprowadzone między styczniem 2021 r. a marcem 2022 r. w Centrum 

Badań Przedklinicznych i Technologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego (CePT). 

Zgodnie z najnowszą wersją Deklaracji Helsińskiej, ponieważ prace badawcze zostały 

przeprowadzone na dostępnych komercyjnie liniach komórkowych, bez żadnych 

implikacji klinicznych, nie było wymagań odnośnie uzyskania dodatkowej zgody. 

Niemniej jednak, badanie zostało zgłoszone i zaakceptowane przez Komisję Bioetyczną 

Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego w dn. 14.12.2020 r. (nr AKBE220/2020). 

 

5.2. Założenia pracy 

 

Utworzono specjalny model BKM, zawierający kokulturę komórek śródbłonka i 

astrocytów, rozdzieloną przezroczystą membraną poliestrową (PET, ang. transparent 

poliester), odpowiadającą błonie półprzepuszczalnej z porami o średnicy 0,4 μm, 

uniemożliwiającej bezpośredni kontakt między różnymi typami komórek. Linię 

komórkową śródbłonka ludzkiego hCMEC/D3, zawierającą komórki pochodzące ze 

śródbłonka naczyniowego mózgu, zakupiono od firmy Cederlane Cellutions Biosystems 

(Burlington, ON, Kanada, nr katalogowy #CLU512). Według producenta, linia ta może 

być używana w badaniach komórkowych i molekularnych układu nerwowego lub jako 

model pojedynczych komórek BKM. Celem uzyskania 100% konfluencji komórek 

endotelialnych użyto dedykowanego medium EBM-2 (Merck KGaA, Darmstadt, Niemcy, 

Sigma Aldrich, nr kat. #C-22211). Astrocyty ludzkie pochodzące ze zdrowej tkanki 

mózgowej, również dostępne komercyjnie, zakupiono w firmie Thermo Fisher Scientific- 
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Gibco TM (nr kat. #N7805100), wraz z GibcoTM Astrocyte Medium (nr kat. #A1261301). 

Proliferacja komórek śródbłonka i astrocytów trwała odpowiednio 3 i 4 dni, w specjalnych 

butelkach hodowlanych. Po uzyskaniu 100% konfluencji, zawiesina astrocytów została 

dodana do dołków (studzienek) hodowlanych na płytkach pokrytych matrycą podstawową, 

a po 24 h wymieniono medium. Następnie wkłady zostały pokryte kolagenem typu I i 

umieszczone w dołkach. Po zastygnięciu kolagenu do każdego wkładu wprowadzono 

zawiesinę komórek śródbłonka, a po kolejnych 24 h, roztwór został wymieniony na nowy 

z wcześniej ustalonym stężeniem glukozy. Otrzymany model BKM zawierał astrocyty 

reprezentujące BC oraz komórki śródbłonka reprezentujące MC. 

 

W badaniu utworzono trzy grupy badane, różniące się stężeniami glukozy w MC, 

odpowiadające stanom: hipoglikemii – grupa I, normoglikemii – grupa II i hiperglikemii –  

grupa III (stężenia molowe odpowiednio: 2.2, 5.0 i 25.0 mmol/l). Wstępnie założono, iż 

nieprawidłowy poziom glukozy w przestrzeni MC w grupie I i III spowoduje wzrost 

poziomu cytokin w BC (pomiar po 24 h) w stosunku do grupy II, w której stężenie glukozy 

było prawidłowe.    

