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ALFABETYCZNY WYKAZ SKRÓTÓW 
 

skrót  rozwinięcie w języku angielskim  – rozwinięcie w języku polskim 

21ser  serine isoform of CC- chemokine ligand – izoforma serynowa liganda 
chemokinowego z rodziny CC- 

3L1  CC- Motif Chemokine Ligand 3 Like 1 – ligand chemokinowy 3 z rodziny CC- 
podobny do 1 

4L1  CC- Motif Chemokine Ligand 4 Like 1 – ligand chemokinowy 4 z rodziny CC- 
podobny do 1 

ACKR  Atypical Chemokine Receptor – atypowy receptor chemokinowy 

ANOVA analysis of variance – analiza wariancji  

C1s  complement component 1s – składowa 1s układu dopełniacza 

C1r  complement component 1r – składowa 1r układu dopełniacza 

C1q  complement component 1q – składowa 1q układu dopełniacza 

CCI  Chronic Constriction Injury – model podwiązania nerwu kulszowego 

CCL CC- motif ligand – ligandy chemokinowe z rodziny CC- 

CCR1  CC- chemokine receptor type 1– receptor chemokinowy z rodziny CC- typu 1 

CCR5 CC- chemokine receptor type 5– receptor chemokinowy z rodziny CC- typu 5 

Cd177  Cluster of differentiation 177 antigen – antygen różnicowania 

powierzchniowego 177 

Cd8  Cluster of differentiation 8 antygen – antygen różnicowania 

powierzchniowego 8 

cFOS  c-Fos protein – białko cFOS 

CGRP Calcitonin gene-related Peptide – peptyd związany z genem kalcytoniny 

CX3CL  CX3C- motif ligand – ligandy chemokinowe z rodziny CX3C- 

CXCL CXC- motif ligand – ligandy chemokinowe z rodziny CXC- 

DAMP  Damage Associated Molecular Patterns – wzorce molekularne związane 
z uszkodzeniem  

DARC  The Duffy Antigen Receptor for Chemokines – antygen Duffy 

DOR   opioid receptor – receptor opioidowy typu  

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay – test immunoenzymatyczny 

FCN  ficolin – fikolina 

GABA Gamma Aminobutyric Acid – kwas gamma-aminomasłowy 

GFAP  Glial Fibrillary Acidic Protein – kwaśne białko włókienkowe 

GPCR  G Protein-Coupled Receptor – receptor sprzężony z białkiem G 

HIV  Human Immunodeficiency Virus – ludzki wirus niedoboru odporności 

i.p.  intraperitoneal injection – podanie dootrzewnowe  

i.t.  intrathecal injection – podanie podpajęczynówkowe  
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IASP International Association for the Study of Pain – Międzynarodowe Towarzystwo 

Badania Bólu 

IBA-1  Ionized Calcium-Binding Adapter molecule – domena wiążąca wapń 1 

IgG  immunoglobulin G – immunoglobulina G 

IgM immunoglobulin M – immunoglobulina M 

iNOS inducible nitric oxide synthase – indukowalna syntaza tlenku azotu 

IL interleukin – interleukina 

ITGA9 intergrin α9 – integryna α9 

KL-11 collectin 11 – kolektyna 11 

KOR ƙ opioid receptor – receptor opioidowy typu ƙ 

LPS lipopolysaccharide – lipopolisacharyd 

MAC Membrane Attack Complex – kompleks atakujący błonę 

MASP Mannose-associated serine protease – wiążąca mannozę, skojarzona z lektyną 

proteaza serynowa 

MBL Mannose-binding lectin – lektyna wiążąca mannozę 

MIP-1 Macrophage Inflammatory Protein 1 – białko zapalne makrofagów 1 

MOR   opioid receptor – receptor opioidowy typu  

mRNA  messenger ribonucleic acid – informacyjny RNA  

NGF nerve growth factor – czynnik wzrostu nerwów 

NOR nociceptin opioid receptor – receptor nocyceptyny 

Olig2 oligodendrocyte transcription factor-2 – czynnik transkrypcyjny 
oligodendrocytów-2 

OX-42 CD11b antibody, clone OX-42 – antygen CD11b, klon OX-42 

PAMP Pathogen Associated Molecular Patterns – wzorce molekularne związane  
z patogenami  

pERK phosphoryletaed extracellular signal-regulated kinase – ufosforylowana kinaza 
regulowana sygnałem zewnątrzkomórkowym 

pp38 phosphoryletaed p38 mitogen-activated protein kinase – ufosforylowana kinaza 
białkowa p38 aktywowana mitogenem 

RT-qPCR quantitative reverse transcription polymerase chain reaction – ilościowa reakcja 
odwrotnej transkrypcji w czasie rzeczywistym 

SCM-1α Single C motif-1 – zawierający jedną resztę cysteinową ligand 1 

TBI Traumatic Brain Injury – urazowe uszkodzenie mózgu 

TMEM119 Transmembrane protein 119 – białko transbłonowe 119 

TNFα tumor necrosis factor α – czynnik martwicy nowotworu α 

TNFβ tumor necrosis factor β – czynnik martwicy nowotworu β 

V vehicle – rozpuszczalnik 

WHO World Health Organization – Światowa Organizacja Zdrowia 

XCL chemokine (XC- motif) ligand – ligandy chemokinowe z rodziny XC- 

XCR1 XC- motif chemokine receptor 1 – receptor chemokinowy z rodziny XC- typu 1 
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STRESZCZENIE 

Zaburzenia funkcjonowania układu nerwowego nadal stanowią wyzwanie dla lekarzy  
i naukowców, pomimo ogromnego postępu współczesnej medycyny i farmakologii. Jak sugerują 

najnowsze badania, w wyniku uszkodzenia zarówno ośrodkowego jak i obwodowego układu 

nerwowego dochodzi do zmian o podłożu neuroimmunologicznym, które w konsekwencji mogą 

doprowadzić do nadwrażliwości bólowej. Wciąż nie jest jasne jakie populacje komórek są 

wówczas zaangażowane w kaskadę następujących po sobie przemian molekularnych. Wydaje się, 

że szczególne znaczenie w tym procesie, poza komórkami nerwowymi, mogą mieć również 

komórki immunologiczne i glejowe. Tym samym wskazanie podobieństw i różnic wynikających  
z etiologii uszkodzenia otwiera i nakreśla interesujący obszar badań. Głównym celem niniejszej 

pracy doktorskiej było zbadanie i porównanie zaangażowania tych komórek oraz czynników 

układu dopełniacza, a także wybranych chemokin z grupy CC- i XC- w patomechanizm 
uszkodzenia ośrodkowego i obwodowego układu nerwowego, a ponadto sprawdzenie wpływu 

farmakologicznej modulacji wybranych chemokin i ich receptorów na procesy bólowe u myszy  
w modelu bólu neuropatycznego. To właśnie złożone i wciąż nie do końca poznane mechanizmy 

neuroimmunologiczne są powodem braku efektywnej farmakoterapii zaburzeń układu 

nerwowego, co podkreśla potrzebę wielokierunkowego podejścia w ich leczeniu. Wyniki badań 

prowadzonych w ramach tej rozprawy doktorskiej, zostały opublikowane w 5 pracach 
oryginalnych - Ciechanowska i wsp. Immunobiology 2020, Pharmacol Rep 2020, Int J Mol Sci 
2021, Front Immunol 2022, Brain Sci 2023. 

W modelu urazowego uszkodzenia mózgu, podjęto się określenia zaangażowania  
w rozwój wtórnego uszkodzenia wybranych na podstawie literatury komórek oraz czynników 

immunologicznych. Dokonano tego poprzez sprawdzenie w kilku punktach czasowych zmian 
ekspresji mRNA/białka markerów komórkowych, a także czynników układu dopełniacza, 

chemokin z rodziny MIP-1 (CCL3, CCL4, CCL9) i ich receptorów (CCR1, CCR5) oraz XCL1  
i jej receptorów (XCR1, ITGA9) w poszczególnych strukturach mózgu (kora, wzgórze, 

prążkowie, i/lub hipokamp). Ponadto podjęto się sprawdzenia źródła komórkowego wybranych 

czynników immunologicznych i określenia lokalizacji ich receptorów. Badania prowadzono  
w latach 2018-2021, w ramach projektu grantowego ERA-NET NEURONCOFUND 
/1/LEAP/15/1. W modelu uszkodzenia nerwu obwodowego również badano wybrane komórki 
oraz czynniki immunologiczne w neuropatii poprzez sprawdzenie, w kilku punktach czasowych, 
zmian poziomu mRNA/białka markerów komórkowych, chemokin z rodziny MIP-1 (CCL3, 
CCL4, CCL9) i ich receptorów (CCR1, CCR5) oraz chemokiny XCL1 wraz z jej receptorami 
(XCR1, ITGA9) w lędźwiowym odcinku rdzenia kręgowego. Ponadto przeprowadzono 

eksperymenty farmakologiczne w celu zbadania wpływu neutralizacji chemokin, a także blokady 

ich receptorów (CCR1, CCR5, XCR1, ITGA9) na procesy nocycepcji w modelu bólu 

neuropatycznego. Ponieważ efektywność monoterapii nie jest wystarczająca, założeniem 

kolejnych eksperymentów było sprawdzenie czy zablokowanie wyżej wymienionych receptorów, 

a także ich ligandów, może korzystnie wpływać na przeciwbólowe właściwości leków 

opioidowych. Badania prowadzono w latach 2020-2023, w ramach dwóch projektów grantowych: 

Opus 2016/21/B/NZ4/ 00128, a następnie Opus 2021/43/B/NZ7/00230. 
Eksperymenty in vivo wykonane były w dwóch etapach. Pierwszy cykl badań 

przeprowadzony był we współpracy z grupą badawczą kierowaną przez prof. M.G. De Simoni  
w modelu urazowego uszkodzenia mózgu u samców myszy C57BL/6J (Charles River, Włochy) - 
wyniki opublikowano w 3 pracach oryginalnych - Immunobiology 2020, Pharmacol Rep 2020, 
Int J Mol Sci 2021. Drugi cykl badań prowadzony był w modelu bólu neuropatycznego 

polegającym na luźnym jednostronnym podwiązaniu nerwu kulszowego, który jest procedurą od 

lat wykorzystywaną w Zakładzie Farmakologii Bólu, na samcach myszy Albino Swiss (Charles 
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River, Niemcy). Wyniki opublikowano w 2 pracach oryginalnych - Front Immunol 2022, Brain 
Sci 2023. Doświadczenia miały miejsce w Instituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri oraz  
w Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja i prowadzone były zgodnie z zaleceniami 

Międzynarodowego Towarzystwa Badania Bólu, Narodowego Instytutu Zdrowia oraz za zgodą 

Komisji Etycznej do Spraw Doświadczeń na Zwierzętach (Włochy –numer zgody 753/2017-PR; 
Polska – numery zgód 1277/2015, 301/2017, 75/2017, 305/2017, 235/2020, 40/2023, 236/2021, 
297/2021, 89/2021, 98/2022). Materiał do badań biochemicznych (kora, wzgórze, prążkowie, 

hipokamp lub rdzeń kręgowy) pobierano w pięciu punktach czasowych (1, 4, 7, 14, 35 dni) po 
uszkodzeniu mózgu/nerwu kulszowego. Pomiar zmian w poziomie mRNA wykonano metodą RT-
qPCR, natomiast do oceny zmian w ekspresji białka posłużono się metodami ELISA i Western 

blot. Ponadto zastosowano techniki immunohistochemii w celu określenia lokalizacji badanych 

czynników. Narzędzia farmakologiczne były podawane jednokrotnie lub wielokrotnie, najczęściej 

podpajęczynówkowo, ale także dootrzewnowo. Do oceny nadwrażliwości na bodźce mechaniczne 

i termiczne w badaniach behawioralnych wykorzystano 2 testy - von Frey’a oraz zimnej płytki. 

Równolegle realizowano eksperymenty w warunkach in vitro z użyciem pierwotnych hodowli 

komórek mikrogleju i astrogleju z kory mózgowej pobranej od nowonarodzonych myszy szczepu 

C57BL/6J. Wyniki te zostały opublikowane w 3 pracach - Immunobiology 2020, Pharmacol Rep 
2020, Int J Mol Sci 2021. Hodowle wykorzystano do określenia źródła komórkowego wybranych 

receptorów i czynników immunologicznych. Do analizy wyników użyto programu GraphPad 

Prism z wykorzystaniem testu t-studenta oraz jedno- i dwuczynnikowej analizy wariancji 
(ANOVA). Następnie wykonano konieczne testy post hoc. 

W modelu urazowego uszkodzenia mózgu, we wczesnej fazie, wykazano wzrost ekspresji 

markera neutrofili nie tylko w korze mózgowej, czyli w miejscu bezpośredniego uszkodzenia, ale 

również w prążkowiu i hipokampie (Int J Mol Sci 2021, Immunobiology 2020). Zmiany te 
utrzymywały się stosunkowo krótko (do 7 dnia). W dalszych analizach stwierdzono znaczące  
i długotrwałe podwyższenie markerów komórkowych świadczące o silnej aktywacji astrogleju 

oraz mikrogleju/makrofagów. Co ważne, po raz pierwszy wykazano zmiany we wszystkich  
4 badanych strukturach mózgu. Uzyskane dane pozwoliły stwierdzić, że w zależności od 

upływającego czasu i badanego obszaru, różne typy komórek odgrywają rolę po bezpośrednim 
uszkodzeniu mózgu, a wydzielane przez nie czynniki immunologiczne stały się przedmiotem 

kolejnych eksperymentów. Wyniki pokazują, że w pierwszym tygodniu po uszkodzeniu nerwów 

obwodowych następuje aktywacja mikrogleju/makrofagów oraz astrogleju, którego poziom 
pozostaje znacznie podniesiony aż do 35 dnia (Brain Sci 2023). Wyniki eksperymentów 

przeprowadzonych w ramach tej pracy oraz dane literaturowe sugerują, że ważną częścią terapii 

powinno stać się zastosowanie leków modulujących funkcje neutrofili, makrofagów, mikrogleju  
i astrogleju w ośrodkowym układzie nerwowym. Poszukiwanie nowych, skutecznych substancji  
o takim potencjale jest jednym z najważniejszych zadań badań podstawowych. Zaktywowane 
komórki immunologiczne i glejowe mają kluczowe znaczenie w kaskadzie zmian będącej 

konsekwencją uszkodzenia układu nerwowego. Szczególnie biorąc pod uwagę fakt, że wpływają 

one na biosyntezę czynników układu dopełniacza oraz licznych i wciąż słabo poznanych 

chemokin, które stały się przedmiotem dalszych prac badawczych.  
Uzyskane w kolejnej części badań wyniki (Int J Mol Sci 2021) sugerują, że wśród 

inicjatorów klasycznej drogi aktywacji układu dopełniacza cały kompleks C1 (C1q, C1r i C1s),  
a w przypadku drogi lektynowej fikolina A, odgrywają ważną rolę po uszkodzeniu mózgu we 

wszystkich badanych strukturach (kora, prążkowie, wzgórze i hipokamp). Eksperymenty 

przeprowadzone w hodowli pierwotnej komórek mikrogleju sugerują, że są one w dużej mierze 

odpowiedzialne za biosyntezę inicjatorów szlaku klasycznego, ale w bardzo niewielkim stopniu 
szlaku lektynowego. Selektywne celowanie w C1q i fikolinę A, może okazać się skuteczną 
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strategią w leczeniu uszkodzeń mózgu, jednak wymagane są dalsze badania w celu 

zweryfikowania tej hipotezy.  
W kolejnym cyklu eksperymentów wykazano zmiany ekspresji wszystkich chemokin  

z rodziny MIP-1 (CCL3, CCL4, CCL9) na poziomie kory, prążkowia i hipokampa po 

uszkodzeniu mózgu (Immunobiology 2020), natomiast na poziomie rdzenia kręgowego po 

uszkodzeniu nerwu kulszowego tylko CCL3 i CCL9 (Brain Sci 2023). W badaniach 
behawioralnych dowiedziono, że blokada CCL3 i CCL9 przez przeciwciała neutralizujące ma 

działanie antynocyceptywne, a także nasila przeciwbólowe właściwości morfiny po podwiązaniu 

nerwu kulszowego. W dalszych eksperymentach skoncentrowano się na receptorach rodziny  
MIP-1: CCR1 i CCR5. Ich neuronalna lokalizacja sugeruje ważną rolę w transmisji 

nocyceptywnej i wyjaśnia, dlaczego podpajęczynówkowe podania CCL3 i CCL9 mają tak silne  
i szybkie działanie pronocyceptywne. Uzyskane wyniki po raz pierwszy wskazują, że pojedyncze 

podanie podpajęczynówkowe antagonisty CCR1 (J113863) i antagonistów CCR5 (TAK-220, 
AZD-5672) w sposób zależny od dawki, zmniejsza nadwrażliwość bólową rozwiniętą w badanym 
modelu, a także nasila efekty morfiny (Brain Sci 2023). W związku z tym, farmakologiczna 

modulacja wybranych chemokin z rodziny MIP-1 i ich receptorów może stanowić całkowicie 

nowe podejście w terapii po uszkodzeniach ośrodkowego jak i obwodowego układu nerwowego. 
W ostatnim cyklu badań postanowiono określić i porównać zaangażowanie chemokiny 

XCL1 i jej receptorów (XCR1, ITGA9) w zmiany zachodzące w mózgu po jego uszkodzeniu 

(Pharmacol Rep 2020) oraz w rdzeniu kręgowym po podwiązaniu nerwu kulszowego (Front 
Immunol 2022). Wykazano po raz pierwszy, że poziom XCL1 w korze mózgowej, hipokampie  
i wzgórzu ulega podniesieniu zarówno w fazie wczesnej jak i późnej. XCL1 można uznać za 

jeden z kluczowych czynników inicjujących wtórne uszkodzenie, a spośród receptorów dla tej 

chemokiny nie tylko klasyczny XCR1, ale także niedawno zidentyfikowany w tej roli receptor 

ITGA9, mogą stać się w przyszłości ważnymi punktami uchwytu dla farmakoterapii po 

urazowym uszkodzeniu mózgu (Pharmacol Rep 2020). Na podstawie wyników badań 
immunohistochemicznych dowiedziono, że XCL1 jest wytwarzana przez astroglej, natomiast jej 

oba receptory zlokalizowane są na neuronach (Front Immunol 2022). Co ważne również na 

poziomie rdzenia kręgowego po uszkodzeniu nerwu, wykazano szybki i znaczący wzrost ekspresji 
XCL1 utrzymujący się aż do 5 tygodni (Front Immunol 2022). Ponadto dowiedziono, że 

podpajęczynówkowe podanie myszom zdrowym XCL1, które wywołuje nadwrażliwość na 

bodźce termiczne i mechaniczne, jest osłabiane przez podanie zarówno vMIP-II (antagonisty 
XCR1), jak i YA4 (przeciwciała neutralizującego ITGA9) (Front Immunol 2022). Ponadto, 
badania dostarczyły pierwszych dowodów na to, że po podwiązaniu nerwu kulszowego 

blokowanie XCL1, jak również XCR1 i ITGA9 nie tylko przynosi ulgę w bólu, ale także nasila 

efekty analgetyczne morfiny i/lub buprenorfiny (Front Immunol 2022). Przeprowadzone 
eksperymenty pokazują po raz pierwszy, że osie XCL1/XCR1 i XCL1/ITGA9 są zaangażowane 

w transmisję nocyceptywną. Dane literaturowe wskazują, że neutralizacja chemokin, jak i blokada 
ich receptorów jest z powodzeniem stosowana w leczeniu niektórych schorzeń 

neurodegeneracyjnych, dlatego też proponowana modulacja sygnalizacji XCL1 może zostać 

wykorzystana przy opracowaniu skuteczniejszej farmakoterapii.  
Podsumowując, ważnym aspektem w terapii po uszkodzeniach układu nerwowego jest 

wielokierunkowe podejście w projektowaniu nowych narzędzi farmakologicznych 

zorientowanych na modulację interakcji neuroimmunologicznych i funkcji komórek 

zaangażowanych w ten patomechanizm. Leczenie oparte na zahamowaniu aktywacji 
inicjatorów układu dopełniacza (C1q i fikoliny A), jak również chemokin (XCL1, CCL3)  
i zablokowanie ich receptorów (CCR1, CCR5, XCR1, ITGA9), może w sposób istotny 

wpłynąć na poprawę jakości życia pacjentów zarówno po uszkodzeniach mózgu jak  
i nerwów obwodowych. 
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SUMMARY 

Disorders of the nervous system continue to pose a challenge for doctors and scientists, 
despite significant advancements in modern medicine and pharmacology. Recent research 
suggests that damage to both the central and peripheral nervous systems can lead to 
neuroimmunological changes, which can ultimately result in pain hypersensitivity. It is still 
unclear which cell populations are involved in the cascade of subsequent molecular changes. It 
appears that in addition to nerve cells, immune cells and glial cells can also play a significant role 
in this process. Therefore, identifying similarities and differences arising from the etiology of 
damage opens up and highlights an interesting area of research. The main objective of this 
doctoral dissertation was to investigate and compare the involvement of these cells, the 
complement system factors, and selected chemokines from the CC- and XC- groups in the 
pathomechanism of damage to the central and peripheral nervous systems. Additionally, the 
dissertation aimed to examine the influence of pharmacological modulation of selected 
chemokines and their receptors on pain processes in a mouse model of neuropathic pain. These 
complex and still not fully understood neuroimmunological mechanisms are responsible for the 
lack of effective pharmacotherapy for nervous system disorders, highlighting the need for  
a multidirectional approach in their treatment. The results of the research conducted within this 
doctoral dissertation were published in 5 original papers. – Ciechanowska et al. Immunobiology 
2020, Pharmacol Rep 2020, Int J Mol Sci 2021, Front Immunol 2022, Brain Sci 2023. 