 

Celem uzyskania powtarzalnych (standardowych) warunków natężenia reakcji zapalnej, do 

płytek hodowlanych tworzących BKM po stronie BC wprowadzono roztwór LPS, o 

stężeniu 0.2 µM. Po 12 h i 36 h za pomocą testu ELISA badano stężenia cytokin w 

przestrzeni BC w trzech grupach badanych, z różnymi stężeniami glukozy w przestrzeni 

MC. Przyjęto założenie, że LPS spowoduje większy wzrost poziomu cytokin prozapalnych 

w grupach I oraz III, w stosunku do grupy II, zarówno po 12 h, jak i po 36 h. Na tym etapie 

badań oceniano również, czy użycie LPS w grupach o różnym stężeniu glukozy wpłynie 

na morfologię astrocytów. Wstępnie założono możliwość różnic morfologii astrocytów w 

różnych grupach badanych po zastosowaniu LPS. Ocena morfologii komórek była 

uzupełniona barwieniem przyżyciowym astrocytów w teście wykluczenia (ekskluzji) z 

użyciem błękitu trypanu, w celu określenia ich żywotności. Celem tych procedur było 

ustalenie, czy istnieją przesłanki do zastosowania technik komputerowej analizy obrazu z 

morfometrią.  

 

W kolejnym etapie badania, po 36 h od podania LPS do przestrzeni BC, do każdej próbki 

w MC podawano roztwór RSV o stężeniu 50 µM, celem oceny wpływu RSV na 

ograniczenie odpowiedzi zapalnej w przestrzeni BC. Korzystając z zestawu Multi-Analyte 
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ELISArray, dokonano pomiaru stężeń cytokin w próbkach pobranych z przestrzeni BC, 

testując hipotezę, iż środowisko normoglikemii jest optymalne dla działania 

przeciwzapalnego RSV, przejawiającego się najwyższym spadkiem stężeń cytokin 

prozapalnych w grupie II. Ponadto za pomocą testu ELISA określono i porównano stężenia 

RSV w przestrzeni BC pomiędzy badanymi grupami. Na podstawie przeglądu aktualnego 

piśmiennictwa założono, że przenikanie RSV do przestrzeni BC będzie największe w 

grupie III, gdyż środowisko hiperglikemiczne może powodować uszkodzenia i zaburzenia 

integralności BKM, a zatem może ułatwiać przechodzenie substancji do przestrzeni 

mózgowej w większym stopniu, w porównaniu do grupy z prawidłowym i obniżonym 

stężeniem glukozy. 

Schemat przedstawiający etapy tworzenia modelu BKM w warunkach in vitro oraz 

przeprowadzonego badania został przedstawiony w publikacji nr 2: „The Role of Glucose 

Concentration and Resveratrol in Modulating Neuroinflammatory Cytokines: Insights 

from an In Vitro Blood-Brain Barrier Model” (Figure 3).  

Do weryfikacji modelu badawczego BKM i umożliwienia prawidłowej interpretacji 

wyników niezbędne było utworzenie odpowiednich grup kontrolnych. W pierwszym etapie 

badania utworzono grupę kontrolną w postaci ko-hodowli komórek endotelialnych z 

astrocytami w medium nie zawierającym glukozy. Podczas drugiego etapu badania 

(wprowadzenie LPS) grupa kontrolna zawierała podstawowe medium z 0.2 µM roztworem 

LPS, również pozbawione glukozy. W ostatnim etapie badania utworzono grupę kontrolną 

z podstawowym medium zawierającym 0.2 µM roztworu LPS oraz 50 µM roztworu RSV, 

bez dodatku glukozy. 

Wszystkie pomiary ilościowe techniką ELISA powtórzono sześciokrotnie, po czym 

obliczono wartości średnie (wyniki zostały przedstawione w rozdziałach pt. „Results” w 

publikacjach nr 2. i 3. zawartych w rozprawie doktorskiej), a następnie dokonano analizy 

statystycznej.  