In a traumatic brain injury model, the involvement of selected cells and immunological 
factors identified in the literature in the secondary injury development was assessed. This was 
achieved by examining changes in the mRNA/protein levels of cellular markers, the complement 
system factors, chemokines from the MIP-1 family (CCL3, CCL4, CCL9) and their receptors 
(CCR1, CCR5), as well as XCL1 and its receptors (XCR1, ITGA9) at various time points in 
different brain structures (cortex, thalamus, striatum, and/or hippocampus). Additionally, the 
cellular source of selected immunological factors and the location of their receptors were 
determined. The research was conducted in 2018-2021 as part of the ERA-NET 
NEURONCOFUND /1/LEAP/15/1 grant project. In a peripheral nerve injury model, the 
involvement of the selected cells and immunological factors in neuropathy was determined by 
examining changes in mRNA/protein levels of cellular markers, chemokines from the MIP-1 
family (CCL3, CCL4, CCL9) and their receptors (CCR1, CCR5), as well as chemokine XCL1 and 
its receptors (XCR1, ITGA9) at various time points in the lumbar spinal cord. Moreover, 
pharmacological experiments were conducted to investigate the impact of the neutralization of the 
analysed chemokines and blocking their receptors (CCR1, CCR5, XCR1, ITGA9) on nociception 
processes in the neuropathic pain model. Owing to the insufficient effectiveness of monotherapy, 
the objective of the subsequent experiments was to determine whether blocking the 
aforementioned receptors and their ligands could positively influence analgesic properties of 
opioid drugs. The research was conducted in 2020-2023 as part of two grant projects: Opus 
2016/21/B/NZ4/00128 followed by Opus 2021/43/B/NZ7/00230. 

The in vivo experiments were conducted in two stages. The first cycle, carried out in 
collaboration with a research group led by Prof. M.G. De Simoni, was conducted in a traumatic 
brain injury model in male C57BL/6J mice (Charles River, Italy). The results were published in 3 
original papers – Immunobiology 2020, Pharmacol Rep 2020, Int J Mol Sci 2021. In the second 
stage, the experiments were conducted in a neuropathic pain model involving loose unilateral 
sciatic nerve ligation, a procedure long used at the Department of Pain Pharmacology, in male 
Albino Swiss mice (Charles River, Germany). The results were published in 2 original papers – 
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Front Immunol 2022, Brain Sci 2023. The experiments were conducted at the Instituto di 
Ricerche Farmacologiche Mario Negri and the Jerzy Maj Institute of Pharmacology, in 
accordance with the recommendations of the International Association for the Study of Pain, the 
National Institute of Health, and with the approval of the Ethical Committee for Animal 
Experiments (Italy – approval numbers 753/2017-PR; Poland – approval numbers 1277/2015, 
301/2017, 75/2017, 305/2017, 235/2020, 40/2023, 236/2021, 297/2021, 89/2021, 98/2022). 
Samples for biochemical analysis (cortex, thalamus, striatum, hippocampus, or spinal cord) were 
collected at five time points (on day 1, 4, 7, 14, 35) after brain/sciatic nerve injury. Changes in 
mRNA levels were measured with the RT-qPCR method, whereas changes in protein expression 
were assessed by means of the ELISA and Western blot methods. Additionally, 
immunohistochemistry techniques were employed to determine the location of the studied factors. 
Pharmacological tools were administered either as single or multiple doses, most often 
intrathecally but also intraperitoneally. Two behavioural tests, von Frey and cold plate, were used 
to evaluate sensitivity to mechanical and thermal stimuli. Simultaneously, in vitro experiments 
were conducted using primary microglial and astroglial cell cultures obtained from the cerebral 
cortex of newborn C57BL/6J mice. The results from these experiments were published in 3 papers 
– Immunobiology 2020, Pharmacol Rep 2020, Int J Mol Sci 2021. The cell cultures were used to 
determine the cellular source of selected receptors and immunological factors. Data analysis was 
performed using the GraphPad Prism software, involving a student’s t-test, and a one-way and 
two-way analysis of variance (ANOVA), followed by essential post hoc tests. 

In the traumatic brain injury model, in the early phase, an increase in the expression of the 
neutrophil marker was observed not only in the brain cortex, the site of the direct damage, but also 
in the striatum and hippocampus (Int J Mol Sci 2021, Immunobiology 2020). These changes 
persisted relatively briefly (up to day 7). Further analyses revealed a significant and long-lasting 
increase in the levels of cellular markers, indicating strong activation of astroglia and 
microglia/macrophages. Importantly, for the first time, changes were observed in each of the 4 
studied brain structures. Based on the obtained data a conclusion was made that depending on the 
elapsed time and studied brain area, different types of cells played a role after direct brain injury, 
and the immunological factors secreted by them became the subject of subsequent experiments. 
The results showed that in the first week after peripheral nerve injury, microglia/macrophages and 
astroglia were activated, and the levels of the latter remained significantly elevated up to day 35 
(Brain Sci 2023). Both the results of experiments conducted as part of this work and literature 
data suggest that an important part of therapy should include drugs that modulate the function of 
neutrophils, macrophages, microglia, and astroglia in the central nervous system. The search for 
new, effective substances with such potential is one of the most important tasks in basic research. 
Activated immune and glial cells play a crucial role in the cascade of changes resulting from 
damage to the nervous system, especially considering their impact on the biosynthesis of the 
complement system factors and numerous, still poorly understood chemokines, which have 
become the subject of further research. 

The results obtained in the subsequent part of the research (Int J Mol Sci 2021) suggest 
that among the initiators of the classical pathway of the complement system activation, the entire 
C1 complex (C1q, C1r, and C1s), and in the case of the lectin pathway, ficolin A, play an 
important role after injury to all the studied brain structures (cortex, striatum, thalamus, and 
hippocampus). Experiments conducted on primary microglial cell cultures suggest that they are 
largely responsible for the biosynthesis of initiators of the classical pathway, however, their role 
in the lectin pathway is minor. Selective targeting of C1q and ficolin A may prove to be an 
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effective strategy in treatment of brain injuries. Nevertheless, further research is required to verify 
this hypothesis. 

In the next cycle of experiments, changes in the expression of all chemokines from the 
MIP-1 family (CCL3, CCL4, CCL9) were detected in the cortex, striatum, and hippocampus after 
brain injury (Immunobiology 2020). However, in the spinal cord after sciatic nerve injury, only 
CCL3 and CCL9 exhibited changes (Brain Sci 2023). Behavioural studies demonstrated that 
blocking CCL3 and CCL9 with neutralizing antibodies has antinociceptive effects and enhances 
the analgesic properties of morphine after sciatic nerve ligation. Subsequent experiments focused 
on the MIP-1 family receptors: CCR1 and CCR5. Their neuronal location suggests an important 
role in nociceptive transmission, explaining why intrathecal administration of CCL3 and CCL9 
has such strong and rapid pronociceptive effects. For the first time, the obtained results indicated 
that single intrathecal administration of CCR1 antagonists (J113863) and CCR5 antagonists 
(TAK-220, AZD-5672) reduces pain hypersensitivity developed in tested model in a dose-
dependent manner and enhances the effects of morphine (Brain Sci 2023). Therefore, 
pharmacological modulation of selected chemokines from the MIP-1 family and their receptors 
may represent a completely new approach in the therapy of injury to both central and peripheral 
nervous systems. 

The aim of the last cycle of experiments was to determine and compare the involvement of 
chemokine XCL1 and its receptors (XCR1, ITGA9) in changes occurring in the brain after injury 
(Pharmacol Rep 2020) and in the spinal cord after sciatic nerve ligation (Front Immunol 2022). 
It was demonstrated for the first time that the levels of XCL1 in the cortex, hippocampus, and 
thalamus increased in both early and late phases. XCL1 can be considered one of the key factors 
initiating secondary damage, and among all the receptors for this chemokine, not only the classic 
XCR1 but also the recently identified ITGA9 may serve as important targets in traumatic brain 
injury pharmacotherapy (Pharmacol Rep 2020). Based on immunohistochemical results, it was 
shown that XCL1 is produced by astroglia, while both of its receptors are located on neurons 
(Front Immunol 2022). Importantly, also in the spinal cord after nerve injury, a rapid and strong 
increase in XCL1 expression was observed, persisting for up to 5 weeks (Front Immunol 2022). 
Furthermore, it was demonstrated that intrathecal administration of XCL1 to healthy mice, which 
induces sensitivity to thermal and mechanical stimuli, was weakened by the administration of both 
vMIP-II (XCR1 antagonist) and YA4 (ITGA9 neutralizing antibody) (Front Immunol 2022). In 
addition, the research offered initial evidence that after sciatic nerve ligation, blocking XCL1, as 
well as XCR1 and ITGA9, not only provides pain relief but also enhances the analgesic effects of 
morphine and/or buprenorphine (Front Immunol 2022). These experiments showed for the first 
time that the XCL1/XCR1 and XCL1/ITGA9 axes are involved in nociceptive transmission. 
Literature data indicate that neutralization of chemokines and blocking their receptors are 
successfully used in the treatment of selected neurodegenerative disorders. Therefore, the 
proposed modulation of XCL1 signalling can be used to develop more effective pharmacotherapy. 

Summing up, a multidirectional approach in designing new pharmacological tools 
targeting the modulation of neuroimmune interactions and functions of cells involved in this 
pathomechanism is a crucial aspect of therapy for nervous system injuries. Treatment based 
on inhibiting the activation of the complement system initiators (C1q and ficolin A), as well 
as chemokines (XCL1, CCL3), and blocking their receptors (CCR1, CCR5, XCR1, ITGA9), 
can significantly improve the quality of life for patients with both brain and peripheral 
nerve injuries. 
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1. WPROWADZENIE 

1.1. Urazowe uszkodzenie mózgu, a procesy nocycepcji  

 Urazowe uszkodzenie mózgu to jedna z głównych przyczyn śmierci i trwałego 

inwalidztwa ludzi na całym świecie, a globalna roczna częstość jego występowania jest 

zmiennie szacowana na 27 do 69 milionów poszkodowanych 
1,2. Istnieją dwa główne rodzaje 

urazów głowy: penetrujący, gdy obiekt przebija czaszkę i wchodzi do tkanki mózgowej oraz 

niepenetrujący, znany również jako zamknięty uraz głowy, gdy na poszkodowanego zadziała 

duża siła zewnętrzna, która nie prowadzi do uszkodzenia opon mózgowych i czaszki, jednak 

powoduje uraz mózgu. W zależności od stopnia uszkodzenia objawy mogą być łagodne, 

umiarkowane lub ciężkie 
3. Po urazie występuje bezpośrednie naruszenie struktur mózgu  

w miejscu uderzenia, które może obejmować stłuczenia, pęknięcia i krwotoki, a co za tym 

idzie, powodować utratę przytomności, zaburzenia świadomości, deficyty ruchowe  

i czuciowe oraz inne tymczasowe lub trwałe objawy neurologiczne 3. Jednak to, co czyni 

urazowe uszkodzenie mózgu tak złożonym schorzeniem są procesy wtórne. Obejmują one 

między innymi: zmiany niedotlenieniowo-niedokrwienne, zaburzenia metaboliczne  

i przepuszczalności naczyń, obrzęk mózgu, rozlane uszkodzenie aksonalne, wodogłowie oraz 

wzrost ciśnienia śródczaszkowego. Mająca miejsce neurodegeneracja polega zarówno na 

stopniowej utracie części komórek nerwowych, jak i na aktywacji pozostałych. To przyczynia 

się do zaburzeń neuroplastyczności, zakłóceń w sieciach neuronalnych, w przekazywaniu 

sygnałów oraz w komunikacji pomiędzy różnymi obszarami mózgu 
3. Ponadto dochodzi do 

silnej, choć słabo jeszcze poznanej aktywacji komórek glejowych i immunologicznych 4,5. 

Mają też miejsce apoptoza, nekroza, degeneracja aksonalna oraz tworzenie blaszek 

amyloidowych wokół neuronów 
6–8. W ich konsekwencji dochodzi do długoterminowych 

zmian neurodegeneracyjnych oraz zaburzeń funkcji poznawczych, takich jak utrata pamięci, 

otępienie i demencja 
9–13. Ze względu na to, że pourazowa patofizjologia mózgu rozwija się  

w ciągu kilku dni po uszkodzeniu, występuje tzw. „okno czasowe”, które stwarza możliwość 

farmakologicznej interwencji terapeutycznej. W trakcie realizacji badań w ramach projektu 

ERA-NET dążyliśmy do ujawnienia nieznanych lub słabo poznanych zmian pourazowych  

w czynnikach układu dopełniacza i wybranych chemokin w różnych strukturach mózgu.  

Pomimo obszernych danych literaturowych wciąż stosunkowo mało wiadomo jest na 

temat tego, w jaki sposób wtórne uszkodzenie przyczynia się do zaostrzonej odpowiedzi 

immunologicznej, która następuje w wyniku aktywacji lokalnych komórek 

immunologicznych oraz glejowych 14,15. Wiadomo, że brak integralności bariery krew-mózg 

umożliwia komórkom i czynnikom immunologicznym krążącym we krwi wejście do 
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uszkodzonej tkanki mózgowej, gdzie reakcje zapalne ulegają nasileniu 
16–18

. Coraz więcej 

dowodów wskazuje na to, że w pierwszej kolejności do miejsca objętego urazem rekrutowane 

są neutrofile, po czym następuje lokalna aktywacja komórek immunologicznych i glejowych 

oraz obwodowych komórek immunologicznych 19. Wciąż brakuje jednak kompleksowego 

porównania zmian markerów komórkowych poszczególnych populacji w czasie, dlatego stało 

się to przedmiotem badań tej pracy doktorskiej. Ponadto, postanowiliśmy przeprowadzić 

analizy zarówno w korze mózgowej (czyli w miejscu uszkodzenia), jak i w głębszych 

strukturach mózgu, czyli we wzgórzu, prążkowiu i hipokampie ze względu na brak tego 

rodzaju danych w dostępnej literaturze. Poznanie zaangażowania komórek immunologicznych 

w rozwijające się wtórne uszkodzenie wydaje się istotne, ponieważ, jak sugerują najnowsze 

doniesienia, wydzielane przez nie czynniki powodują stan zapalny, chemotaksję, fagocytozę, 

a nawet śmierć komórek 
20,21.  

 Dane literaturowe jednoznacznie pokazują, że w wyniku uszkodzenia mózgu dochodzi 

do rozwoju bólu ośrodkowego (zmian w obrębie II lub III neuronu czuciowego). Powstające 

ostre odczucia bólowe są związane z określoną dysfunkcją, trwają zazwyczaj do kilku tygodni 

i często ustępują z czasem, np. po wygojeniu pęknięcia czaszki 
22. Ten rodzaj dolegliwości 

trwa zwykle od trzech do sześciu miesięcy i nie jest bezpośrednio związany z uszkodzeniem 

tkanek. Zdecydowanie najwięcej badań dotyczących nadwrażliwości bólowej powstającej  

w wyniku urazu mózgu dotyczy głowy, która jest najczęstszym miejscem występowania 

dyskomfortu u pacjentów 
23,24

. Innymi często zgłaszanymi miejscami występowania 

bolesności, która określana jest jako mięśniowo-szkieletowa, są szyja, ramiona, plecy oraz 

kończyny 
25

. Ponadto wielu pacjentów z umiarkowanym lub ciężkim urazowym 

uszkodzeniem mózgu doświadcza bolesnej spastyczności, związanej ze sztywnością kończyn, 

niekontrolowanymi ruchami mięśni i słabą koordynacją 
26. U niektórych pacjentów po 

urazowym uszkodzeniu mózgu rozwija się późny zespół bólowy, którego objawy pojawiają 

się sześć miesięcy lub dłużej po urazie 
27. Wreszcie, wszystkie doniesienia jasno pokazują, że 

dysfunkcje związane z urazowym uszkodzeniem mózgu mają bardzo niejednorodny charakter 

i są trudne w leczeniu.  

 Sam proces nocycepcji, czyli powstawania odczuć bólowych, jest złożony. Składa się  

z czterech głównych etapów, tzn. z transdukcji (zamiana energii bodźca bólowego na impuls 

elektryczny), przewodzenia (przekazywanie informacji bólowej), modulacji (torowanie  

i hamowanie informacji bólowej) i percepcji (uświadomienie działania stymulacji bólowej  

w korze mózgowej). 
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Rycina 1. Proces nocycepcji. W przypadku urazowego uszkodzenia mózgu dochodzi do zmian zarówno  
w korze mózgowej jak i w głębszych strukturach. Prowadzi to do zaburzeń w głównych ośrodkach związanych  
z hamowaniem zstępującym, takich jak jądro sinawe i istota szara okołowodociągowa, co przyczynia się do 

rozwoju nadwrażliwości. W przypadku uszkodzenia obwodowego układu nerwowego z rogu tylnego rdzenia 

kręgowego informacja nocyceptywna jest przekazywana do wyższych pięter ośrodkowego układu nerwowego 
przede wszystkim drogami wstępującymi zlokalizowanymi w przedniobocznym kwadracie istoty białej rdzenia 

kręgowego i w sznurach tylnych (boczną i przyśrodkową drogą rdzeniowo-wzgórzową, drogą rdzeniowo-
śródmózgowiową i rdzeniowo-siatkowatą) – schemat opracowany według Irvine i Clark, 2018 

22, zmieniony na 
podstawie literatury 28–30 
  

Dane literaturowe wskazują, że po urazowym uszkodzeniu mózgu dochodzi do 

zaburzeń hamowania zstępującego, co wtórnie prowadzi do zaburzenia transmisji 

nocyceptywnej 22. W warunkach fizjologicznych zstępujące szlaki bólowe przekazują 

informacje z kilku obszarów mózgu, w tym z kory mózgowej, podwzgórza i ciała 

migdałowatego, do istoty szarej okołowodociągowej w śródmózgowiu (Rycina 1, zaznaczone 

na czerwono). Pobudzone neurony istoty szarej okołowodociągowej aktywują zawierające 
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serotoninę i enkefalinę neurony w dogłowowym brzuszno-bocznym obszarze rdzenia 

przedłużonego, a następnie poprzez pęczek grzbietowo-boczny przechodzą do rogu 

grzbietowego rdzenia kręgowego (Rycina 1, zaznaczone na zielono) i wywierają hamujący 

wpływ na procesy nocyceptywne. Neurony istoty szarej okołowodociągowej aktywują 

również zawierające noradrenalinę neurony w miejscu sinawym. Ta ścieżka noradrenergiczna 

(Rycina 1, zaznaczone na czerwono) schodzi w pęczku brzuszno-bocznym, aby mieć 

hamujący wpływ na transmisję nocyceptywną drogi rdzeniowo-wzgórzowej w rogu 

grzbietowym 22,28–30. Natomiast stwierdzono, że osoby z przewlekłym pourazowym bólem 

głowy mają niższy próg bólu w odpowiedzi na ucisk i zmniejszoną modulację bólu 

warunkowego 31. Zaburzone hamowanie zstępujące, w którym pośredniczy uwalnianie 

noradrenaliny z zakończeń neuronów, których ciała komórkowe są zlokalizowane w miejscu 

sinawym oraz serotoniny z zakończeń neuronów, których ciała komórkowe są zlokalizowane 

w dogłowowym brzuszno-bocznym obszarze rdzenia przedłużonego (Rycina 1), wydaje się 

być ważnym mechanizmem wpływającym na transmisję informacji nocyceptywnej po 

uszkodzeniu mózgu 32. W eksperymentalnym modelu urazu czaszkowo-mózgowego 

wykazano zmniejszony poziom noradrenaliny w mózgu i rdzeniu kręgowym oraz utratę ciał 

komórkowych w głównych ośrodkach noradrenergicznych związanych ze zstępującym 

hamowaniem nocyceptywnym, między innymi w miejscu sinawym 26,33. Wyniki badań 

behawioralnych wskazują na występowanie nadwrażliwości bólowej w modelu 

kontrolowanego stłuczenia kory mózgowej u myszy szczepu C57BL/6 34,35. We wspomnianej 

pracy udowodniono, że uszkodzenie kory somatosensorycznej jest związane ze znacznym 

wzrostem nadwrażliwości bólowej w obszarze oczodołów co wykazano za pomocą 

filamentów von Frey’a 34
, zarówno po stronie uszkodzenia jak i po przeciwnej 35. Dodatkowo 

u myszy poddanych uszkodzeniom mózgu obserwowano także wzrost ekspresji czynników 

pronocyceptywnych cytokin (IL-6, TNF-α, IL-12) oraz neuropeptydów (substancja P i CGRP) 

w pniu mózgu 
34,35. Ponadto, w 2017 roku w szczurzym modelu wykazano, że po urazowym 

uszkodzeniu mózgu w rdzeniu kręgowym dochodzi do aktywacji czynników 

immunologicznych z powodu zaburzeń w funkcjonowaniu zstępujących układów 

nocyceptywnych 36, co jak wskazują badania, może być związane z aktywacją komórek 

glejowych i rekrutacją obwodowych komórek immunologicznych 37–40
. Utrzymujący się stan 

zapalny przyczynia się do apoptozy neuronów oraz nasila procesy bólowe 
22,41,42. Niestety 

strategie terapeutyczne bólu ośrodkowego są ograniczone ze względu na nie do końca 

poznany patomechanizm, dlatego stał się on przedmiotem badań realizowanych w ramach tej 

pracy. 
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1.2. Urazowe uszkodzenie nerwu, a procesy nocycepcji  

 W przypadku uszkodzenia obwodowego układu nerwowego zaburzenia w transmisji 

nocyceptywnej dotyczą w pierwszej kolejności dwóch początkowych etapów, czyli 

transdukcji i przewodzenia. Doświadczenia zmysłowe zaczynają się na obwodzie, gdzie 

zakończenia pierwotnych włókien doprowadzających reagują na niezliczoną ilość bodźców. 

Istnieją trzy główne typy włókien czuciowych w obwodowym układzie nerwowym - włókna 

Aβ, Aδ i C 28 (Rycina 2). Włókna Aβ mają dużą średnicę i są grubo zmielinizowane, co 

pozwala im szybko przewodzić potencjały czynnościowe i reagować na bodźce o niskiej 

częstotliwości (lekki dotyk). Włókna Aδ mają mniejszą średnicę i są cienko zmielinizowane. 

Ich budowa sprawia, że przenoszenie informacji jest wolniejsze niż w przypadku włókien Aβ. 

Reagują na bodźce termiczne i mechaniczne, jednak o wysokiej częstotliwości. Włókna C są 

najcieńszym rodzajem pierwotnych włókien doprowadzających. Są całkowicie pozbawione 

osłonek mielinowych, co czyni je najwolniej przewodzącymi. Mają najwyższe progi 

aktywacji, więc selektywnie wykrywają bodźce nocyceptywne o wysokiej częstotliwości. 

Połowa włókien doprowadzających, również tych które tworzą włókna C, uwalnia 

neuropeptydy, takie jak substancja P, CGRP. Obydwa typy włókien C kończą się  

w powierzchownych blaszkach rogu grzbietowego – z tym że peptydergiczne kończą się 

głównie w blaszce I i zewnętrznej części blaszki II (blaszce II z), natomiast niepeptydergiczne 

zawiązują się w wewnętrznej części blaszki II (blaszce II w). Jest prawdopodobne, że obydwa 

rodzaje włókien C działają jako nocyceptory, jednak niewiele wiadomo na temat różnic 

funkcjonalnych między nimi 43. Łącznie włókna Aδ i C określamy mianem „włókien 

bólowych”, reagujących na bodźce które mogą mieć charakter mechaniczny, termiczny lub 

chemiczny. Projektują one głównie do blaszek I-II rogu tylnego rdzenia kręgowego 

(Rycina 2). Włókna Aβ natomiast unerwiają przeważnie blaszki III-V 44 (Rycina 2).  

 Następnie po transdukcji, w procesie przewodzenia informacja nocyceptywna jest 

przekazywana z rogu tylnego rdzenia kręgowego do wyższych pięter ośrodkowego układu 

nerwowego przede wszystkim drogami zlokalizowanymi w przedniobocznym kwadracie 

istoty białej rdzenia kręgowego i w sznurach tylnych (Rycina 1, boczną i przyśrodkową drogą 

rdzeniowo-wzgórzową zaznaczone fioletowo, rdzeniowo-śródmózgowiową zaznaczone na 

niebiesko i rdzeniowo-siatkowatą zaznaczone na różowo). Droga rdzeniowo-wzgórzowa 

(Rycina 1, zaznaczona na fioletowo) jest główną wstępującą ścieżką projekcyjną rdzenia 

kręgowego, która przekazuje bodźce nocyceptywne, termiczne i dotykowe do wzgórza, tworu 

siatkowatego mostu, substancji szarej okołowodociągowej oraz podwzgórza. Podczas 

przewodzenia informacji nocyceptywnej do struktur mózgu dochodzi do jej hamowania lub 
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torowania, czyli do procesu modulacji, a następnie w korze mózgowej dochodzi do procesu 

percepcji w trakcie którego informacja bólowa poddawana jest subiektywnej interpretacji 28.  

 
Rycina 2. Pierwotne włókna doprowadzające (włókna Aβ, Aδ i C) przekazujące impulsy z obwodu, przez 
zwoje korzeni grzbietowych do rogu grzbietowego rdzenia kręgowego - schemat opracowany według D’Mello  
i Dickenson, 2008 45, zmieniony na podstawie literatury 43. Legenda: „II z” - zewnętrzna części blaszki II; „II w” 
- wewnętrzna części blaszki II 

Dane literaturowe wskazują, że w populacji leczonej w następstwie urazów, uszkodzenia 

nerwów obwodowych stanowią od 2 do 3% wszystkich przypadków, a dochodzi do nich 

najczęściej w trakcie wypadków komunikacyjnych 
46 oraz działań wojennych 

47
. Co ważne, 

obrażenia jatrogenne spowodowane zabiegami medycznymi stanowią 17,4% uszkodzeń 

nerwów 
48

. Pośród urazów najczęstsze są te związane z rozciąganiem, gdy na nerw zadziałają 

siły, które przekraczają jego naturalną elastyczność. Urazy szarpane spowodowane ostrymi 

przedmiotami są drugim w kolejności typem, który powoduje częściową lub całkowitą utratę 

ciągłości nerwu. Trzecim powszechnym typem uszkodzenia nerwów obwodowych są urazy 

kompresyjne, które pomimo całkowitego zachowania ciągłości mogą skutkować utratą 

funkcji nerwów czuciowych. Uważa się, że przyczyną tego jest zarówno niedokrwienie, jak  

i deformacja mechaniczna, będąca bezpośrednim skutkiem ucisku. Inne mniej powszechne 

mechanizmy obejmują uraz termiczny lub niedokrwienie z powodu uszkodzenia naczyń 

krwionośnych 
49. Problem uszkodzenia nerwów obwodowych dotyczy zarówno kończyn 

górnych (najczęściej nerwu łokciowego lub promieniowego) jak i kończyn dolnych (w tym 

szczególnie często nerwu kulszowego i strzałkowego) 46,50,51. 

Ból neuropatyczny powstaje w wyniku uszkodzenia układu nerwowego, a jego etiologia 

jest bardzo zróżnicowana 52. Jest następstwem między innymi uszkodzeń mechanicznych,  

a także chorób metabolicznych, neurodegeneracyjnych, autoimmunologicznych, 
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nowotworowych, udarów i urazów mózgu 53. Pomimo odmiennej przyczyny powstawania, 

wiele z tych zespołów chorobowych ma wspólne objawy kliniczne. Są to m.in. brak 

widocznego uszkodzenia tkanek, obecność bólu napadowego, paradoksalna kombinacja 

ubytku czucia oraz hiperalgezji w obszarze objętym bólem, występowanie allodynii po 

stymulacji bodźcami niebólowymi (np. dotyk), a także stopniowe nasilanie się 

nadwrażliwości w odpowiedzi na powtarzającą się stymulację 
29

. Ból neuropatyczny jest 

opisywany jako palący, piekący, pulsujący, przeszywający, kłujący, ściskający czy 

miażdżący 29. Wszystkie te odczucia bardzo niekorzystnie wpływają na jakość życia, 

natomiast leczenie jest szczególnie trudne ze względu na złożony i nie do końca jeszcze 

poznany mechanizm powstawania. Uszkodzenia aksonów powodowane przez uraz 

mechaniczny, niedotlenienie, stan zapalny, czy nadmierną stymulację mogą wywołać 

degenerację włókien, zmiany w ich ogólnej liczbie, rozmieszczeniu, rozgałęzianiu, czy  

w ekspresji i składzie kanałów jonowych na powierzchni komórek satelitarnych i neuronów. 

To z kolei skutkuje ektopową pobudliwością elektryczną aferentnych aksonów i błędną 

transmisją sygnału, co również może nasilać rozwój bólu 
54–63. Poza tendencją do 

powtarzalnych spontanicznych wyładowań, uszkodzone aksony czuciowe są łatwo pobudzane 

przez stymulację mechaniczną. Ostatecznym skutkiem mechanizmów wyzwalanych  

w konsekwencji uszkodzenia nerwów jest stan nieprawidłowej sygnalizacji do miejsc 

projekcji, co prowadzi do błędów na etapach transdukcji i transmisji informacji bólowej 
64–66. 

Kolejnym aspektem jest tworzenie połączeń pomiędzy włóknami Aβ i C - tzw. „efaps” oraz 

zmian morfologicznych w tylnym rogu rdzenia kręgowego, polegających na patologicznych 

połączeniach pomiędzy jego warstwami. Zaburzenia te prowadzą do powstania odpowiedzi 

bólowej nawet w konsekwencji zadziałania bodźców niebólowych 28. Zjawisko to nosi nazwę 

sensytyzacji, która rozwija się w odpowiedzi na stymulację neuronów czuciowych,
 co  

w miejscu uszkodzenia przyczynia się do uwalniania czynników nocyceptywnych, zarówno 

przez neurony jak i komórki immunologiczne 58
. Dane literaturowe wskazują, że z komórek 

immunologicznych to neutrofile reagują jako pierwsze, a następnie dochodzi do chemotaksji 

makrofagów i limfocytów zarówno do miejsca uszkodzenia jak i do zwojów korzeni 

grzbietowych. Komórki te odgrywają kluczową rolę w rozwoju sensytyzacji obwodowej. 

Natomiast liczne badania sugerują istotny udział neutrofili, makrofagów i mikrogleju  

w rozwoju sensytyzacji ośrodkowej na poziomie rdzenia kręgowego 67–72
. Ból neuropatyczny 

jest sam w sobie chorobą, która wymaga wielokierunkowego postępowania terapeutycznego. 

Jednakże mechanizm jego powstawania do dziś nie jest w pełni wyjaśniony i wymaga 

dalszych wnikliwych badań. W trakcie realizacji badań w ramach projektów OPUS 
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2016/21/B/NZ4/00128 oraz OPUS 2021/43/B/NZ7/00230, które stały się przedmiotem tej 

pracy, dążyliśmy do lepszego zrozumienia nieznanych lub wciąż słabo zbadanych zmian 

wywoływanych uszkodzeniem obwodowego układu nerwowego. Niewątpliwie interakcje 

pomiędzy poszczególnymi typami komórek są ważne, a dane dotyczące tego zjawiska wciąż 

niekompletne. Rosnąca liczba doniesień naukowych dotyczących neuropatii sugeruje, że 

jednymi z kluczowych mediatorów bólowych są chemokiny 
73, co jest omówione w kolejnym 

podrozdziale.  

1.3. Zmiany immunologiczne po uszkodzeniu ośrodkowego i obwodowego układu 

nerwowego  

 Po uszkodzeniu ośrodkowego i obwodowego układu nerwowego dochodzi do szeregu 

zmian w obrębie czynników immunologicznych, które odgrywają istotną rolę w procesach 

naprawczych, regulacyjnych i zapalnych. Ze względu na to, że aktywacja wtórnych kaskad 

molekularnych rozwija się w ciągu kilku dni po pierwotnym uszkodzeniu, są szanse na 

farmakologiczne interwencje terapeutyczne 74
. Konieczne jest jednak poznanie czynników 

leżących u podłoża rozwijających się procesów, które zaburzają funkcjonowanie układu 

nerwowego. Ze względu na stosunkowo skromne dane literaturowe, w prowadzonych 

badaniach skupiliśmy się na roli inicjatorów aktywacji układu dopełniacza oraz wybranych 

chemokin.  

1.3.1. Układ dopełniacza 

Układ dopełniacza działa jako główny koordynator stanu zapalnego, fagocytozy  

i śmierci komórek. Pośredniczy on w patofizjologii różnych stanów chorobowych takich jak 

uszkodzenie niedokrwienne, urazy i inwazja patogenów. Jego aktywacja może nastąpić za 

pomocą różnych dróg: klasycznej, lektynowej i alternatywnej, składających się z określonych 

inicjatorów i enzymów efektorowych (Rycina 3). W przypadku jego aktywacji za 

pośrednictwem każdej z tych dróg, dochodzi do utworzenia konwertazy C3. Rozszczepia ona 

nieaktywne C3 na aktywne fragmenty a i b. Następnie, poprzez wygenerowanie konwertazy 

C5 i aktywnych fragmentów a i b, dochodzi do pełnej aktywacji kaskady z wytworzeniem 

kompleksu oddziałującego na błonę, prowadzącego do lizy komórek. Funkcjonalnie układ 

dopełniacza można podzielić na dwie główne części: kaskadę enzymatyczną i szlak lityczny. 

Kaskada enzymatyczna generuje cząsteczki potrzebne do zainicjowania szlaku litycznego,  

w którym rozpuszczalne białka przechodząc zmiany konformacyjne umożliwiają tworzenie 

kompleksu atakującego błonę 
75.  
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 Droga klasyczna zaczyna się od aktywacji kompleksu C1, który składa się  

z wykrywającej cząsteczki C1q i dwóch heterodimerów utworzonych przez proenzymy C1r  

i C1s 75,76 (Rycina 3). Niewątpliwie najważniejszą cechą tej drogi aktywacji dopełniacza jest 

jej zależność od przeciwciał, ponieważ głównymi celami C1q są antygeny połączone ze 

specyficznymi przeciwciałami IgG1, IgG2 i IgG3 (ale nie IgG4) lub IgM 77. Same 

przeciwciała nie są w stanie zniszczyć antygenu z którym się związały, jednak uruchamiają 

enzymy efektorowe dopełniacza. Przy braku przeciwciał specyficznych dla patogenu, C1q 

może inicjować obronę poprzez wiązanie bezpośrednio na powierzchni patogenów, a także 

może wchodzić w interakcje z cząsteczkami takimi jak wzorce molekularne związane  

z uszkodzeniem (DAMP) oraz wzorce molekularne związane z patogenami (PAMP) lub 

substancjami takimi jak np.: pentraksyna 3, białko C-reaktywne, mielina, fosfatydyloseryna, 

laminina, aktyna, adiponektyna, fibryle amyloidowe, kardiolipina, fibronektyna. Wszystkie  

z nich mogą powodować silny stan zapalny 76
. Najnowsze dane wskazują, że C1q jest również 

lokalnie produkowany w ośrodkowym układzie nerwowym i może odgrywać rolę  

w modulowaniu funkcji mikrogleju oraz w procesie eliminowania niektórych synaps 
78. 

Wiązanie C1q indukuje zmiany konformacyjne i aktywację proteaz serynowych C1r i C1s 78. 

Powstały kompleks enzymatyczny C1qC1r2C1s2 pośredniczy w rozszczepianiu natywnego 

C4, a następnie rozszczepianiu C2 i późniejszym tworzeniu konwertazy C3 (C4bC2a)  

i dalszej aktywacji kaskady aż do wytworzenia kompleksu atakującego błonę 
76,78,79 

(Rycina 3). 

 Droga lektynowa jest obecnie uważana za najskuteczniejszą barierę immunologiczną 

odporności wrodzonej (Rycina 3). Proces jej aktywacji przypomina w dużej mierze 

aktywację szlaku klasycznego, jednak w tym przypadku antygen nie musi zostać rozpoznany 

przez przeciwciała. Struktury węglowodanowe lub białka acetylowane występujące na 

powierzchni uszkodzonych komórek są rozpoznawane przez drogę lektynową. Wykorzystuje 

ona inicjatory takie jak lektyny wiążące mannozę (u ludzi: MBL; u gryzoni: dwie izoformy 

MBL-A i -C), fikoliny (u ludzi: FCN-1, -2 i -3; u gryzoni: FCN-A i -B) i kolektyny takie jak 

kolektyna-11 (KL-11), które wykrywają sygnały o niebezpieczeństwie ze strony patogenów  

i innych zagrożeń. Aktywowane przez te sygnały enzymy (wiążące mannozę, skojarzone  

z lektyną proteazy serynowe: MASP-1, -2 oraz - 3) pośredniczą w produkcji C4b 
80. Jednak 

co ważne, to przy braku MASP-2, ale nie MASP-1/-3, zaobserwowano całkowite 

zahamowanie aktywacji ścieżki lektynowej 
81,82. Od tego momentu szlak lektynowy obejmuje 

te same etapy, co ścieżka klasyczna (Rycina 3). W skrócie, na drodze dalszych przemian 
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polegających na rozszczepianiu kolejnych kompleksów i tworzeniu konwertaz, inicjowana 

jest druga część systemu - szlak lityczny, w którym powstaje kompleks atakujący błonę. 

 

 
Rycina 3. Uproszczony schemat aktywacji układu dopełniacza trzema głównymi drogami: klasyczną, lektynową  

i alternatywną. W przypadku drogi klasycznej najczęściej następuje wiązanie C1q przez immunoglobulinę. Jednak 

C1q może wiązać również inne cząsteczki jak PAMP oraz DAMP. Tymczasem droga lektynowa jest inicjowana 

przez wiązanie lektyny wiążącej mannozę (MBL), kolektyny 11 (KL-11), fikoliny (FCN) z PAMP lub DAMP 

rozpoznającymi ligandy węglowodanowe. Na schemacie przedstawiono również mechanizm obejścia C4,  

w którym MASP-2 w połączeniu z cząsteczkami lektyny bezpośrednio rozszczepia C3. Droga alternatywna jest 

aktywowana przez wiązanie C3b z powierzchnią komórki i działa jako proces amplifikacji centralnego składnika 

dopełniacza C3, w którym zbiegają się zarówno szlaki lektynowy, jak i klasyczny. Poprzez szereg konwertaz 

generowane są enzymy efektorowe układu dopełniacza, są to: C3b i jego metabolit C3d (pośredniczą  

w opsonizacji i adhezji komórka-komórka), kompleks atakujący błonę (MAC, C5b-9) C3a i C5a (anafilatoksyny). 

Czynniki, których zaangażowania w transmisję nocyceptywną dowiedziono, zaznaczone zostały czerwoną obwódką 

– schemat opracowany według Nauser i wsp., 2018 
83, zmieniony na podstawie literatury 84–86 
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Układ dopełniacza, składający się z licznych białek i receptorów, pełni ważną funkcję 

w odpowiedzi immunologicznej po uszkodzeniu ośrodkowego i obwodowego układu 

nerwowego. Dane kliniczne dostarczają dowodów na jego zaangażowanie w liczne schorzenia 

dotyczące uszkodzenia obwodowego układu nerwowego takie jak: zespół Guillaina-

Barrégo 87
, przewlekła zapalna polineuropatia demielinizacyjna 

88,89
, czy ból neuropatyczny 

86
, a także w liczne schorzenia ośrodkowego układu nerwowego jak na przykład stwardnienie 

rozsiane 90–93, stwardnienie zanikowe boczne 94
, autoimmunologiczne zapalenie mózgu 

95, 

choroba Alzheimera 96, choroba Huntingtona 97 i schizofrenia 98. Ponadto jego aktywacja 

może występować na różnych etapach postępującej patogenezy ośrodkowego układu 

nerwowego 76. W przypadku urazowego uszkodzenia mózgu, wykazano, że w wyniku 

aktywacji układu dopełniacza może dochodzić do naruszenia bariery krew-mózg i rozwoju 

procesów neurodegeneracyjnych 
99–101

. Dotychczasowe badania na myszach wykazały 

tendencję do zwiększonej ekspresji mRNA C1q po urazowym uszkodzeniu mózgu, zarówno 

we wzgórzu, jak i korze mózgowej 
39, podczas gdy transkrypty C1r i C1s nie zostały wykryte. 

Znany jest również fakt znacznej kumulacji C1q na synapsach w hipokampie, co jak 

wykazano prowadzi do ich utraty 30 dni po urazie 102. Nie badano natomiast dotychczas 

inicjatorów klasycznej drogi aktywacji dopełniacza w prążkowiu, dlatego stało się to 

przedmiotem analiz będących częścią tej pracy. Jeszcze mniej wiadomo było na temat 

zaangażowania drogi lektynowej w rozwój urazowego uszkodzenia mózgu, a dostępne dane 

literaturowe dotyczyły głównie zmian poziomu jej inicjatorów w osoczu pacjentów. 

Zaobserwowano m.in., że wyższe poziomy FCN-2, -3, a w szczególności MASP-2 wcześnie 

po urazie były skorelowane z rozwojem niekorzystnych symptomów po 90 dniach. Objawy 

obejmowały ciężką niepełnosprawność, stan wegetatywny, czy nawet śmierć 15. Podobne 

konkluzje płyną z badań grupy prof. M.G. De Simoni. Naukowcy Ci dowiedli, że myszy 

MASP-2-/-, MBL-/- i FCN-A-/- wykazywały poprawę deficytów czuciowo-ruchowych  

w porównaniu z myszami typu dzikiego, a spośród nich zwierzęta MASP-2-/- największą 
103. 