Analiza statystyczna uzyskanych danych została przeprowadzona za pomocą języka 

programowania R i jego wbudowanych funkcji (projekt R do obliczeń statystycznych, 

wersja 4.0.5), za pomocą testu U Manna-Whitneya. Wyniki uznano za istotne statystycznie, 

gdy wartości p wynosiły poniżej 0.05 (p < 0.05). Opis zastosowanych metod statystycznych 

w poszczególnych etapach badania zestawiono w rozdziałach „Results” w obu pracach 

oryginalnych zamieszczonych w niniejszej rozprawie. 
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6.  KOPIE OPUBLIKOWANYCH PRAC 

 

Rozdziały 6.1.-6.3. stanowią cykl publikacji wchodzących w skład prezentowanej 

rozprawy doktorskiej. 
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6.3. 
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7. PODSUMOWANIE I WNIOSKI  

 

7.1.  Podsumowanie  

 

W Tabeli 1. przedstawiono wyniki uzyskane na poszczególnych etapach badania, 

podsumowujące uzyskane stężenia cytokin i RSV w trzech grupach badanych. 

 

 

 Hipoglikemia Normoglikemia Hiperglikemia Główne ustalenia 

Średnie stężenie 

cytokin w BC 

(pg/ml) po 24 h 

inkubacji komórek 

w różnych 

stężeniach glukozy 

w MC 

Wyższe stężenie: 

IL-1a, IL-6, IL-8, 

GM-CSF, IL-17A, 

IL-12 w 

porównaniu do 

grupy II (p<0.05). 

 Wyższe stężenie: 

IL-1a, IL-6, IL-8, 

GM-CSF, TNF-a, 

INF-g, IL-12 w 

porównaniu do 

grupy II (p<0.05). 

Stan zapalny może 

być wywołany 

zarówno przez hipo-

, jak i hiperglikemię. 

Średnie stężenie 

cytokin w BC 

(pg/ml) 12 h po 

wprowadzeniu 

roztworu LPS do 

BC w porównaniu 

do stężenia cytokin 

bez roztworu LPS.   

Wzrost stężenia 

IL-2, IL-6 i IL-8 

(p<0.05). 

Wzrost stężenia 

IL-2, IL-6 i IL-8 

(p<0.05). 

Wzrost stężenia 

IL-6 i IL-8 

(p<0.05). 

Oczekiwany efekt 

prozapalny LPS nie 

wystąpił po 12 h po 

jego podaniu. 

Średnie stężenie 

cytokin w BC 

(pg/ml) 36 h po 

wprowadzeniu 

roztworu LPS do 

BC w porównaniu 

do stężenia cytokin 

12 h od 

wprowadzenia 

roztworu LPS   

Wzrost stężenia: 

[IL-1b, IL-2, IL-4, 

IL-6, IL-8, IL-12, 

INF-g, TNF-a 

(p<0.05)], [GM-

CSF, IL-17A 

(p<0.02)]. 

Wzrost stężenia: 

[IL-1a, IL-1b, IL-

4, IL-6, IL-8, IL-

12, INF-g, TNF-a 

(p<0.05)], [GM-

CSF, IL-17A 

(p<0.02)]. 

Wzrost stężenia: 

IL-1a, IL-1b, IL-2, 

IL-6, IL-8, [IL-12, 

INF-g, TNF-a, 

GM-CSF 

(p<0.05)], [IL-

17A (p<0.02)]. 

 

 

Efekt prozapalny 

LPS został 

zaobserwowany po 

36 h od jego 

podania. 
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Średnie stężenie 

cytokin w BC 

(pg/ml), 36 h po 

wprowadzeniu 

roztworu LPS do 

BC oraz 24 h po 

wprowadzeniu 

roztworu RSV do 

MC 

Spadek stężenia: 

IL-1b, IL-2, IL-4, 

IL-6, IL-8, IL-12, 

IL-17A, IFN-y, 

GM-CSF, TNF-a 

(p<0.05). 

Spadek stężenia: 

IL-1b, IL-2, IL-4, 

IL-6, IL-8, IL-12, 

IL-17A, IFN-y, 

GM-CSF, TNF-a 

(p<0.05), bardziej 

wyraźny spadek 

cytokin w 

porównaniu do 

pozostałych grup. 