Niekompletne dane literaturowe przyczyniły się do przeprowadzenia w ramach tej pracy 

kompleksowych badań na poziomie tkanki mózgowej. Ich celem stało się określenie 

zdolności syntezy inicjatorów drogi klasycznej i lektynowej w korze mózgowej (czyli  

w miejscu uszkodzenia) oraz również w głębszych strukturach mózgu, w wielu punktach 

czasowych. Poznanie zależnych od czasu zmian ekspresji poszczególnych czynników 

odpowiedzialnych za inicjację aktywacji układu dopełniacza stwarza bowiem możliwości 

jego modulacji w fazie początkowej i duże pole do planowania przyszłych terapii uszkodzeń 

układu nerwowego.  



24 
 

1.3.2. Chemokiny 

Chemokiny to bardzo duża grupa cytokin o wciąż nie w pełni poznanej roli  

w ośrodkowym układzie nerwowym. U ludzi zidentyfikowano co najmniej 46 chemokin  

i 24 receptory chemokin 20
, natomiast u myszy 39 chemokin i 19 receptorów chemokin 

20. 

Obecnie obowiązująca nomenklatura została stworzona przez Złotnik i wsp., którzy 

wprowadzili system klasyfikacji opisujący ligandy chemokinowe jako „L” i receptory jako 

„R” 104
. Ze względu na reszty cysteinowe w cząsteczkach podzielili chemokiny na 4 grupy, 

czyli CC-, CXC-, XC- i CX3C-. Każda chemokina nosi nazwę zawierającą przedrostek CCL-, 

CXCL-, XCL- lub CX3CL-, a receptor CCR-, CXCR-, XCR- lub CX3CR- (Rycina 4). 

Grupa CC- jest największa i charakteryzuje ją występowanie bezpośrednio po sobie 

dwóch pierwszych, konserwatywnych reszt cysteinowych, a jej członkowie mają szerokie 

spektrum działania 
105

. Chemokiny należące do tej grupy odgrywają ważną rolę w rozwoju 

m.in. chorób autoimmunologicznych oraz neurodegeneracyjnych co zostało już dobrze 

udokumentowane 106–108. Najnowsza literatura sugeruje, że osłabienie działania zarówno 

CCL2, jak i CCL5 może być korzystne w leczeniu urazowego uszkodzenia mózgu 
109. 

Również u pacjentów po udarze występuje wzrost ekspresji CCL2 w płynie mózgowo-

rdzeniowym 110,111 i surowicy 112. Ponadto dowiedziono, że poziom CCL5 jest podniesiony  

w osoczu po uszkodzeniu mózgu, a jego stężenie koreluje ze złym rokowaniem  

u pacjentów 113. W badaniach prowadzonych w ramach grantu ERA-NET, jednak nie 

stanowiących części tej pracy doktorskiej, pokazano po raz pierwszy wzrost CCL2 nie tylko 

w korze mózgowej, czyli w miejscu bezpośredniego uszkodzenia, ale także w strukturach 

głębszych takich jak wzgórze i prążkowie, w różnych punktach czasowych 
114. Dodatkowo 

udowodniono, że CCL7 i CCL12 ulegają podobnym zmianom 
114. Jak pokazują prace 

badawcze prowadzone od lat w Zakładzie Farmakologii Bólu przez zespół prof. Joanny Miki, 

aż 11 chemokin z grupy CC- ma bardzo silne właściwości pronocyceptywne po podaniu 

podpajęczynówkowym: CCL1 115; CCL2 116,117; CCL3 117,118; CCL4 118; CCL5 117; CCL7 
116,117; CCL8 117, CCL9 117,118; CCL17 119; CCL21 120; i CCL22 119. Z kolei neutralizacja 

niektórych z nich, np. CCL1 
115, CCL2 116, CCL7 116 oraz blokada kilku receptorów 

chemokinowych np. CCR2 106, CCR3 121, CCR4 122 , CCR5 123 zmniejsza rozwój objawów 

bólowych w zwierzęcych modelach neuropatii. W badaniach prowadzonych w ramach tej 

pracy doktorskiej skupiliśmy się na słabo do tej pory poznanych trzech chemokinach (CCL3, 

CCL4, CCL9) z rodziny MIP-1 oraz ich receptorach CCR1 i CCR5, co jest dokładniej 

opisane w następnym podrozdziale.  



25 
 

 

Rycina 4. Występowanie i powinowactwo chemokin do klasycznych receptorów chemokinowych sprzężonych  
z białkiem G oraz do ich atypowych receptorów. Chemokiny, których probólowych właściwości dowiedziono  
w badaniach na myszach, zaznaczone zostały czerwoną obwódką – schemat opracowany według Hughes  
i Nibbs, 2018 20, zmieniony na podstawie literatury 115–118,120,124–141 Legenda: 21ser – izoforma serynowa liganda 
chemokinowego z rodziny CC-; 3L1 – ligand chemokinowy 3 z rodziny CC- podobny do 1; 4L1– ligand 
chemokinowy 4 z rodziny CC- podobny do 1; ACKR – atypowy receptor chemokinowy; CCL– ligandy 
chemokinowe z rodziny CC-; CXCL – ligandy chemokinowe z rodziny CXC-; CX3CL – ligandy chemokinowe 
z rodziny CX3C-; DARC – antygen Duffy; XCL – ligandy chemokinowe z rodziny XC- 

Grupa CXC- jest drugą co do wielkości 
105 i charakteryzuje się występowaniem 

pojedynczego aminokwasu między dwiema pierwszymi resztami cysteiny i liczy 17 

przedstawicieli. Dowiedziono zmian wielu z nich po urazowym uszkodzeniu mózgu, między 

innymi wzrostu poziomu CXCL1142, CXCL8 143, CXCL10 109,143,144, CXCL12 109,  
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CXCL13 144,145
. Ponadto pokazano zwiększoną ekspresję osi CXCL12-CXCR4 w hipokampie 

pacjentów z padaczką skroniową, głównie w mikrogleju, ale także w astrogleju 146. 

Wykazano, że CXCL12 aktywuje mikroglej oraz nasila uwalnianie glutaminianu, powodując 

nadpobudliwość neuronów 
146. Również po udarze mózgu zaobserwowano wyższy poziom 

CXCL12 147. Tak jak wspominano wcześniej, ból ośrodkowy jest często odczuwany  

u pacjentów po uszkodzeniach mózgu, w tym w obszarach oddalonych od miejsca urazu. 

Niewiele doniesień tłumaczy, dlaczego tak się dzieje. Natomiast najnowsze dane literaturowe 

sugerują, że na poziomie rdzenia kręgowego po urazowym uszkodzeniu mózgu, dochodzi do 

zaburzeń w zstępujących drogach bólowych co powoduje aktywację chemokin, w tym tych 

będących ligandami CXCR2 
36. Dowiedziono, że CXCR2 przyczynia się do sensytyzacji 

ośrodkowej po urazowym uszkodzeniu mózgu, a podanie selektywnego antagonisty CXCR2 

(SCH527123) 36 uśmierza ból. Co ważne wiele chemokin z grupy CXC ma już bardzo dobrze 

udokumentowane działanie probólowe, na przykład CXCL1 141, CXCL2 141, CXCL3 141, 

CXCL4 120, CXCL9 120, CXCL10 120, CXCL11 120, CXCL12 148, CXCL13 125, CXCL14 149  

i CXCL17 126, a ich blokowanie za pomocą przeciwciał neutralizujących oraz przy użyciu 

antagonistów ich receptorów wykazuje efekty analgetyczne. Zaobserwowano zmiany 

CXCL1, CXCL11, CXCL12, CXCL13 w modelu podwiązania nerwu rdzeniowego 
150–153 

oraz CXCL4, CXCL9, CXCL10, CXCL11 w modelu podwiązania nerwu kulszowego 
154,  

a także CXCL1, CXCL5, CXCL9, CXCL12 w bolesnej neuropatii cukrzycowej 
124. Ponadto, 

blokada i/lub inaktywacja genów receptorów chemokinowych CXCR2141, CXCR3 120, 

CXCR4 148 oraz CXCR5 125
, przynosi ulgę w bólu neuropatycznym. Podsumowując, udział 

chemokin z grupy CXC- zarówno w procesach neurodegeneracyjnych jak i nocyceptywnych 

po uszkodzeniu układu nerwowego jest bardzo dobrze udokumentowany, wciąż jednak 

brakuje narzędzi farmakologicznych, które mogłyby być z powodzeniem zastosowane  

w klinice. 

Grupa XC- składa się z dwóch blisko spokrewnionych cząsteczek: XCL1 i XCL2 
155,156

, które mają tylko dwie z czterech konserwatywnych cystein. Gen kodujący XCL1, ale 

nie XCL2, występuje u myszy 156, stąd nie uwzględniliśmy tej drugiej chemokiny w opisanych 

w tej pracy badaniach. Wiadomo od dawna, że XCL1 działa poprzez receptor chemokinowy 

XCR1 157, natomiast w ostatnich latach pojawiły się dane pochodzące z badań in vitro które 

pokazały, że ta chemokina wykazuje również powinowactwo do integryny alfa-9 (ITGA9) 158, 

co jest niezmiernie ciekawe i wpłynęło na nasze postulaty badawcze. Co szczególnie istotne, 

nie ma wielu badań dotyczących zmian poziomu XCL1 u ludzi po uszkodzeniach układu 

nerwowego. Nie był on badany u pacjentów po uszkodzeniu mózgu, ani nerwów 
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obwodowych. Dlatego informacje na temat tej słabo poznanej grupy XC- pochodzą jedynie  

z nielicznych badań na zwierzętach, co zostało przybliżone w podrozdziale poniżej. 

Do grupy CX3C- należy tylko jedna chemokina mianowicie CX3CL1, powszechnie 

znana jako fraktalkina 105
. Charakteryzuje się ona posiadaniem trzech niekonserwatywnych 

aminokwasów pomiędzy dwiema pierwszymi resztami cysteinowymi. Wykazano, że 

CX3CL1 jest produkowana głównie przez komórki neuronalne i działa poprzez CX3CR1, 

który znajduje się w ośrodkowym układzie nerwowym głównie na mikrogleju 159. Chociaż 

wydaje się, że zarówno związane z błoną, jak i rozpuszczalne formy CX3CL1 wchodzą  

w interakcje z CX3CR1, prawdopodobnie mają one różne zdolności sygnalizacyjne 
160. 

CX3CL1 sprzyja neurodegeneracji 160, a jej poziom znacznie wzrasta w korze mózgowej  

w modelu urazowego uszkodzenia mózgu u szczurów przyczyniając się do aktywacji 

mikrogleju 161. Ponadto w neuropatii oś CX3CL1/CX3CR1 bierze udział w rozwoju 

nadwrażliwości bólowej 162,163. Niewątpliwie należy dokładniej zbadać interakcje 

neuroimmunologiczne, pośredniczone przez CX3CL1/CX3CR1, których zaburzenia 

obserwuje się po uszkodzeniach układu nerwowego o różnej etiologii 164. Modulacja 

CX3CR1 jest obecnie możliwa ze względu na dostępność niedawno odkrytego antagonisty 

AZD8797 165, a takie badania mogą zaowocować poprawą terapii w przyszłości.  

Podsumowując, zarówno po urazowym uszkodzeniu mózgu jak i nerwów 

obwodowych, odpowiedź chemokin nie jest uniwersalna i charakteryzuje się dużym 

zróżnicowaniem. Dlatego wnikliwe zbadanie tych czynników i dokładne rozróżnienie wzorca 

ich aktywacji w patologiach układu nerwowego o odmiennej etiologii wydają się niezwykle 

istotne. Obiecujące, lecz wciąż niekompletne dane kliniczne i eksperymentalne spowodowały, 

że celem badań planowanych w ramach tej pracy doktorskiej stało się określenie zmian  

i poznanie roli trzech chemokin z grupy CC- oraz jednej z grupy XC- w procesach 

następujących po uszkodzeniach ośrodkowego i obwodowego układu nerwowego. 

1.3.2.1. CCL3, CCL4, CCL9 i ich receptory 

 Trzy chemokiny CCL3 (MIP-1-alfa), CCL4 (MIP-1-beta) i CCL9 (MIP-1-gamma) 

określane są zbiorczo nazwą rodzina MIP-1 (rodzina białka zapalnego makrofagów 1). 

Dotychczas pokazano wzrost poziomu CCL3 w mózgu w eksperymentalnym szczurzym 

modelu padaczki skroniowej wywołanej iniekcją kwasu kainowego 
166 oraz podczas stresu 

oksydacyjnego wywołanego podaniem LPS 167. Ponadto dowiedziono, że CCL3 jest 

zlokalizowana głównie w komórkach OX-42+ 167. Dotychczas udokumentowano wzrost 

poziomu CCL3 i CCL9 w rdzeniu kręgowym i/lub zwojach korzeni grzbietowych po 

uszkodzeniu nerwu, zarówno u myszy i szczurów 
168–170. Zaobserwowano też wzrost poziomu 
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mRNA CCL3 w korze i hipokampie u myszy w modelu urazowego uszkodzenia mózgu, 

jednakże eksperymenty przeprowadzono jedynie w 3 dniu 
171. Co ważne, u pacjentów po 

stłuczeniu mózgu pokazano zwiększenie ekspresji CCL3 i CCL4 w istocie białej 
172, co może 

świadczyć o ich zaangażowaniu w procesy neurodegeneracyjne. Ponadto, neutralizacja CCL3 

zapobiega rozwojowi zarówno ostrych, jak i nawracających objawów stwardnienia rozsianego 

(w modelu eksperymentalnego autoimmunizacyjnego zapalenia rdzenia kręgowego i mózgu) 

oraz naciekaniu komórek jednojądrzastych do ośrodkowego układu nerwowego 
173–175. 

Dotychczas brakowało danych dotyczących zmian chemokin z rodziny MIP-1 w różnych 

strukturach mózgu oraz w wielu punktach czasowych, w związku z tym stało się to 

przedmiotem analiz tej pracy doktorskiej.. Pozostałe eksperymenty przeprowadziliśmy 

również na poziomie rdzenia kręgowego po uszkodzeniu nerwu kulszowego.  

Z wcześniejszych badań zespołu prof. Miki wynikało, że chemokiny z rodziny MIP-1 mają 

silne właściwości pronocyceptywne 
117,118 i są zaangażowane w rozwój bólu neuropatycznego 

spowodowanego cukrzycą 
118

. Natomiast szczegółowa rola tych chemokin w transmisji 

nocyceptywnej pozostawała nie do końca wyjaśniona, stała się więc kolejnym przedmiotem 

naszych badań. 

 Chemokiny z omawianej rodziny oddziałują na komórki poprzez receptory sprzężone 

z białkiem G, mianowicie CCR1 i CCR5 
176

. Obydwa te receptory i ich ligandy odgrywają 

niebagatelną rolę w patologii stwardnienia rozsianego, co pokazano po raz pierwszy modelu 

eksperymentalnego autoimmunizacyjnego zapalenia rdzenia kręgowego i mózgu. We 

wspomnianym modelu myszy pozbawione genu CCR1 wykazują zmniejszoną nadwrażliwość 

bólową po podrażnieniu acetonem oraz dochodzi u nich do słabszej aktywacji komórek 

immunologicznych na poziomie ośrodkowego układu nerwowego 177. Co ważne analizy 

immunohistochemiczne wykonane na tkance mózgowej pochodzącej od pacjentów ze 

stwardnieniem rozsianym wykazały dużą liczbę mikrogleju/makrofagów posiadających na 

swej powierzchni CCR1 178, ale nie CCR5. Jednakże dane literaturowe świadczą o tym, że 

oba receptory mają znaczenie w przebiegu i ciężkości tej choroby 
179,180. Nieliczne odkrycia 

dotyczące zaangażowania CCR1 i CCR5 w procesy neurodegeneracyjne zachodzące po 

uszkodzeniach mózgu skłoniły nas do wykonania analizy na poziomie mRNA  

i białka w kilku strukturach mózgu, w mysim modelu urazowego uszkodzenia mózgu. 

Wiadomo było jedynie, że ekspresja CCR5 wzrasta po udarze, a zablokowanie tego receptora 

korzystnie wpływa na regenerację 181
. Co ważne badania kliniczne przeprowadzone w grupie 

pacjentów po udarze dowodzą, że nosiciele naturalnie występującej mutacji powodującej 

utratę funkcji CCR5, szybciej wracają do zdrowia, a co więcej dochodzi u nich do poprawy 
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funkcji poznawczych 182,183. Wykazano też, że zablokowanie CCR5 poprzez podanie 

marawiroku w modelach zwierzęcych korzystnie wpływa na regenerację motoryczną po 

udarze 184 oraz przyczynia się do poprawy funkcji poznawczych po urazowym uszkodzeniu 

mózgu 
185. Ponadto, wyniki badania przeprowadzonego przez zespół prof. Miki w modelu 

neuropatii cukrzycowej dowiodły, że pojedyncze podpajęczynówkowe podanie antagonisty 

CCR1 (J113863) w sposób zależny od dawki zmniejsza nadwrażliwość bólową u myszy 118. 

Oprócz tego, badania zespołu udowodniły, że u szczurów po uszkodzeniu nerwu, marawirok 

podawany wielokrotnie podpajęczynówkowo zmniejsza odpowiedź immunologiczną  

w ośrodkowym układzie nerwowym 
123,186. W przypadku jednorazowych podań 

podpajęczynówkowych u myszy marawirok wykazuje jednak mniejszą skuteczność 
170. 

Dlatego ze względu na możliwość zastosowania niebadanych dotychczas pod tym kątem, 

silnych i selektywnych antagonistów CCR5 (TAK-220 i AZD-5672) kontynuowaliśmy 

eksperymenty nad rolą tego receptora w neuropatii. Ponadto, wcześniej uzyskano obiecujące 

wyniki po podaniu związków będących podwójnymi antagonistami, czyli cenicriwiroku 

(antagonisty CCR2/5) 170 oraz UCB35625 (antagonisty CCR1/3) 117. Skłoniło nas to do 

sprawdzenia czy jednoczesna, podwójna blokada CCR1 i CCR5 jest skuteczniejsza od 

pojedynczej blokady każdego z tych receptorów, w uśmierzaniu bólu neuropatycznego. 

1.3.2.2. XCL1 i jej receptory 

Na temat roli XCL1, znanej również jako limfotaktyna lub SCM-1α, po 

uszkodzeniach obwodowego i ośrodkowego układu nerwowego dostępna jest ograniczona 

liczba danych literaturowych. Natomiast dowiedziono jej podwyższonego poziomu  

u pacjentów z reumatoidalnym zapaleniem stawów 
187, w chorobie nowotworowej 188,189, 

Leśniowskiego-Crohna 190 oraz w zakażeniu HIV-1 191. Bird i wsp. w badaniach na skrawkach 

mózgu pokazali, że po ekspozycji tkanki pnia mózgu i nerwu trójdzielnego na XCL1 

następuje zwiększenie poziomu c-Fos, pERK i pp38, które mogą przyczyniać się do rozwoju 

ośrodkowej sensytyzacji 
192

. Co ważne badacze dowiedli także, że zwiększona przez XCL1 

ekspresja wspomnianych czynników i pobudliwość neuronalna jest znacząco osłabiana 

poprzez podania antagonisty XCR1 (vMIP-II) 192. Publikacja ta wskazuje, że po uszkodzeniu 

nerwu bródkowego u szczurów poziom XCL1 i XCR1 wzrasta w miejscu urazu, a XCL1 jest 

czynnikiem pronocyceptywnym w bólu ustno-twarzowym 192
. Również wcześniejsze badania 

zespołu prof. Miki dostarczyły dowodów na silne właściwości probólowe XCL1 po podaniu 

podpajęczynówkowym zwierzętom zdrowym 
128. Od dawna znanym jest fakt, że XCL1 może 

działać poprzez klasyczny receptor sprzężony z białkiem G - XCR1 157. Jednak, co 

przełomowe, w ostatnich latach okazało się, że XCR1 nie jest jedynym receptorem dla XCL1. 
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Matsumoto i wsp. wykazali, że XCL1 wpływa na migrację fibroblastów działając poprzez 

ITGA9 158
, co niewątpliwie znacznie poszerzyło horyzonty badawcze. W ramach tej pracy 

doktorskiej postanowiliśmy sprawdzić czy oba te receptory są zlokalizowane na poziomie 

mózgu i rdzenia kręgowego oraz czy mogą być zaangażowane w zaburzenia transmisji 

nocyceptywnej. 

1.4. Terapia  

 Ból ma różną etiologię i jest trudny do scharakteryzowania, dlatego wielokrotnie 

próbowano stworzyć jego adekwatną definicję. Według Międzynarodowego Towarzystwa 

Badania Bólu (ang. International Association for the Study of Pain, IASP) nazywamy nim 

„nieprzyjemne doświadczenie czuciowe i emocjonalne, związane z, lub przypominające to 

związane z faktycznym lub potencjalnym uszkodzeniem tkanki” 
193. W 1986 roku Światowa 

Organizacja Zdrowia (WHO) zaproponowała schemat leczenia bólu, który nazwano drabiną 

analgetyczną 194
. Miał on na celu poprawę strategii leczenia bólu nowotworowego.  