Spadek stężenia: 

IL-1b, IL-2, IL-4, 

IL-6, IL-8, IL-12, 

IL-17A, IFN-y, 

GM-CSF, TNF-a 

(p<0.05). 

Warunki 

normoglikemii 

stanowią optymalne 

środowisko dla 

działań 

przeciwzapalnych 

RSV.  

Średnie stężenie 

RSV w BC (ng/ml) 

po 12 h i 24 h od 

wprowadzenia 

roztworu RSV do 

MC 

Niższe stężenie 

RSV w 

porównaniu ze 

stężeniem RSV w 

grupie II (p<0.02). 

Najwyższe 

stężenie RSV w 

porównaniu ze 

stężeniami RSV w 

grupach I i III 

(p<0.02). 

Niższe stężenie 

RSV w 

porównaniu ze 

stężeniem RSV w 

grupie II (p<0.02). 

Hipo- i 

hiperglikemia 

zmniejszają 

przepuszczalność 

BKM dla RSV. 

 

 

 

BKM – bariera krew-mózg; BC – brain compartment; LPS – lipopolisacharyd; MC – microvascular 

compartment; RSV – resweratrol. 

 

Tabela 1. Analiza zmian w stężeniu cytokin oraz porównanie stężenia RSV w trzech 

grupach badanych, odpowiadających stanom hipo-, normo- i hiperglikemii. 

 

Nieprawidłowe stężenie glukozy w MC indukuje odpowiedź zapalną w BC, wyrażone w 

postaci wzrostu stężenia cytokin prozapalnych (p<0.05). Zarówno warunki hipo-, jak i 

hiperglikemii prowadzą do rozwoju zapalenia, co jest zgodne z wynikami uzyskanymi 

przez innych badaczy [53,54]. Po 12 h od wprowadzenia roztworu LPS do BC nie uzyskano 

oczekiwanego wzrostu stężenia większości badanych cytokin, z wyjątkiem IL-2, IL-6 i IL-

8. W opublikowanych badaniach niezależnych autorów, także wykazano korelację 

pomiędzy podaniem roztworu LPS i szybkim wzrostem poziomu cytokin IL-6, IL-8 

[55,56]. Oczekiwaną (przewidywaną) odpowiedź zapalną, w postaci wzrostu stężenia 

badanych cytokin, zaobserwowano po 36 h od wprowadzenia roztworu LPS do przestrzeni 
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BC (p<0.05). LPS indukuje odpowiedź zapalną w zróżnicowanych interwałach czasowych, 

co należy wziąć pod uwagę, planując przyszłe badania in vivo.  

Po 36 h hodowli komórek po podaniu roztworu LPS, analizując losowo wybrane obrazy, 

nie zaobserwowano istotnych zmian w morfologii ani w żywotności astrocytów (ocena 

morfologii komórek była uzupełniona barwieniem przyżyciowym astrocytów w teście 

wykluczenia z użyciem błękitu trypanu). Po dodatkowej konsultacji z ekspertami w 

dziedzinie histopatologii, zrezygnowano z dalszych analiz morfometrycznych.  

Po 24 h od wprowadzenia roztworu RSV do MC zaobserwowano obniżenie stężenia 

cytokin (IL-1β, IL-2, IL4, IL-6, IL-8, IL-12, IL-17A, IFN-γ, TNF- α, GM-CSF) w BC we 

wszystkich grupach badanych (p < 0.05). Jednakże najbardziej wyraźny spadek cytokin 

(IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12 IL-17A, IFN-γ, TNF-α, GM-CSF) zanotowano w grupie II, 

imitującej normoglikemię, co sugeruje, iż warunki normoglikemii stanowią optymalne 