To postępowanie przeszło na przestrzeni lat kilka modyfikacji i obecnie jest stosowane  

w leczeniu zarówno bólu nowotworowego, jak i nienowotworowego, w tym 

neuropatycznego 195
, który jest niezwykle trudny do uśmierzenia. Dotyczy to zarówno bólu 

neuropatycznego obwodowego, który powstaje w wyniku uszkodzenia I neuronu czuciowego, 

jak i ośrodkowego, który rozwija się po uszkodzeniu II lub III neuronu czuciowego w obrębie 

rdzenia kręgowego, pnia lub półkul mózgowych. Według statystyk jedynie u 50% cierpiących 

z powodu neuropatii udaje się załagodzić symptomy bólowe, niestety z umiarkowaną 

skutecznością wynoszącą zaledwie 30–50% 196,197. Stosowanie strategii leczenia bólu zgodnie 

z drabiną analgetyczną WHO pozwala na jego zindywidualizowaną terapię oraz na 

zmniejszanie niepożądanych działań leków przeciwbólowych. Najnowsza drabina 

analgetyczna składa się z czterech stopni: 

 PIERWSZY – obejmuje leczenie bólu łagodnego: stosuje się nieopioidowe leki 

przeciwbólowe (niesteroidowe leki przeciwzapalne, paracetamol i metamizol) oraz 

opcjonalnie leki wspomagające 198,199. 

 DRUGI – dotyczy leczenia bólu umiarkowanego: stosuje się słabe opioidy (hydrokodon, 

kodeina, tramadol) oraz analgetyki nieopioidowe i opcjonalnie leki wspomagające 198,199. 

 TRZECI – obejmuje leczenie bólu silnego: stosuje się silne opioidy (morfina, metadon, 

fentanyl, oksykodon, buprenorfina, tapentadol, hydromorfon, oksymorfon) oraz opcjonalnie 

analgetyki nieopioidowe i leki wspomagające 
198,199. 
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 CZWARTY – obejmuje procedury niefarmakologiczne, czyli np. zabiegi interwencyjne takie 

jak znieczulenie zewnątrzoponowe, dokanałowe podawanie leków przeciwbólowych  

i miejscowo znieczulających z pompą lub bez, zabiegi neurochirurgiczne (blokady nerwów, 

procedury ablacyjne, w tym krioablację, alkoholizację, fale radiowe, mikrofale, termoterapię 

indukowaną laserem, nieodwracalną elektroporację, elektrochemioterapię, cementoplastykę,  

a także radioterapię paliatywną) 194,198.  

W leczeniu neuropatii najczęściej stosowane są leki III stopnia drabiny analgetycznej oraz 

procedury IV stopnia 198–200. Dodatkowo, w przypadku bólu po urazie mózgu stosuje się leki 

uspokajające, ponieważ dowiedziono, że sedacja poprawia parametry takie jak ciśnienie 

śródczaszkowe i mózgowy przepływ krwi 
200. Istotną grupą leków stanowią leki 

wspomagające, zwane także koanalgetykami, które często są także stosowane w celu nasilenia 

działania leków przeciwbólowych oraz zmniejszania ich efektów niepożądanych. Zgodnie  

z rekomendacjami WHO w terapii bólu neuropatycznego w pierwszej kolejności należy 

rozważyć zastosowanie leków przeciwdrgawkowych (pregabaliny, gabapentyny), a w drugiej 

leków przeciwdepresyjnych z grupy trójcyklicznych antydepresantów (amitryptylina, 

imipramina, doksepina), inhibitorów wychwytu zwrotnego serotoniny (fluoksetyna, 

fluwoksamina, paroksetyna, sertralina, citalopram) lub inhibitorów wychwytu zwrotnego 

serotoniny i noradrenaliny (wenlafaksyna, duloksetyna, milnacipram). Stosowane są również 

miejscowe środki znieczulające (kapsaicyna), kortykosteroidy i kannabinoidy 
198. Silne 

opioidy są lekami trzeciego wyboru w terapii bólu neuropatycznego 201, a ich stosowanie jest 

ograniczone ze względu na działania niepożądane, takie jak utrata przeciwbólowych 

właściwości, nudności, czy zaparcia. W leczeniu bólu neuropatycznego skuteczny efekt 

obserwuje się po podaniu dużo wyższych dawek aniżeli w bólu ostrym, a największą 

skuteczność po łącznych podaniach z lekami wspomagającymi
 201. Do najczęściej 

stosowanych leków opioidowych należą morfina i buprenorfina, które stały się przedmiotem 

badań przedstawionych w tej pracy. Istnieją dowody sugerujące, że wyciąg  

z maku lekarskiego był stosowany już w 3000 roku p.n.e. natomiast morfina została 

wyizolowana z opium dopiero w 1803 r. przez F. Sertürnera i to doprowadziło do jej 

zastosowania w terapii bólu w klinice 202,203. Lek ten jest silnym agonistą receptora 

opioidowego μ (MOR) oraz słabym δ (DOR) i κ (KOR) 204. Wśród jej skutków 

niepożądanych należy wymienić depresję oddechową, a także zaparcia, nudności, wymioty, 

świąd, sztywność mięśni, zwężenie źrenic 
205

. Długotrwała terapia z wykorzystaniem tego 

związku może też przyczyniać się do upośledzenia funkcji poznawczych oraz dysforii 205. 

Ponadto, udowodniono że w neuropatii morfina częściowo traci swoją efektywność,  
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a ponadto bardzo szybko rozwija się tolerancja na jej efekty analgetyczne, której następstwem 

jest stopniowe zwiększanie dawki, a co za tym idzie pojawianie się coraz silniejszych efektów 

niepożądanych 206–208. Natomiast buprenorfina jest stosunkowo nowym, półsyntetycznym, 

silnym opioidem o bardziej złożonym mechanizmie działania niż morfina - jest bowiem 

częściowym agonistą MOR, receptora nocyceptynowego (NOR) oraz antagonistą DOR  

i KOR 28,209–211
. Buprenorfina ma 30 razy silniejsze i 2 razy dłuższe działanie w porównaniu  

z morfiną, co umożliwia jej rzadsze dawkowanie 
212,213, ponadto nie zaburza funkcji 

poznawczych 214. Jest wykorzystywana w przypadku silnego bólu neuropatycznego 206. 

Niestety obydwa leki opioidowe wykazują ograniczoną skuteczność i dlatego wciąż 

poszukuje się innowacyjnych narzędzi farmakologicznych 215.  

Sygnalizacja opioidowa jest niewątpliwie związana z chemokinami, ponieważ 

przyczyniają się one do rozwoju tolerancji na morfinę 
216 i utraty analgezji morfinowej  

w neuropatii 217. Tworzenie heterodimerów z receptorami MOR i DOR przez receptory 

chemokinowe ma wpływ na efekty przeciwbólowe wielu konwencjonalnie stosowanych 

leków 
218,219. Wciąż istnieją możliwości stworzenia terapii opartej o nowe immunologiczne 

punkty uchwytu. Co ważne zmiany neuroimmunologiczne pojawiające się na poziomie 

mózgu i rdzenia kręgowego po uszkodzeniu układu nerwowego są podobne, chociaż nie 

identyczne dlatego ciągle potrzebne są dalsze badania w zwierzęcych modelach. W naszej 

opinii, farmakoterapia skojarzona oparta na dwóch lekach przeciwbólowych jest uzasadniona, 

jeśli stosowane leki posiadają różne mechanizmy działania, jak w przypadku modulacji 

systemów opioidowych i chemokinowych. Skuteczne przełożenie bogactwa danych z modeli 

zwierzęcych do wykorzystania w klinice może w przyszłości skutkować opracowaniem nowej 

terapii.  
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2. CEL BADAŃ 

Głównym celem niniejszej pracy doktorskiej było zbadanie i porównanie zmian poziomu markerów 

wybranych komórek immunologicznych i glejowych oraz wydzielanych przez te komórki czynników na 
poziomie mózgu i/lub rdzenia kręgowego, odpowiednio po uszkodzeniu ośrodkowego i obwodowego 

układu nerwowego. Ponadto kolejnym celem było sprawdzenie efektów farmakologicznej modulacji 

wybranych chemokin i ich receptorów u myszy w modelu bólu neuropatycznego. 
 

CELE SZCZEGÓŁOWE 

Po kontrolowanym stłuczeniu kory mózgowej (bezpośrednie uszkodzenie ośrodkowego układu nerwowego) 

I. Zbadanie zaangażowania komórek oraz inicjatorów układu dopełniacza poprzez określenie: 
ex 

vivo 
 

 zmian ekspresji wybranych markerów komórkowych i czynników układu dopełniacza zachodzących 

na przestrzeni 5 tygodni po urazie (w 1, 4, 7, 14, 35 dniu), w czterech wybranych strukturach mózgu 

(kora, wzgórze, prążkowie, hipokamp) 
 źródła komórkowego C1q - inicjatora klasycznej drogi układu dopełniacza  

in 
vitro 

 w pierwotnych hodowlach komórkowych, czy mikroglej może być źródłem dla inicjatorów 

klasycznej i/lub lektynowej drogi aktywacji układu dopełniacza 

II. Określenie roli rodziny MIP-1 poprzez sprawdzenie: 
ex 

vivo 
 zmian ekspresji CCL3, CCL4, CCL9, CCR1, CCR5 zachodzących na przestrzeni  

5 tygodni po urazie (w 1, 4, 7, 14, 35 dniu), w czterech wybranych strukturach mózgu (kora, 

wzgórze, prążkowie, hipokamp) 
in 

vitro 
 w pierwotnych hodowlach komórkowych zmian ekspresji CCR1 i CCR5 na powierzchni komórek 

mikrogleju i astrogleju po stymulacji LPS  

III. Sprawdzenie zaangażowania XCL1 poprzez zweryfikowanie: 
ex 

vivo 
 zmian ekspresji XCL1, XCR1, ITGA9 zachodzących na przestrzeni 5 tygodni po urazie (w 1, 4, 7, 

14, 35 dniu), w trzech wybranych strukturach mózgu (kora, wzgórze, hipokamp) 
in 

vitro 
 

 zmian ekspresji XCL1, XCR1, ITGA9 w hodowli komórek mikrogleju i astrogleju po stymulacji 
LPS  

 zmian w wydzielaniu wybranych cytokin przez pierwotne hodowle komórkowe mikrogleju  
i astrogleju po zastosowaniu XCL1 

Po podwiązaniu nerwu kulszowego (bezpośrednie uszkodzenie obwodowego układu nerwowego)  

I. Zbadanie zaangażowania komórek układu immunologicznego poprzez określenie: 
ex 

vivo 
 zmian ekspresji wybranych markerów komórkowych zachodzących na przestrzeni 5 tygodni po 

urazie (w 1, 4, 7, 14, 35 dniu) w rdzeniu kręgowym  

II. Określenie roli rodziny MIP-1 poprzez sprawdzenie: 
ex 

vivo 
 zmian ekspresji CCL3, CCL4, CCL9, CCR1, CCR5 zachodzących w rdzeniu kręgowym na 

przestrzeni 5 tygodni po urazie (w 1, 4, 7, 14, 35 dniu)  
in 

vivo 
 

 wpływu neutralizacji CCL3 i CCL4 oraz blokady CCR1 i CCR5: 
 na objawy bólu neuropatycznego 
 na efekty przeciwbólowe leków opioidowych 

 efektywności jednoczesnej blokady receptorów CCR1 i CCR5: 
 na objawy bólu neuropatycznego 

III. Sprawdzenie zaangażowania XCL1 poprzez zweryfikowanie: 
ex 

vivo 
 zmian ekspresji XCL1, XCR1, ITGA9 zachodzących na przestrzeni 5 tygodni po urazie (w 1, 4, 7, 

14, 35 dniu) w rdzeniu kręgowym  
 źródła XCL1 i lokalizacji komórkowej XCR1, ITGA9 

in 
vivo 

 przez który receptor XCL1 wykazuje probólowe działanie (u myszy zdrowych) 
 wpływu neutralizacji XCL1 oraz zablokowania jej receptorów: 

 na objawy bólu neuropatycznego 
 na efekty przeciwbólowe leków opioidowych 
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3. METODOLOGIA BADAŃ 

Badania in vivo:  
 w modelu urazowego uszkodzenia mózgu (ang. 

Traumatic Brain Injury – model TBI, opracowany przez 
Lighthall i współpracowników w latach 1988-1990) 
prowadzone były badania we współpracy z grupą włoską 

prof. M.G. De Simoni, na samcach myszy C57BL/6J 
(Charles River, Włochy). Wszystkie procedury dotyczące 

zwierząt i opieki nad nimi przeprowadzono w Instituto di 
Ricerche Farmacologiche Mario Negri zgodnie z wytycznymi krajowymi i przepisami 
polityki międzynarodowej (prot.9F5F5.81 nr 753/2017-PR). Wyniki opublikowano w 3 
pracach oryginalnych Ciechanowska i wsp. Immunobiology 2020, Pharmacol Rep 2020, Int 
J Mol Sci 2021 220–222. Kontrolowane stłuczenie kory mózgowej (ang. Controlled Cortical 
Impact), przy pomocy specjalistycznej aparatury, pozwala na nadzorowanie siły i prędkości  
z jakimi przeprowadzane jest urazowe uszkodzenie mózgu. To przyczynia się do 

niezawodności, dokładności i co bardzo ważne powtarzalności modelu. Przed przystąpieniem 

do procedury myszy znieczulano za pomocą izofluranu i umieszczano w aparacie 

stereotaktycznym. Zwierzęta poddawano kraniotomii (Rycina 5A) wyśrodkowanej pomiędzy 

szwem strzałkowym, a wieńcowym (z granicami w pobliżu lambda i bregma) po stronie 

lewej, a następnie wykonywano kontrolowane stłuczenie kory mózgowej. Do 
przeprowadzenia urazu wykorzystywano sztywny 3-milimetrowy pręt napędzany przez 

pneumatyczny tłok, który był osadzony stabilnie pod kątem 20° do płaszczyzny pionowej  
i prostopadle do odsłoniętej opony twardej (Rycina 5). Poruszał się on z prędkością 5 m/s  
i docierał do 1 mm w głąb tkanki mózgowej, co powodowało uraz. Następnie wykonywano 

kranioplastykę i zszywano skórę głowy. Myszy pozornie uszkodzone (sham) zostały poddane 

identycznym procedurom operacyjnym z pominięciem uszkodzenia.  
 w modelu podwiązania nerwu kulszowego (ang. Chronic Constriction Injury of the sciatic 

nerve – model CCI opracowany przez Bennetta & Xie w 1988) prowadzone były 
eksperymenty na samcach myszy Albino Swiss (Charles River, Niemcy). Jest to procedura od 
lat wykorzystywana z powodzeniem w Zakładzie Farmakologii Bólu. Wszystkie 

doświadczenia przeprowadzono w Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja zgodnie  
z zaleceniami Międzynarodowego Towarzystwa Badania Bólu (International Association for 
the Study of Pain, IASP) oraz zasadami Narodowego Instytutu Zdrowia (National Institute of 
Health, NIH) dotyczącymi opieki nad 

zwierzętami laboratoryjnymi oraz za zgodą II 

LKE do Spraw Doświadczeń na Zwierzętach 

(nr 1277/2015, 301/2017, 75/2017, 305/2017, 
235/2020, 40/2023, 236/2021, 297/2021, 
89/2021, 98/2022). Podczas zabiegu,  
w znieczuleniu izofluranem, nacinano skórę 

na prawym udzie, odsłaniano nerw kulszowy, 

który był następnie trzykrotnie, luźno 

podwiązywany w odstępie 1 mm (Rycina 6), 
aż do zaobserwowania krótkiego drgnięcia  
w operowanej kończynie. Wyniki opublikowano w 2 pracach oryginalnych Ciechanowska  
i wsp. Front Immunol 2022, Brain Sci 2023 127,223. 

Rycina 5. Model urazowego 
uszkodzenia mózgu – schemat własny 

A. kraniotomia

 

Rycina 6. Model podwiązania nerwu kulszowego  
– schemat własny 
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 materiał do badań biochemicznych pochodził ze zwierząt kontrolnych oraz poddanych 

zabiegom, w następujących punktach czasowych: 1, 4, 7, 14, 35 dni. W pierwszym cyklu 
badań analizy prowadzono na korze mózgowej, wzgórzu, prążkowiu i/lub hipokampie po 

urazowym uszkodzeniu mózgu Ciechanowska i wsp. Immunobiology 2020, Pharmacol 
Rep 2020, Int J Mol Sci 2021 220–222, natomiast w drugim pobierano odcinek L4-L6 rdzenia 
kręgowego po uszkodzeniu nerwu kulszowego Ciechanowska i wsp. Front Immunol 2022, 
Brain Sci 2023 127,223. 

 narzędzia farmakologiczne zastosowano celem określania ich wpływu na procesy 

nocycepcji, a wyniki opublikowano w 2 pracach Ciechanowska i wsp. Front Immunol 2022, 
Brain Sci 2023 127,223. Substancje podawano jednorazowo, podpajęczynówkowo w dniu 7,  
w wybranych dawkach: CCL3 nAb (0.5, 2, 4 µg/5 µL), CCL9 nAb (0.5, 2, 4 µg/5 µL), XCL1 

nAb (1, 4, 8, 16 µg/5 µL), J113863 (1, 15, 30 µg/5 µL), TAK-220 (0.5, 2, 4, 15 µg/5 µL), 

AZD-5672 (0.5, 2, 4, 15 µg/5 µL), vMIP-II (0.05, 0.5, 1 µg/5 µL), YA4 (0.05, 0.5, 1 µg/5 

µL), morfinę (2.5 µg/5 µL), buprenorfinę (2.5 µg/5 µL). Ponadto minocyklinę (30 mg/kg) 

podawano dootrzewnowo, wielokrotnie, a dokładniej 16 godzin i 1 godzinę przed 

podwiązaniem nerwu kulszowego, 
a następnie dwa razy dziennie przez 7 dni. 

 testy behawioralne przeprowadzano po 
podaniu wyżej wymienionych substancji,  
a także zwierzętom kontrolnym. Wyniki 
opublikowano w 2 pracach: Ciechanowska  
i wsp. Front Immunol 2022, Brain Sci 2023 
127,223

. Badano nadwrażliwość na bodźce 

mechaniczne (Rycina 7A, test von Frey’a)  
i termiczne (Rycina 7B, test zimnej płytki). 
Badania rozpoczynano od przeprowadzenia 
testów wstępnych mających na celu sprawdzenie prawidłowego wykształcenia 

nadwrażliwości nocyceptywnej po uszkodzeniu nerwu kulszowego w dniu 7. Kontrolę 

stanowiły zarówno zwierzęta, którym podawano rozpuszczalnik, jak i zwierzęta zdrowe. 

Badania in vitro: wyniki badań z użyciem pierwotnych hodowli komórek mikrogleju  
i astrogleju z kory mózgowej pobranej od nowonarodzonych myszy szczepu C57BL/6J 

opublikowano w 3 pracach Ciechanowska i wsp. Immunobiology 2020, Pharmacol Rep 
2020, Int J Mol Sci 2021 220–222

. Hodowle wykorzystano do określenia lokalizacji 
receptorów, a także źródła komórkowego badanych czynników. Ponadto sprawdzano jak 

zastosowanie zarówno LPS jak i chemokiny XCL1 wpływa na wydzielanie przez pierwotne 

komórki mikrogleju i astrogleju czynników immunologicznych. 

Badania ex vivo: pomiar zmian w poziomie mRNA przeprowadzono metodą RT-qPCR, 
natomiast do oceny zmian w poziomie białka posłużyły metody takie jak ELISA i Western 

blot. Wykonano również barwienia immunofluorescencyjne metodą immunohistochemii. 

Analiza statystyczna: wyniki eksperymentów były analizowane w programie GraphPad 

Prism wersja 8.1.1 (330) z wykorzystaniem testu t-studenta oraz jednoczynnikowej  
i dwuczynnikowej analizy wariancji, a następnie testu post hoc z korektą Bonferroniego. 
Liczba wszystkich zwierząt wykorzystanych w badaniach in vivo i ex vivo wynosi 850 myszy. 

Rycina 7. Testy behawioralne 
– schemat własny 

 

A. test von Frey’a B. test zimnej płytki
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4. GŁÓWNE ZAGADANIENIA DOKTORATU 

4.1. Zbadanie poziomu markerów wybranych populacji komórek 

immunologicznych i glejowych, a także inicjatorów oraz enzymów efektorowych 

klasycznej i lektynowej drogi aktywacji układu dopełniacza podczas rozwoju 
zmian zachodzących w mysim modelu urazowego uszkodzenia mózgu  
- Ciechanowska i wsp. Immunobiology 2020 oraz Int J Mol Sci 2021  

Urazowe uszkodzenie mózgu jest jedną z głównych przyczyn niepełnosprawności  
i śmiertelności w dzisiejszym świecie. Wiadomo, że jest ono związane zarówno  
z pierwotnym, mechanicznym uszkodzeniem tkanek oraz z wyzwalanymi w jego 
konsekwencji kaskadami sygnałowymi. Wciąż jednak nie do końca znane są populacje 

komórek oraz wydzielane przez nie czynniki, które są zaangażowane w rozwijające się 

wtórne uszkodzenie. Jak wiadomo, układ dopełniacza silnie moduluje aktywację komórek 

immunologicznych  
i glejowych. W dwóch 

pracach oryginalnych 
będących podstawą tej 
rozprawy doktorskiej 
(Immunobiology 2020, 
Int J Mol Sci 2021 
220,222) pokazaliśmy 

zmiany wybranych 
markerów komórkowych oraz inicjatorów klasycznej i lektynowej drogi aktywacji układu 

dopełniacza na poziomie mRNA i/lub białka w aż czterech strukturach mózgu (kora, 

prążkowie, wzgórze i hipokamp), w szerokim spektrum czasu po uszkodzeniu (24 godziny – 5 
tygodni) (Tabela 1,2).  

Wykazaliśmy wzrost ekspresji mRNA markera neutrofili (Cd177) nie tylko w korze 
mózgowej, czyli w miejscu bezpośredniego uszkodzenia, co było już wcześniej opisane przez 

innych autorów, ale również w prążkowiu i hipokampie, a zmiany te utrzymywały się do 7 
dni. Wzrostu Cd177 nie obserwowaliśmy we wzgórzu (Int J Mol Sci 2021 222). Natomiast na 
poziomie białka, już dobę po urazie zauważyliśmy silny wzrost poziomu markera neutrofili 

(MPO) w korze mózgowej (Immunobiology 2020 220). Neutrofile przyczyniają się do rozwoju 

ciężkich powikłań produkując mediatory zapalne takie jak cytokiny. Niewątpliwie ich liczny 

napływ w tak wczesnej fazie urazu może przyczyniać się do powstania poważnych 

uszkodzeń, które przekraczają możliwości systemów naprawczych. Do 4 dni po urazie 
wzrasta również ekspresja mRNA markera oligodendrocytów (Olig2) w korze, prążkowiu  
i hipokampie. W przeciwieństwie do neutrofili i oligodendrocytów, odgrywających rolę we 

wczesnej fazie, nasze badania sugerują, że po uszkodzeniu długotrwale wzrasta liczba 

limfocytów T Cd8+. Co znaczące, podobne zmiany zachodzą również w prążkowiu, wzgórzu 

oraz hipokampie i utrzymują się nawet do 5 tygodnia. Dlatego, sądzimy, że to właśnie 

limfocyty T Cd8+ sprzyjają wtórnemu uszkodzeniu w badanych rejonach mózgu.  
W dalszych analizach stwierdziliśmy również znaczące zmiany poziomu mRNA i/lub białka 

markerów astrogleju (GFAP) oraz mikrogleju/makrofagów (IBA-1), co ważne we wszystkich 

4 badanych strukturach mózgu. Przy wykorzystaniu markera różnicującego komórki 

mikrogleju od makrofagów (TMEM119) wykazaliśmy wzrost jego ekspresji na poziomie 

BADANA 
TKANKA:

BADANE CZYNNIKI
neutrofile limfocyty T oligodendrocyty astroglej makrofagi/

mikroglej
mikroglej

KORA MÓZGOWA

WZGÓRZE

HIPOKAMP

PRĄŻKOWIE

Tabela 1. Zmiany ekspresji mRNA wybranych populacji komórkowych w 7 dniu po
urazowym uszkodzeniu mózgu u myszy. Legenda: brak zmian wzrost poziomu
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mRNA w korze mózgowej, hipokampie i prążkowiu, głównie w pierwszym tygodniu po 
urazie. Uzyskane wyniki pozwalają stwierdzić, że w zależności od upływającego czasu  
i badanego obszaru, różne typy komórek odgrywają rolę po bezpośrednim uszkodzeniu 

mózgu, a wydzielane przez nie czynniki immunologiczne stały się przedmiotem naszych 

dalszych eksperymentów.  
Uzyskane w kolejnej części badań rezultaty (Int J Mol Sci 2021 222) dowodzą istotnych 

zmian inicjatorów klasycznej drogi aktywacji dopełniacza (Tabela 2). Między innymi 

zaobserwowaliśmy wzrost poziomu mRNA C1q do 2 tygodni zarówno w korze mózgowej, 

prążkowiu jak i wzgórzu, natomiast w hipokampie zmiany utrzymywały się krócej.  
W przypadku C1s, wzrost ekspresji mRNA odnotowaliśmy we wszystkich badanych 

obszarach mózgu, natomiast w korze mózgowej był on istotnie podniesiony we wszystkich 
badanych punktach czasowych. Wzrost poziomu mRNA C1r także następował we wszystkich 

badanych częściach mózgu, ale w mniejszym stopniu. Analiza przeprowadzona metodą 

immunofluorescencji 
potwierdziła obecność 

C1q w sąsiedztwie 
mikrogleju/makrofagów, 

ale nie astrogleju.  
W badaniach in vitro  
w pierwotnej hodowli 
komórek mikrogleju 

wykazaliśmy istotnie 
wyższy poziom mRNA C1q, C1s i C1r po stymulacji LPS sugerujący, że to właśnie mikroglej 

może być istotnym źródłem tych czynników. Wyniki dotyczące C1q są zgodne z danymi 

literaturowymi, jednak po raz pierwszy dowiedliśmy, że komórki te mogą być również 

źródłem C1s i C1r. Natomiast w przypadku lektynowej drogi aktywacji układu dopełniacza, 

wykryliśmy w analizowanych strukturach mózgu mRNA KL-11, FCN-A i -B, ale nie MBL-A 
 i -C. Znaczące zmiany zaobserwowaliśmy jedynie w poziomie mRNA dla FCN-A, we 
wczesnej fazie, we wszystkich analizowanych obszarach, do dnia 7 w korze i hipokampie,  
a do 2 tygodni w prążkowiu (Tabela 2).  

Wyniki przedstawionych eksperymentów wskazują, że ważną częścią rozwoju 

terapii uszkodzeń ośrodkowego układu nerwowego powinno stać się zastosowanie leków 

modulujących funkcje komórek immunologicznych, które napływają do miejsca urazu, 

jak chociażby neutrofile oraz limfocyty T Cd8+, a także komórek glejowych takich jak 

mikroglej, astroglej i oligodendrocyty. Ponadto dowiedziono, że wśród inicjatorów 

dopełniacza kompleks C1 (C1q, C1r, C1s) odgrywa szczególnie ważną rolę po 

uszkodzeniu mózgu we wszystkich badanych strukturach (kora, prążkowie, wzgórze  
i hipokamp). Opisane eksperymenty w hodowli pierwotnej komórek mikrogleju 

sugerują, że mogą one być w dużej mierze odpowiedzialne za biosyntezę inicjatorów 

szlaku klasycznego, ale w bardzo niewielkim stopniu szlaku lektynowego. Celowanie  
w kompleks C1 i fikolinę A może być skuteczną strategią w leczeniu skutków uszkodzeń 

mózgu, jednak wymagane są badania farmakologiczne w celu zweryfikowania tej 
hipotezy.  

BADANA 
TKANKA:

BADANE CZYNNIKI
C1q C1s C1r kolektyna 11 fikolina A fikolina B

KORA MÓZGOWA

WZGÓRZE

HIPOKAMP

PRĄŻKOWIE

Tabela 2. Zmiany ekspresji mRNA wybranych składowych układu dopełniacza w 7 dniu po
urazowym uszkodzeniu mózgu u myszy. Legenda: brak zmian wzrost poziomu
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4.2. Zbadanie poziomu chemokin z rodziny MIP-1 oraz ich receptorów podczas 

rozwoju zmian zachodzących w mysim modelu urazowego uszkodzenia mózgu  
- Ciechanowska i wsp. Immunobiology 2020  
 Badania dotyczące odpowiedzi immunologicznej wywołanej urazowym uszkodzeniem 

mózgu podkreślają ważną rolę chemokin. Rola członków rodziny MIP-1 nie została jednak 
dotąd zbadana pod tym kątem. Dlatego zdecydowaliśmy się przeprowadzić eksperymenty 

mające na celu sprawdzenie, czy poziomy CCL3, CCL4 i CCL9 oraz ich receptorów (CCR1  
i CCR5) ulegają zmianom w mysim modelu urazowego uszkodzenia mózgu. Analizy 
przeprowadziliśmy aż w czterech strukturach mózgu (kora, hipokamp, wzgórze i prążkowie), 

w szerokim spektrum czasu (24 godziny 5 tygodni).  
 Nasze badania po raz pierwszy ujawniły wzrost ekspresji mRNA wszystkich trzech 

badanych chemokin, we wszystkich 4 badanych strukturach mózgu. Najsilniejsze zmiany 

były obserwowane zaraz po uszkodzeniu, jednakże utrzymywały się aż do 5 tygodni.  
Na poziomie białka zdecydowanie najsilniejszą aktywację wszystkich trzech chemokin 

zaobserwowaliśmy w pierwszym dniu po urazie, w korze mózgowej. Natomiast zmiany te 
utrzymywały się do 7 dnia w przypadku CCL3 i CCL4 (Tabela 3). Jest to ważny wynik, 
ponieważ te dwie chemokiny występują również u ludzi, w przeciwieństwie do CCL9. 

Analizy ekspresji mRNA CCR1 i CCR5 wykazały wzrost we wszystkich czterech strukturach 
mózgu, głównie we wczesnych fazach po urazie (24 h, 4 dni i 7 dni). Analiza białka wykazała 

wzrost poziomu CCR1 i CCR5 jedynie we wzgórzu, 24 godziny po uszkodzeniu mózgu, za to 
brak jakichkolwiek zmian w korze mózgowej (Tabela 3). Dlatego uważamy, że za 
obserwowane efekty odpowiada ekspozycja badanych receptorów na ich agonistów z rodziny 

MIP-1, co może prowadzić do ich internalizacji. Prowadzone przez nas równolegle 

eksperymenty w pierwotnych hodowlach komórkowych potwierdziły obecność CCR1  
i CCR5 na komórkach mikrogleju i astrogleju uzyskanych z kory mózgowej mysich osesków, 

co wskazuje na ważną rolę obu tych receptorów we wtórnym uszkodzeniu mózgu.  
 

 
  

Biorąc pod uwagę opisane obserwacje można wnioskować, że dwie chemokiny  
z rodziny MIP-1 (CCL4 i CCL3) i ich receptory (CCR1 i CCR5) stanowią obiecujące 

punkty uchwytu do modulacji wtórnych zmian po uszkodzeniu mózgu. Prezentowane 
doniesienia być może w przyszłości zaowocują poprawą terapii licznych objawów 
powstających w wyniku tego urazu.   

BADANA 
TKANKA:

BADANE CZYNNIKI
CCL3 CCL4 CCL9 CCR1 CCR5

24 h 7 d 24 h 7 d 24 h 7 d 24 h 7 d 24 h 7 d

KORA 
MÓZGOWA

WZGÓRZE

Tabela 3. Zmiany ekspresji białka chemokin z rodziny MIP-1 i ich receptorów 24 h i 7 dni po
urazowym uszkodzeniu mózgu u myszy. Legenda: brak zmian wzrost poziomu
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4.3. Zbadanie poziomu chemokiny XCL1 oraz jej receptorów podczas rozwoju 

zmian zachodzących w mysim modelu urazowego uszkodzenia mózgu - 
Ciechanowska i wsp. Pharmacol Rep 2020 

 Występująca u ludzi chemokina XCL1 jest znana jako ważny czynnik w rozwoju 

chorób autoimmunologicznych, a ostatnio również dowiedziono wzrostu jej poziomu  
w tkance mózgowej pacjentów z pourazowymi stłuczeniami mózgu. Jednakże nie określono 

dotychczas, jakie są mechanizmy działania XCL1 w patologii uszkodzenia mózgu. Wydało 

nam się to szczególnie ciekawe do zbadania w świetle najnowszych doniesień, że XCL1 

działa nie tylko przez klasyczny receptor XCR1, ale również przez integrynę α9 - ITGA9. To 
zachęciło nas by sprawdzić zmiany zarówno w poziome mRNA oraz białka XCL1 i obydwu 

jej receptorów, w trzech wybranych strukturach mózgu (kora, wzgórze i hipokamp), również  
w bardzo szerokim przedziale czasowym (24 godziny – 5 tygodni) po zainicjowaniu 
urazowego uszkodzenia mózgu u myszy.  
 Przeprowadzone doświadczenia wykazały zależny od 

czasu wzrost ekspresji mRNA XCL1 oraz jej receptorów XCR1  
i ITGA9 we wszystkich badanych obszarach mózgu (kora, 

wzgórze i hipokamp), z wyjątkiem ITGA9 we wzgórzu. Analiza 
poziomu białka XCR1 i ITGA9 nie wykazała zmian w badanych 
strukturach mózgu. Co ważne, po raz pierwszy dostarczyliśmy 

dowodów, że we wszystkich badanych obszarach podniesiony 
jest poziom białka XCL1 24 godziny po urazie mózgu, co 

sugeruje jej udział w inicjacji wtórnych zmian zachodzących po 

uszkodzeniu (Tabela 4).  
 Nasze eksperymenty prowadzone w pierwotnej hodowli komórkowej dowiodły, że 

stymulacja LPS komórek astrogleju, ale nie mikrogleju powoduje zwiększoną ekspresję 

XCL1, na poziomie mRNA. Co ważne zastosowanie XCL1 okazało się nie wywoływać 

żadnych zmian w poziomie mRNA CCL3, CCL4, CCL9, IL-1β, IL-18, IL-6, IL-10 oraz IL-
18BP w pierwotnych hodowlach komórek mikrogleju, ani astrogleju (Tabela 5). Uzyskane 
wyniki sugerują, że XCL1 może działać poprzez neuronalnie zlokalizowane receptory. 
 

 
 

 XCL1 wydaje się być jednym z kluczowych czynników zaangażowanych  
w rozwój wtórnych zmian po uszkodzeniach ośrodkowego układu nerwowego. Obydwa 
receptory tej chemokiny, nie tylko klasyczny XCR1, ale także niedawno 

zidentyfikowany w tej roli ITGA9, mogą być ważnymi punktami uchwytu dla 
interwencji farmakologicznej po urazowym uszkodzeniu mózgu.  

STYMULACJA
XCL1:

BADANE CZYNNIKI

IL-1β IL-6 IL-18 CCL3 CCL4 CCL9 IL-10 IL-18BP

MIKROGLEJ

ASTROGLEJ

Tabela 5. Zmiany ekspresji mRNA wybranych cytokin w pierwotnych hodowlach komórek

mikrogleju i astrogleju po upływie 6 h od stymulacji XCL1. Legenda: brak zmian

BADANA 
TKANKA:

XCL1

24 h 7 d

KORA MÓZGOWA

WZGÓRZE

HIPOKAMP

Tabela 4. Zmiany ekspresji
białka XCL1 24 h i 7 dni po
urazowym uszkodzeniu mózgu

u myszy.
Legenda: brak zmian
wzrost poziomu
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4.4. Zbadanie poziomu markerów wybranych populacji komórek 
immunologicznych i glejowych podczas rozwoju zmian zachodzących w mysim 

modelu bólu neuropatycznego wywołanego podwiązaniem nerwu kulszowego – 
Ciechanowska i wsp, Front Immunol 2022 oraz Brain Sci 2023  

Dostępne, choć wciąż niekompletne dane literaturowe sugerują, że zaktywowane 

komórki immunologiczne i glejowe odgrywają istotną rolę podczas powstawania obwodowej 

i ośrodkowej sensytyzacji w neuropatii o różnej etiologii. Skłoniło nas to do przeprowadzenia 

badań w modelu bólu neuropatycznego wywołanego podwiązaniem nerwu kulszowego  
u myszy i oceny zmian ekspresji mRNA i białka markerów wybranych komórek 

immunologicznych (makrofagów/mikrogleju, mikrogleju astrogleju i/lub oligodendrocytów) 

w szerokim spektrum czasu (24 godziny – 5 tygodni).  
Wykazaliśmy, przy użyciu markera aktywacji mikrogleju/makrofagów (IBA-1), wzrost 

jego ekspresji na poziomie mRNA już w 1 dniu po uszkodzeniu nerwu kulszowego, natomiast 

zmiany w poziomie markera aktywacji mikrogleju (TMEM119) pojawiły się później, czyli  
w 4-7 dniu. Wyniki naszych badań pokazują, że prawdopodobnie w pierwszej kolejności po 

uszkodzeniu nerwu kulszowego są aktywowane makrofagi, a następnie mikroglej (Front 
Immunol 2022 127

). Niewielkie zmiany zaobserwowaliśmy w poziomie mRNA dla markera 
astrogleju, a pojawiły się one w dniu 4. W dalszych analizach stwierdziliśmy jednak znaczący 

wzrost poziomu białka markerów zarówno mikrogleju/makrofagów (IBA-1, 7 dzień) jak  
i astrogleju (GFAP, 7-35 dzień) po podwiązaniu nerwu kulszowego (Brain Sci 2023 223). 
Obserwowane zmiany są zgodne z danymi literaturowymi wskazującymi, że to 

prawdopodobnie 
uszkodzone włókna 

aferentne uwalniają 

czynniki aktywujące 

makrofagi i mikroglej, 
a także wywołują 

proliferację i napływ 

tych komórek. To z kolei prowadzi do opóźnionej aktywacji astrogleju, w naszych badaniach 
obserwowanej aż do 35 dnia. Natomiast ekspresja mRNA oligodendrocytów (Olig2) nie 
ulegała zmianie (Brain Sci 2023 223). Jednakże w pracy, której jestem współautorem, ale nie 

będącej podstawą tego doktoratu, wykazaliśmy brak zmian w poziomie markera limfocytów 

T Cd8+, natomiast podniesioną ekspresję markera neutrofili (MPO) w rdzeniu kręgowym od 

2 do 14 dnia, a białka w dniu 12 
121. Te dane sugerują, że po uszkodzeniu nerwu limfocyty  

T Cd8+ na poziomie rdzenia kręgowego są w niewielkim stopniu zaangażowane,  
w przeciwieństwie do tego co obserwowaliśmy po bezpośrednim uszkodzeniu mózgu (Int  
J Mol Sci 2021 222). Co jednak ważne udział neutrofili, makrofagów, mikrogleju i astrogleju 

wydaje się być równie istotny (Tabela 6). 

Podsumowując, po uszkodzeniu nerwów obwodowych, podobnie jak obserwowano 
po urazie mózgu, wzrasta ekspresja markerów zarówno komórek immunologicznych 
(makrofagi, neutrofile), jak i glejowych (mikroglej, astroglej). Biorąc pod uwagę 

powyższe wyniki, modulacja tych komórek może mieć znaczny potencjał terapeutyczny, 
zarówno po uszkodzeniach obwodowego, jak i ośrodkowego układu nerwowego.  

BADANA 
TKANKA:

BADANE CZYNNIKI
neutrofile limfocyty T oligodendrocyty astroglej makrofagi/

mikroglej
mikroglej

RDZEŃ

KRĘGOWY

Pawlik i wsp.135 Pawlik i wsp. 135

Tabela 6. Zmiany ekspresji mRNA wybranych populacji komórkowych w 7 dniu po
podwiązaniu nerwu kulszowego u myszy. Legenda: brak zmian wzrost poziomu
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4.5. Zbadanie poziomu chemokin z rodziny MIP-1 oraz ich receptorów, a także 

wpływu ich modulacji na symptomy bólowe, w mysim modelu bólu 

neuropatycznego wywołanego podwiązaniem nerwu kulszowego – Ciechanowska  
i wsp. Brain Sci 2023  
 Ważnym powodem braku skutecznej terapii bólu neuropatycznego jest niepełne 

zrozumienie jego patofizjologii, dlatego badania nad mechanizmem jego powstawania są tak 

bardzo istotne. Dowiedziono już, że członkowie rodziny MIP-1 mają silne właściwości 

pronocyceptywne u zdrowych myszy. Nie było jednak danych pokazujących zaangażowania 

tych chemokin w rozwój neuropatii po uszkodzeniu nerwów, a także czy i w jaki sposób ich 

farmakologiczna modulacja może wpłynąć na symptomy bólu neuropatycznego. Stąd naszym 

celem stała się zarówno ocena zmian CCL3, CCL4, CCL9 oraz ich receptorów CCR1 i CCR5 

w szerokim spektrum czasu po podwiązaniu nerwu kulszowego (24 godziny – 5 tygodni), jak 
również sprawdzenie, w jaki sposób ich farmakologiczna blokada może wpłynąć na procesy 

nocycepcji w neuropatii.  
 Prowadzone przez nas eksperymenty wykazały, że rozwój nadwrażliwości u myszy 

idzie w parze ze wzrostem poziomu mRNA wszystkich chemokin z rodziny MIP-1 w rdzeniu 
kręgowym. Jednakże podniesiony 
poziom białka obserwowany był 

tylko w przypadku CCL3 i CCL9 
od 1 do 7 dnia po uszkodzeniu 
(Tabela 7). Dalsze badania 
behawioralne wskazały, że 
blokowanie obydwu tych 
chemokin za pomocą jednorazowych, podpajęczynówkowych podań przeciwciał 

neutralizujących osłabia symptomy bólu neuropatycznego, potwierdzając ich ważną rolę  
w procesach nocycepcji. Warto pamiętać jednak, że spośród nich u ludzi występuje tylko 

CCL3. Co ciekawe poziom białka CCR1 i CCR5 nie wzrasta w rdzeniu kręgowym 7 dni po 

uszkodzeniu nerwu, a nawet spada w przypadku CCR1 (Tabela 7). Jest to zapewne 
spowodowane jego silną internalizacją po ekspozycji na endogenne ligandy, których  
ekspresja wzrasta w neuropatii. Co ważne, blokada receptorów poprzez jednorazowe, 

podpajęczynówkowe podania antagonistów, to jest J113863 (CCR1), TAK-220 (CCR5)  
i AZD-5672 (CCR5) odwraca dobrze rozwiniętą nadwrażliwość mechaniczną i termiczną  
u myszy. Pragniemy podkreślić, że w naszych eksperymentach wykazaliśmy po raz pierwszy 

dużą skuteczność silnych i selektywnych antagonistów CCR5, niebadanych wcześniej pod 

kątem łagodzenia objawów bólowych. Co szczególnie cenne z klinicznego punktu widzenia, 

zarówno przeciwciała neutralizujące CCL3, jak i antagoniści obu receptorów nie tylko 

skutecznie obniżają nadwrażliwość, ale również podnoszą analgetyczne właściwości morfiny.  
 Uzyskane wyniki dowodzą ważnej roli dwóch chemokin z rodziny MIP-1, CCL3  
i CCL9, w patologii bólu neuropatycznego u myszy, ze względu na ich silne zmiany na 

poziomie rdzenia kręgowego oraz efekty analgetyczne uzyskane w wyniku ich blokady. 
Przeprowadzone eksperymenty wskazują na CCR1 i CCR5 jako nowe potencjalne 

punkty uchwytu w leczeniu bólu neuropatycznego. Ponadto, co ważne, farmakologiczna 
blokada CCL3, jak i CCR1, CCR5 może być korzystna w przypadku terapii skojarzonej 
z lekami opioidowymi.  