środowisko dla działania przeciwzapalnego RSV. Po wprowadzeniu roztworu RSV do 

MC, uzyskano wyższe stężenie RSV w BC w grupie II w porównaniu do pozostałych grup, 

imitujących warunki hipo- i hiperglikemii. Ze względu na reakcję zapalną i spowodowane 

nią zmienione właściwości komórek, warunki hipoglikemii i hiperglikemii generalnie 

wiążą się ze zwiększoną przepuszczalnością BKM w porównaniu z normoglikemią 

[57,58]. Można zakładać, że ze względu na wpływ RSV na białka adhezyjne komórek, 

jego działanie neuroprotekcyjne częściowo kompensuje efekt dysglikemii. Wyniki 

niektórych badań sugerują, że RSV wykazuje wpływ na integralność i funkcję BKM, co 

pozwala regulować przenikanie substancji do OUN, w tym leków, tym samym 

normalizować zaburzenia w OUN [59,60]. Efektywne mechanizmy działania RSV w 

kierunku utrzymania lub przywracania integralności BKM mogą tłumaczyć obserwowane 

niższe stężenia RSV w warunkach hipo- i hiperglikemii w porównaniu z poziomem RSV 

w warunkach normoglikemii. 

Pomimo słabej penetracji RSV do BC, korzystny efekt działania RSV (w postaci obniżenia 

stężenia cytokin prozapalnych) mógłby zostać wykorzystany w dalszych badaniach, 

mających na celu ograniczenie odpowiedzi zapalnej w OUN u pacjentów z chorobami 

neurodegeneracyjnymi i przebiegającymi z zaburzeniami regulacji poziomu glukozy we 

krwi.   
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7.2. Wnioski 

– Profil cytokin prozapalnych w OUN zależy od poziomu glukozy w przestrzeni 

odpowiadającej naczyniom mikrokrążenia mózgowego (MC). W porównaniu z 

normoglikemią, zarówno hipo- jak i hiperglikemię cechuje podwyższenie stężeń badanych 

cytokin w BC.  

 

– W warunkach in vitro z użyciem modelu BKM, normoglikemii towarzyszy największy 

wzrost przepuszczalności BKM dla RSV, co sprzyja jego penetracji do przestrzeni 

mózgowej (BC). Konieczne są dalsze badania, niezbędne do zrozumienia konkretnych 

efektów wpływu stężenia glukozy na penetrację RSV do OUN. Czynniki takie jak 

odpowiednia dawka RSV, forma i czas podania, zmienności indywidualne, będą miały z 

pewnością znaczenie w warunkach klinicznych. 

 

– RSV wykazuje działanie przeciwzapalne, które przejawia się obniżeniem poziomu 

cytokin w obrębie BC we wszystkich badanych grupach, przy czym do najwyższego 

spadku stężenia cytokin dochodzi w warunkach normoglikemii. Dlatego można przyjąć, że 

środowisko normoglikemii jest optymalne dla działań polifenoli przeciwzapalnych, takich 

jak RSV. 

 

– Zastosowanie terapeutyczne RSV może być potencjalnie korzystne u pacjentów z 

chorobami związanymi z neurozapaleniem oraz cukrzycą, gdyż ogranicza nasilenie 

odpowiedzi zapalnej w obrębie OUN. Należy rozpocząć/kontynuować dalsze intensywne 

badania przedkliniczne z wykorzystaniem modeli zwierzęcych, a następnie kliniczne, aby 

zweryfikować tę tezę z badania na modelu pozaustrojowym BKM.   

 

– Ponieważ w przypadku większości badanych cytokin, prawidłowe stężenie glukozy w 

MC koreluje z wyższą skutecznością i dłuższym okresem działania RSV, wszelkie próby 

terapeutyczne z użyciem RSV u pacjentów z cukrzycą i chorobami OUN przebiegającymi 

z neurozapaleniem (np. choroba Alzheimera, choroba Parkinsona, SM, chorzy po udarze 

mózgu) powinny być przeprowadzane po przywróceniu lub równolegle do przywracania 

normoglikemii. 
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