BADANA 
TKANKA:

BADANE CZYNNIKI
CCL3 CCL4 CCL9 CCR1 CCR5

24 h 7 d 24 h 7 d 24 h 7 d 24 h 7 d 24 h 7 d

RDZEŃ KRĘGOWY

Tabela 7. Zmiany ekspresji białka chemokin z rodziny MIP-1 i ich
receptorów 24 h i 7 dni po podwiązaniu nerwu kulszowego u myszy.
Legenda: brak zmian wzrost spadek poziomu
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4.6. Zbadanie poziomu chemokiny XCL1 oraz jej receptorów, a także wpływu ich 

modulacji na symptomy bólowe, w mysim modelu bólu neuropatycznego 

wywołanego podwiązaniem nerwu kulszowego – Ciechanowska i wsp. Front 
Immunol 2022 

Badania w modelu neuropatii cukrzycowej dowiodły znacznego udziału XCL1  
w transmisji nocyceptywnej, jednak rola jej receptorów nie została wówczas zgłębiona. Było 

to prawdopodobnie spowodowane brakiem odpowiednich narzędzi farmakologicznych  
w tamtym czasie. W świetle najnowszych doniesień o dwóch funkcjonalnych receptorach, 

postanowiliśmy sprawdzić zmiany w poziomie XCL1, XCR1 i ITGA9, w szerokim spektrum 
czasu po podwiązaniu nerwu kulszowego (24 godziny – 5 tygodni), a także jak ich 

farmakologiczna modulacja wpływa na objawy bólu neuropatycznego oraz efekty 

przeciwbólowe dwóch leków opioidowych.  
W pierwszym etapie badań wykazaliśmy istotny 

wzrost XCL1 na poziomie mRNA i białka (Tabela 8) 
utrzymujący się do 5 tygodni. W przypadku receptorów 

obserwowaliśmy wzrost w poziomie białka XCR1 do 7 

dni oraz nieznaczny spadek poziomu ITGA9 w dniu 7 
(Tabela 8). Bogatsi o wiedzę o istnieniu dwóch 
funkcjonalnych receptorów XCL1 postanowiliśmy sprawdzić przede wszystkim, za pomocą 

którego z nich chemokina ta wywołuje probólowe działanie i udowodniliśmy, że obydwa 

receptory są zaangażowane w rozwój nadwrażliwości na bodźce mechaniczne i termiczne. 

Ponadto neutralizacja XCL1 oraz blokada obydwu receptorów za pomocą vMIP-II 
(antagonista XCR1) i YA4 (przeciwciało neutralizujące ITGA9) zmniejsza nadwrażliwość 

termiczną i mechaniczną. W następnym etapie, po podaniu przeciwciał neutralizujących 

XCL1 wykazaliśmy wzmocnione działanie morfiny. Z kolei blokada XCR1 pozytywnie 

wpłynęła na skuteczność buprenorfiny, a neutralizacja ITGA9 wzmacniała zarówno 

analgetyczne działanie buprenorfiny, jak i morfiny. Jednak, spośród zastosowanych narzędzi 

farmakologicznych, to neutralizacja XCL1 zasługuje na szczególną uwagę ze względu na 

długi czas utrzymywania się efektów, czyli co najmniej 48 godzin. Przeprowadziliśmy także 

badanie immunofluorescencyjne które wykazało, że XCL1 jest uwalniana przez astroglej  
w rdzeniu kręgowym, podczas gdy obydwa badane receptory są zlokalizowane na neuronach. 

Co ważne to odkrycie jest spójne z wynikami uzyskanymi wcześniej (Pharmacol 
Rep 2020 221) i tłumaczy dlaczego XCL1 w warunkach in vitro nie powoduje aktywacji 
pierwotnych hodowli mikrogleju i astrogleju. Nasza praca rzuca również nowe światło na 

spektrum działania minocykliny. Pokazaliśmy bowiem, że jej silny potencjał przeciwbólowy 
w neuropatii, może być spowodowany faktem, że substancja ta wpływa na więcej czynników 

immunologicznych niż wcześniej sądzono, w tym obniża poziom XCL1. 
Przedstawione badania pokazują po raz pierwszy, że sygnalizacja XCL1/XCR1  

i XCL1/ITGA9 przyczynia się do rozwoju nadwrażliwości bólowej. Spośród 
przebadanych receptorów, to atypowy ITGA9 wydaje się być lepszym punktem uchwytu 

dla terapii, jednak obydwa są godne uwagi w poszukiwaniu skutecznej strategii leczenia 

bólu neuropatycznego. Co ważne, zarówno blokada XCL1, jak i obu przebadanych 
receptorów wydaje się ciekawym podejściem ze względu na jej korzystny wpływ na 

efektywność leków opioidowych. 

BADANA 
TKANKA:

BADANE CZYNNIKI

XCL1 XCL1 ITGA9

24 h 7 d 24 h 7 d 24 h 7 d

RDZEŃ KRĘGOWY

Tabela 8. Zmiany ekspresji białka XCL1 i jej receptorów

w 7 dniu po podwiązaniu nerwu kulszowego u myszy.
Legenda: brak zmian wzrost spadek poziomu
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Differently Engaged after Traumatic Brain
Injury—Time-Dependent Changes in the Cortex, Striatum,
Thalamus and Hippocampus in a Mouse Model
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Abstract: The complement system is involved in promoting secondary injury after traumatic brain
injury (TBI), but the roles of the classical and lectin pathways leading to complement activation
need to be clarified. To this end, we aimed to determine the ability of the brain to activate the
synthesis of classical and lectin pathway initiators in response to TBI and to examine their expression
in primary microglial cell cultures. We have modeled TBI in mice by controlled cortical impact
(CCI), a clinically relevant experimental model. Using Real-time quantitative polymerase chain
reaction (RT-qPCR) we analyzed the expression of initiators of classical the complement component
1q, 1r and 1s (C1q, C1r, and C1s) and lectin (mannose binding lectin A, mannose binding lectin C,
collectin 11, ficolin A, and ficolin B) complement pathways and other cellular markers in four brain
areas (cortex, striatum, thalamus and hippocampus) of mice exposed to CCI from 24 h and up to
5 weeks. In all murine ipsilateral brain structures assessed, we detected long-lasting, time- and area-
dependent significant increases in the mRNA levels of all classical (C1q, C1s, C1r) and some lectin
(collectin 11, ficolin A, ficolin B) initiator molecules after TBI. In parallel, we observed significantly en-
hanced expression of cellular markers for neutrophils (Cd177), T cells (Cd8), astrocytes (glial fibrillary
acidic protein—GFAP), microglia/macrophages (allograft inflammatory factor 1—IBA-1), and mi-
croglia (transmembrane protein 119—TMEM119); moreover, we detected astrocytes (GFAP) and
microglia/macrophages (IBA-1) protein level strong upregulation in all analyzed brain areas. Further,
the results obtained in primary microglial cell cultures suggested that these cells may be largely
responsible for the biosynthesis of classical pathway initiators. However, microglia are unlikely to
be responsible for the production of the lectin pathway initiators. Immunofluorescence analysis
confirmed that at the site of brain injury, the C1q is localized in microglia/macrophages and neurons
but not in astroglial cells. In sum, the brain strongly reacts to TBI by activating the local synthesis of
classical and lectin complement pathway activators. Thus, the brain responds to TBI with a strong,
widespread and persistent upregulation of complement components, the targeting of which may
provide protection in TBI.

Keywords: complement component 1q (C1q); complement component 1s (C1s); complement compo-
nent 1r (C1r); collectin 11; ficolin A; ficolin B; mannose binding lectin A (MBL-A); mannose binding
lectin C (MBL-C); cortex; striatum; thalamus; hippocampus
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1. Introduction

Traumatic brain injury (TBI) persists as a leading cause of disability and mortality
affecting the worldwide community. TBI is known to be associated with primary me-
chanical damage that results in secondary pathogenic cellular cascades, activated within
minutes following injury, that interacts in a complex network, which leads to cell death
or recovery [1]. In patients surviving TBI, this secondary injury cascade, which is closely
related to activation of the inflammatory response, is believed to be responsible for the
evolution of the brain damage [2,3]. Not enough is known about the cellular and molecular
changes occurring during the secondary damage, which evolves over days after the injury.
Gaining knowledge about these changes will be very important for development of novel
pharmacological and therapeutic interventions [4].

The complement system is a powerful effector tool of innate and adaptive immu-
nity. In the brain, the complement system is known to subserve multiple functions,
including regulation of synaptic pruning during development, control of homeostatic
functions in the uninjured brain, and coordination of the inflammatory response following
injury. There are three pathways leading to full activation of the complement cascade:
the classical, the alternative, and the lectin pathway, each responding to specific danger
signals and characterized by specific initiators and enzymes. The classical pathway is acti-
vated following the binding of the C1q-C1s-C1r complex to antigen-antibody complexes or
directly to specific molecules (i.e., beta-amyloid, C reactive protein, DNA, and apoptotic
bodies). The lectin pathway activator molecules include different pattern recognition
molecules, such as mannose binding lectins (MBLs, found in rodents in two isoforms:
A and C) and collectin-11, or by ficolins (found in rodents in two isoforms: A and B),
which bind to high-density arrays of mannose, fucose, and N-acetylated sugars present
on the surface of injured cells or pathogens. Spontaneous hydrolysis of circulating C3
(tick-over process) into C3 (H2O) on cellular surfaces acts as activator of the alternative
pathway. The three pathways converge into a common pathway, resulting in the formation
of the terminal C5b-9 complement complex the effector of cell lysis. A few fragments which
are produced along the cascade, such as C3b, C4b, and C5b, possess direct inflammatory
properties and act as opsonins, inducing an overactivation of the phagocytic response.
In addition, the complement components coordinate an innate and adaptive immune
reaction by interacting with multiple immune cells [5]. Complement activation results in
the production of anaphylatoxins (C3a and C5a), powerful mediators of inflammation,
which causes recruitment and activation of different cells, including neutrophils, T cells and
macrophages. Neutrophils, which are the most abundant leukocytes in circulation, are also
the first-line immune cells that reach the sites of injury [6,7]. Brain Cd8+ T cells may impact
prolonged motor deficits and myelin pathology. Moreover, TBI-related neuroinflammation
is also characterized by changes in the morphology and number of oligodendrocytes,
astrocytes and microglia/macrophages [6–9]. Recently, clinical studies have supported
these data, showing the maintenance of sustained astrocytes and microglial activation in
the brains of TBI patients [10,11].

The complement system contributes to secondary injury in TBI [5,12], but while it is
well established that injury activates the complement cascade as a systemic response and
that circulating complement components get into the brain through the injured blood-brain
barrier (BBB), little is known about local activation. Therefore, the purpose of our research
was to determine the ability of the brain to activate the synthesis of classical and lectin path-
way initiators in response to TBI and to examine their expression in different types of brain
cells. Based on previous experiments, we performed controlled cortical impact (CCI) in
mice, which is a clinically relevant experimental model of TBI that causes a large inflamma-
tory response and drives the progression of brain injury [3,13,14]. We examined concomitant
spatiotemporal changes occurring at the mRNA and/or protein levels of classical (C1q, C1s,
and C1r) and lectin (MBL-A, MBL-C, collectin 11, ficolin A, and ficolin B) complement factors
as well as cellular markers of neutrophils (Cd177), T cells (Cd8), oligodendrocytes (oligoden-
drocyte transcription factor 2—Olig2), astrocytes (GFAP), microglia/macrophages (IBA-1),
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and microglia (TMEM119) in various brain structures (cortex, striatum, thalamus, and hip-
pocampus) after TBI. Moreover, we used confocal microscopy to study the C1q cellular
localization in the contused cortex after TBI. We also studied the effect of lipopolysaccha-
ride (LPS), an inflammatory stimulus, on the levels of a few classical and lectin pathway
components in primary microglial cell cultures.

2. Results
2.1. Time-Dependent Study of Cd177, Cd8 and Olig2 mRNA Expression in the Cortex, Striatum,
Thalamus, and Hippocampus after TBI in Mice

The elevated mRNA expression of Cd177 (a cellular marker of neutrophils) was
observed in the cortex, striatum, and hippocampus (Figure 1A,B,D). In the cortex and
striatum, Cd177 upregulation began 24 h after TBI, was the highest on the 4th day and
remained elevated until the 7th day after traumatic brain injury when compared to that of
sham-operated animals (Figure 1A,B).
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Figure 1. (A–L). The mRNA expression changes of Cd177, Cd8, and Olig2 in the cortex, striatum, thalamus, and hippocampus of
TBI compared to sham-injured animals at different time points (24 h–5 weeks). The data are given as fold changes relative to the
control as mean± SEM (standard error of the mean) (sham groups, n = 5–8; TBI groups, n = 4–8). * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001
show differences considered statistically significant between the sham and TBI groups, + p < 0.05; ++ p < 0.01; +++ p < 0.001 show
differences considered statistically significant comparing to the 24 h TBI group; # p < 0.05; ## p < 0.01; ### p < 0.001 show differences
considered statistically significant comparing to the 4th day TBI group; & p < 0.05; &&& p < 0.001 show differences considered
statistically significant when comparing to the 7th day TBI group; ˆ p < 0.05; ˆˆˆ p < 0.001 show differences considered statistically
significant comparing to the 2 weeks TBI group as estimated by two-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test.
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In the hippocampus, Cd177 upregulation began and reached a peak 4 days after brain
injury and then decreased after day 7. We did not observe any changes in expression
of Cd177 in the thalamus (Figure 1C). For the mRNA expression of Cd177, the two-way
ANOVA confirmed a significant interaction between the considered time points and TBI for
the cortex (F4,55 = 9.34; p < 0.0001) (Figure 1A), striatum (F4,55 = 7.88; p < 0.0001) (Figure 1B),
and hippocampus (F4,52 = 7.47; p < 0.0001) (Figure 1D).

Upregulation of Cd8 mRNA expression (a cellular marker of T cells) was observed in all
studied structures. The changes began in the cortex 4 days after injury and in the striatum and
hippocampus on the 7th day. When comparing to the mRNA level of sham-operated animals,
the highest value was observed 2 weeks after brain injury in cortex and striatum and 5 weeks
after injury in the hippocampus. In the cortex and hippocampus, Cd8 mRNA remained ele-
vated until the 5th week, which was the last time point (Figure 1E,H). For the mRNA expres-
sion of Cd8, the two-way ANOVA confirmed a significant interaction between the considered
time points and TBI in the cortex (F4,55 = 8.76; p < 0.0001) (Figure 1E), striatum (F4,55 = 3.52;
p = 0.0125) (Figure 1F), and hippocampus (F4,53 = 2.76; p = 0.0372) (Figure 1H). Moreover,
after TBI, we observed upregulation of Cd8 in the thalamus (Figure 1G) between the 7th
day and 5th week when compared to that in sham animals, according to Bonferroni’s post
hoc analysis.

The expression of Olig2 (a marker of oligodendrocytes) was significantly elevated
in the cortex, and the upregulation was observed 4 days after injury. For the mRNA
expression of Olig2 in the cortex, two-way ANOVA confirmed a significant interaction
between the considered time points and TBI (F4,54 = 7.06; p = 0.0001) (Figure 1I). Moreover,
we observed upregulation of Olig2 in the striatum (Figure 1J) on the 4th day and 2nd
week and hippocampus on the day 7th after TBI when compared to that in sham animals,
according to Bonferroni’s post hoc analysis. No changes in mRNA expression were obtained
in the thalamus.

2.2. Time-Dependent Study of GFAP, IBA-1 and TMEM119 mRNA Expression in the Cortex,
Striatum, Thalamus, and Hippocampus after TBI in Mice

GFAP (a marker of astroglia) expression was elevated in all studied brain struc-
tures, and the strongest changes were observed in the cortex, striatum, and hippocam-
pus 4–7 days after injury. In the cortex, the GFAP upregulation began 24 h after injury,
reached the highest value on day 4 and then significantly declined until the 5th week
following injury (Figure 2A). For the striatum and hippocampus, GFAP upregulation also
started 24 h after TBI and reached a maximum on the same day. For the mRNA expression
of GFAP, two-way ANOVA confirmed a significant interaction between the considered time
points and TBI in the cortex (F4,56 = 15.34; p < 0.0001) (Figure 2A), striatum (F4,54 = 21.30;
p < 0.0001) (Figure 2B), and hippocampus (F4,51 = 3.88; p = 0.0080) (Figure 2D). Moreover,
we observed GFAP upregulation in the thalamus (Figure 2C) from the 4th day and 2nd
week after TBI when comparing with that in sham animals, according to Bonferroni’s post
hoc analysis.

We observed a significant increase in IBA-1 (a marker of microglia/macrophages)
mRNA levels in all analyzed brain structures (cortex, striatum, thalamus, and hippocam-
pus). The upregulation was observed in all analyzed brain areas on the 4th day after injury,
except the thalamus where the mRNA increase was observed 24 h after TBI. The peak
was observed on days 4–7 in the analyzed brain areas, and the level remained elevated
in all cases at least to 7 days after brain injury compared to the level in sham-operated
animals (Figure 2E–H). In the thalamus, the upregulation was maintained until 5 weeks
after injury (Figure 2G). For mRNA expression of IBA-1, two-way ANOVA confirmed a sig-
nificant interaction between the considered time points and TBI for the cortex (F4,56 = 13.64;
p < 0.0001) (Figure 2E), striatum (F4,56 = 14.77; p < 0.0001) (Figure 2F), thalamus (F4,56 = 2.90;
p = 0.0299) (Figure 2G), and hippocampus (F4,54 = 5.97; p = 0.0005) (Figure 2H).
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Figure 2. (A–L). The mRNA expression changes of GFAP, IBA-1, and TMEM119 in the cortex, striatum, thalamus,
and hippocampus of TBI compared to sham-injured animals at different time points (24 h–5 weeks). The data are
given as fold changes relative to the control as mean ± SEM (sham groups, n = 4–8; TBI groups, n = 5–8). * p < 0.05;
** p < 0.01; *** p < 0.001 show differences considered statistically significant between the sham and TBI groups, + p < 0.05;
++ p < 0.01; +++ p < 0.001 show differences considered statistically significant comparing to the 24 h TBI group; # p < 0.05;
## p < 0.01; ### p < 0.001 show differences considered statistically significant comparing to the 4th day TBI group; & p < 0.05;
&& p < 0.01; &&& p < 0.001 show differences considered statistically significant when comparing to the 7th day TBI group;
ˆˆˆ p < 0.001 shows differences considered statistically significant comparing to the 2 weeks TBI group as estimated by
two-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test.

Elevated mRNA expression of TMEM119 (a marker of microglia) was observed in
the cortex, striatum, and hippocampus (Figure 2I,J,L). In the cortex and striatum, the up-
regulation was first observed and it reached the highest level on the 4th day after injury
(Figure 2I,J). In the hippocampus, mRNA upregulation also began 4 days after brain injury
but reached a peak 4–7 days after injury, after which it decreased (Figure 2L). For mRNA
expression of TMEM119, two-way ANOVA confirmed a significant interaction between
the considered time points and TBI in the cortex (F4,56 = 20.89; p < 0.0001) (Figure 2I),
striatum (F4,55 = 6.84; p = 0.0002) (Figure 2J), and hippocampus (F4,53 = 4.51; p = 0.0033)
(Figure 2L).
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2.3. Study of GFAP and IBA-1 Protein Levels in the Cortex, Striatum, Thalamus,
and Hippocampus of TBI or Sham-Injured Mice at Selected Time Points

The GFAP protein level was increased in all tested brain regions 7 days after TBI
(Figure 3A–D). For GFAP protein expression, two-way ANOVA confirmed a significant in-
teraction between the considered time points and TBI in the cortex (F1,16 = 15.13; p = 0.0013)
(Figure 3A), striatum (F1,19 = 29.64; p < 0.0001) (Figure 3B), and hippocampus (F1,20 = 11.65;
p = 0.0028) (Figure 3D). Moreover, we observed elevated levels of GFAP in the thalamus
(Figure 3C) 24 h and 7 days after TBI when comparing to the levels in sham animals,
according to Bonferroni’s post hoc analysis. The upregulation of GFAP protein was signifi-
cantly higher on the 7th day after injury when compared to its level 24 h after injury in all
subjected brain areas, as evaluated by Bonferroni’s post hoc test.

Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, x FOR PEER REVIEW 6 of 28 

 

thalamus (Figure 3C) 24 h and 7 days after TBI when comparing to the levels in sham 

animals, according to Bonferroni’s post hoc analysis. The upregulation of GFAP protein 

was significantly higher on the 7th day after injury when compared to its level 24 h after 

injury in all subjected brain areas, as evaluated by Bonferroni’s post hoc test. 

 

Figure 3. A–H. The protein expression changes of IBA-1 and GFAP in the cortex, striatum, thalamus, and hippocampus of 

TBI compared to sham-injured animals at different time points (24 h and 7th days). The data are given as fold changes 

relative to the control as mean ± SEM (sham groups, n = 4–6; TBI groups, n = 4–6). *p < 0.05; ***p < 0.001 show differences 

considered statistically significant between the sham and TBI groups, +p < 0.05; +++p < 0.001 show differences considered 

statistically significant comparing to the 24 h TBI group as estimated by two-way ANOVA followed by Bonferroni’s post 

hoc test. 

Similar to the GFAP, IBA-1 protein levels were elevated in all tested structures 7 

days after TBI (Figure 3E–H). Moreover, upregulation of IBA-1 was observed in the 

thalamus 24 h after injury (Figure 3G). For IBA-1 protein expression, two-way ANOVA 

confirmed a significant interaction between the considered time points and TBI in the 

cortex (F1,14 = 10.30; p = 0.0063) (Figure 3E) and hippocampus (F1,19 = 4.56; p = 0.0459) 

(Figure 3H). Moreover, we observed elevated levels of IBA-1 in the striatum on the 7th 

sham TBI sham TBI 
0

5

10

15

24 h 7th day

GFAP

GAPDH

***

F
ol

d 
ch

an
ge

 o
f 

co
nt

ro
l +++

45 kDA

37 kDA

sham TBI sham TBI 
0

2

4

6

8

24 h 7th day

***

+++

F
ol

d 
ch

an
ge

 o
f 

co
nt

ro
l

IBA-1

GAPDH

17 kDA

37 kDA

sham TBI sham TBI 
0

5

10

15

24 h 7th day

***

+++

F
ol

d 
ch

an
ge

 o
f 

co
nt

ro
l

GFAP

GAPDH

45 kDA

37 kDA

sham TBI sham TBI 
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

24 h 7th day

*
F

ol
d 

ch
an

ge
 o

f 
co

nt
ro

l

IBA-1

GAPDH

17 kDA

37 kDA

sham TBI sham TBI 
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

24 h 7th day

*

+

***

F
ol

d 
ch

an
ge

 o
f 

co
nt

ro
l

GFAP

GAPDH

45 kDA

37 kDA

sham TBI sham TBI 
0

1

2

3

24 h 7th day

*

***

F
ol

d 
ch

an
ge

 o
f 

co
nt

ro
l

IBA-1

GAPDH

17 kDA

37 kDA

sham TBI sham TBI 
0

2

4

6

8

24 h 7th day

***

+++

F
ol

d 
ch

an
ge

 o
f 

co
nt

ro
l

GFAP

GAPDH

45 kDA

37 kDA

sham TBI sham TBI 
0

2

4

6

8

10

24 h 7th day

*

F
ol

d 
ch

an
ge

 o
f 

co
nt

ro
l +

IBA-1

GAPDH

17 kDA

37 kDA

co
rt

ex
st

ri
at

um
th

al
am

us
hi

pp
oc

am
pu

s
IBA-1GFAP

A

B

C

D

E

F

G

H

Figure 3. (A–H). The protein expression changes of IBA-1 and GFAP in the cortex, striatum, thalamus,
and hippocampus of TBI compared to sham-injured animals at different time points (24 h and 7th
days). The data are given as fold changes relative to the control as mean ± SEM (sham groups,
n = 4–6; TBI groups, n = 4–6). * p < 0.05; *** p < 0.001 show differences considered statistically
significant between the sham and TBI groups, + p < 0.05; +++ p < 0.001 show differences considered
statistically significant comparing to the 24 h TBI group as estimated by two-way ANOVA followed
by Bonferroni’s post hoc test.
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Similar to the GFAP, IBA-1 protein levels were elevated in all tested structures 7 days
after TBI (Figure 3E–H). Moreover, upregulation of IBA-1 was observed in the thalamus 24 h
after injury (Figure 3G). For IBA-1 protein expression, two-way ANOVA confirmed a sig-
nificant interaction between the considered time points and TBI in the cortex (F1,14 = 10.30;
p = 0.0063) (Figure 3E) and hippocampus (F1,19 = 4.56; p = 0.0459) (Figure 3H). Moreover,
we observed elevated levels of IBA-1 in the striatum on the 7th day (Figure 3F) and tha-
lamus (Figure 3G) 24 h and 7 days after injury when comparing with the levels in sham
animals, according to Bonferroni’s post hoc analysis.

2.4. Time-Dependent Study of C1q, C1s, and C1r mRNA Expression in the Cortex, Striatum,
Thalamus, and Hippocampus After TBI in Mice

We observed a significant C1q mRNA increase in the cortex, striatum, and thalamus
from 4 days to 2 weeks following injury and in the hippocampus from 4 to 7 days fol-
lowing injury. The highest level was observed on the 4th day in the cortex and striatum,
on week 2nd in the thalamus and on days 4–7 in the hippocampus when comparing to
sham-operated animals (Figure 4A–D). For C1q mRNA expression, two-way ANOVA
confirmed a significant interaction between the considered time points and TBI in the
cortex (F4,55 = 19.57; p < 0.0001) (Figure 4A), striatum (F4,56 = 11.81; p < 0.0001) (Figure 4B),
thalamus (F4,55 = 3.74; p = 0.0092) (Figure 4C), and hippocampus (F4,56 = 3.67; p = 0.0101)
(Figure 4D).

Elevated C1s mRNA expression was observed in the cortex, striatum, thalamus and
hippocampus. In the cortex, the upregulation began 24 h after TBI and remained elevated
until 5 weeks (Figure 4E). In the hippocampus, the upregulation began 7 days after TBI and
also remained elevated until 5 weeks. (Figure 4H). For C1s mRNA expression, two-way
ANOVA confirmed a significant interaction between the considered time points and TBI in
the cortex (F4,55 = 2.69; p < 0.0406) (Figure 4E) and hippocampus (F4,55 = 3.16; p = 0.0206)
(Figure 4H). Moreover, according to Bonferroni’s post hoc analysis, we observed elevated
levels of C1s in the striatum (Figure 4F) and the thalamus (Figure 4G) after TBI compared
with levels in sham animals. Increased C1s levels were observed between 24 h and 7 days
after injury in the striatum and between 24 h and 4 days after injury in the thalamus.

Elevated expression of C1r was observed in the striatum and thalamus 24 h after
brain injury. In the hippocampus, C1r upregulation began 7 days after TBI and remained
elevated until 5 weeks (Figure 4L). The highest levels of C1r upregulation were observed
24 h after injury in the striatum and thalamus and 7 days after injury in the hippocampus
(Figure 4J–L). For C1r mRNA expression, two-way ANOVA confirmed a significant inter-
action between the considered time points and TBI in the striatum (F4,54 = 2.94; p = 0.0285)
(Figure 4J), thalamus (F4,49 = 3.07; p < 0.0246) (Figure 4K), and hippocampus (F4,48 = 3.18;
p < 0.0214). Moreover, according to Bonferroni’s post hoc analysis, we observed elevated
levels of C1r in the cortex (Figure 4I) 24 h, 4 days, and 2 weeks after TBI when compared
with levels in sham animals.
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Figure 4. (A–L). The mRNA expression changes of C1q, C1s, and C1r in the cortex, striatum, thalamus, and hippocampus of
TBI compared to sham-injured animals at different time points (24 h–5 weeks). The data are given as fold changes relative to
the control as mean ± SEM (sham groups, n = 3–8; TBI groups, n = 4–8). * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 show differences
considered statistically significant between the sham and TBI groups, + p < 0.05; ++ p < 0.01; +++ p < 0.001 show differences
considered statistically significant comparing to the 24 h TBI group; # p < 0.05; ## p < 0.01; ### p < 0.001 show differences
considered statistically significant comparing to the 4th day TBI group; & p < 0.05; && p < 0.01 show differences considered
statistically significant when comparing to the 7th day TBI group; ˆˆ p < 0.01; ˆˆˆ p < 0.001 show differences considered
statistically significant comparing to the 2 weeks TBI group as estimated by two-way ANOVA followed by Bonferroni’s
post hoc test.

2.5. C1q Localization in the Contused Tissue

Immunofluorescence analysis confirmed the presence of C1q in the contused cortex 96 h
after TBI. Interestingly, C1q localizes to brain vessels and cell-like structures (Figure 5A).
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Figure 5. (A,B). Confocal analysis of C1q localization in the contused cortex 96 h after TBI. (A) C1q (green) is present on
brain vessels (IB4, red) and in cell-like structures (arrows). Nuclei are in blue. (B) Three-dimensional image rendering
shows C1q in vessels. Images are representative of at least two independent experiments. Scale bar = 20 µm.

Confocal analysis was performed of C1q and microglia/macrophage localization in
the contused cortex 96 h after TBI (Figure 6). Panels A and D show that C1q does not
generally colocalize with microglia/macrophages, although it localizes in close proximity
to them. Instead, C1q appears with vessel-like morphology, as shown in Figure 5. Panels B
and C show the high magnification, three-dimensional image rendering of C1q inside
Cd45 positive cells. Panels E and F show the high magnification, three-dimensional image
rendering of C1q surrounded by microglia/macrophages. Images are representative of at
least two independent experiments.
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Figure 6. (A–F). Confocal analysis of C1q and microglia/macrophage reciprocal localization in the con-
tused cortex 96 h after TBI. (A,D) C1q (green) does not generally colocalize with microglia/macrophages
(Cd45, red) although it appears in close proximity to them (arrow in A). C1q appears with vessels-like
morphology (arrow in D), as shown in Figure 5. Scale bar = 50 µm. (B,C). High magnification, three-
dimensional image rendering shows C1q localization inside Cd45 positive cells. (E,F) High magnification,
three-dimensional image rendering shows C1q surrounded by microglia/macrophages. Images are
representative of at least two independent experiments. Nuclei are in blue. Scale bar = 5 µm.

Figure 7 shows confocal analysis of C1q and astrocyte localization in the contused
cortex 96 h after TBI. C1q is present along the border of the lesion, but it does not specifically
co-localize with astrocytes.
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Images are representative of at least two independent experiments. Scale bar = 10 µm.

Figure 8 shows confocal analysis of C1q and neuronal localization in the contused
cortex 96 h after TBI.
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Figure 8. (A–D). Confocal analysis of C1q and neuron reciprocal localization in the contused cortex 96 h after TBI. (A,C) C1q
(green) is present along the border of the lesion close to neurons (NeuN, red). C1q frequently localizes in close proximity to
neurons. (B–D) Three-dimensional image rendering shows C1q colocalization with neurons, possibly driving apoptosis.
Images are representative of at least two independent experiments. Nuclei are in blue. Scale bar = 10 µm.

2.6. Time-Dependent Study of Mannose Binding Lectin A and C, Collectin 11, Ficolin A and
Ficolin B mRNA Expression in the Cortex, Striatum, Thalamus, and Hippocampus After TBI
in Mice

Basal mRNA levels of collectin 11 (Figure 9A–D), ficolin A (Figure 9E–H) and ficolin B
(Figure 9I–L) were detected in the brains of control mice, but mannose binding lectin A and
mannose binding lectin C mRNA were not detected (Table 1).
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Figure 9. (A–L). The mRNA expression changes of collectin 11, ficolin A, and ficolin B in the cortex, striatum, thalamus,
and hippocampus of TBI compared to sham-injured animals at different time points (24 h–5 weeks). The data are given as
fold changes relative to the control as mean ± SEM (sham groups, n = 3–8; TBI groups, n = 4–8). * p < 0.05; *** p < 0.001 show
differences considered statistically significant between the sham and TBI groups, + p < 0.05; ++ p < 0.01; +++ p < 0.001 show
differences considered statistically significant comparing to the 24 h TBI group; # p < 0.05; ## p < 0.01; ### p < 0.001 show
differences considered statistically significant comparing to the 4th day TBI group; & p < 0.05; && p < 0.01; show differences
considered statistically significant when comparing to the 7th day TBI group; ˆ p < 0.05; ˆˆˆ p < 0.001 show differences
considered statistically significant comparing to the 2 weeks TBI group as estimated by two-way ANOVA followed by
Bonferroni’s post hoc test.

Table 1. The mannose binding lectin A (MBL-A) and mannose binding lectin C (MBL-C) mRNA expression
in brain structures (cortex, striatum, thalamus, and hippocampus) of sham/TBI-injured mice at
selected time points (24 h, 4 days, 7 days, 2 weeks, 5 weeks) was not detected.

Brain Areas MBL-A MBL-C

cortex not detected not detected

striatum not detected not detected

thalamus not detected not detected

hippocampus not detected not detected
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Moreover, changes in collectin 11 (Figure 9A–D), ficolin A (Figure 9E–H) and ficolin B
(Figure 9I–L) mRNAs were also detected after brain injury. Following TBI, elevated collectin
11 mRNA levels were observed in the cortex and striatum, beginning on 4 days after TBI
and were observed until 2 weeks following injury when compared to the levels observed
in the sham group (Figure 9A,B). We did not observe any changes in expression of col-
lectin 11 in the thalamus (Figure 9C). For collectin 11 mRNA expression, two-way ANOVA
confirmed a significant interaction between the considered time points and TBI in the cor-
tex (F4,56 = 3.54; p = 0.0121) (Figure 9A) and striatum (F4,56 = 3.24; p = 0.0184) (Figure 9B).
Moreover, according to Bonferroni’s post hoc analysis, we observed elevated collectin 11 lev-
els in the hippocampus (Figure 9D) on the 7th day after TBI when compared to the levels in
sham animals.

After TBI, ficolin A mRNA levels were significantly increased in all analyzed brain
structures (the cortex, striatum, thalamus, and hippocampus) in comparison to the lev-
els in sham-operated animals. The upregulation was observed in all brain structures on
the 4th day after TBI and also peaked on the 4th day after injury in the cortex, striatum,
and thalamus (Figure 9E–G). However, the highest hippocampal ficolin A mRNA lev-
els were observed on days 4–7 after injury (Figure 9H). For ficolin A mRNA expression,
two-way ANOVA confirmed a significant interaction between the considered time points
and TBI in the cortex (F4,56 = 14.38; p < 0.0001) (Figure 9E), striatum (F4,56 = 13.41; p < 0.0001)
(Figure 9F), thalamus (F4,56 = 7.28; p < 0.0001) (Figure 9G), and hippocampus (F4,52 = 4.04;
p = 0.0063) (Figure 9H).

Moreover, according to Bonferroni’s post hoc analysis, we observed elevated levels of
ficolin B in the cortex and hippocampus after TBI (Figure 9I,K,L) when comparing to levels
in sham animals.

2.7. Study of C1q, C1s, C1r, Mannose Binding Lectin A, Mannose Binding Lectin C, Collectin 11,
Ficolin A, and Ficolin B mRNA Expression in Primary Microglial Cultures After LPS Treatment

The basal mRNA levels of C1q (Figure 10A), C1s (Figure 10B), and C1r (Figure 10C)
were assessed in primary microglia cell cultures. After LPS stimulation, a significant in-
crease in all the initiators of the classical pathway was observed (Figure 10A–C). In primary
microglial cell cultures, after LPS stimulation, increased mRNA levels were observed for
C1q (1.74 ± 0.14 (t4 = 4.96; p = 0.0077)) (Figure 10A), C1s (6.84 ± 1.79 (t4 = 3.25; p = 0.0314))
(Figure 10B), and C1r (7.92± 1.72 (t4 = 4.01; p = 0.0160)) (Figure 10C).

Further, the basal mRNA levels of collectin 11 (Figure 10D) and ficolin A (Figure 10E)
but not ficolin B, mannose binding lectin A, or mannose binding lectin C (Figure 10F) were
assessed in primary microglial cell cultures. After LPS stimulation, a significant decrease
in ficolin A (0.65 ± 0.44 (t4 = 3.4; p = 0.0273)) (Figure 10E) was observed.
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Figure 10. (A–F). The changes in initiators of classical pathway [green]: C1q, C1s, C1r; lectin pathway [blue]: mannose
binding lectin A and C (MBL-A, MBL-C), collectin 11, ficolin A, and ficolin B mRNA expression in primary microglial cultures.
The data are the mean ± SEM (n = 3). * p < 0.05; ** p < 0.01 indicate significant differences between non-stimulated (-) and
LPS-stimulated (+) cultures.

3. Discussion

The contribution of the complement system to acute brain injury is well known.
While it is widely recognized that circulating complement cascade components enter the
brain through a damaged blood-brain barrier, the possibility that the brain itself may
respond to injury with a local synthesis of complement components has been scarcely
explored. Herein, we have documented the ipsilateral spatiotemporal activation and
mRNA expression of initiators of the classical (C1q, C1s, C1r) and lectin (collectin-11, ficolin A,
ficolin B) complement pathways in murine brain structures after TBI. Importantly, our study
has revealed, for the first time, that these complement changes are detected not only in the
cortex but also in other brain regions, such as the striatum, hippocampus, and thalamus.
In parallel, we have detected significant changes in the mRNA levels of a wide spectrum
of cellular markers for neutrophils, Cd8+ T cells, astroglia, and microglia/macrophages.
Our data added to the knowledge that C1q, C1s and C1r (the C1q complex), and ficolin A
are important factors in the brain, and we assert that the roles of these proteins should be
fully elucidated.

Interestingly, C1q and its complex components are detected in strongly activated
microglial cells. Moreover, our in vitro experiments using primary cells cultures confirmed
that microglial cells can synthesize classical pathway initiators but are unlikely to be
responsible for elevated levels of lectin pathway initiators. Therefore, strategies that
modulate microglial activation and/or blockade of the C1q complex may represent a
promising opportunity for effective therapies in brain damage. It has been previously
shown that C1-inhibitor protects from focal brain trauma in mice by reducing thrombo
inflammation and diminishing upregulation of proinflammatory factors, such as CCL2,
CCL3, IL-beta, and tumor Necrosis Factor alpha (TNF-α) [15]. Previous studies also
show that administration of C1-inhibitor shortly after TBI, attenuates cognitive deficits
and histological damage [16]. Moreover, it was reported that C1-inhibitor attenuates
neurobehavioral deficits and reduces contusion volume after TBI in mice [17]. Therefore,
the role of the C1q complex requires in-depth pharmacological investigation.

Brain injury is known to evoke an inflammatory reaction that involves several interre-
lated mechanisms, including release of intracellular components from damaged cells to the
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parenchyma, production of complement factors and cytokines, activation of brain-resident
cells, and recruitment of peripheral immune cells into the brain [18,19]. Many of these pro-
cesses influence each other, leading to complex interactions. Over the last years, because of
heterogeneous changes observed in patients with TBI, different animal models have been
developed with the aim of reproducing a complex clinical condition and to obtain tools to
better recognize the underlying pathophysiology [20]. Among them, 3 models are widely
used in particular: CCI [13,21,22], fluid percussion injury (FPI) [23] and impact accelera-
tion model of diffuse traumatic brain injury (DTBI) [24]. CCI is a dynamic direct impact
injury which replicates clinical brain injury with skull deformation and related cortical
compression. It offers a very good control of injury parameters such as velocity of impact,
depth, and angle, resulting in a highly reproducible impact [13,21,22], a potential advan-
tage over other models such as FPI. A few changes measured in our study using CCI are
similar to those observed by others in FPI model, for example after one week both injuries
show enhanced cortical and/or hippocampal infiltration and/or activation of GFAP+,
IBA-1+, and TMEM+ cells [7,25–27]. Importantly, CCI reproduces changes reported in
clinical head injuries and documented in several studies such as: concussion, contusion,
hemorrhage, traumatic axonal injury and cortical inflammatory changes, brain edema,
elevated intracerebral pressure, reduced cortical perfusion, decreased cerebral blood flow,
neuroendocrine, and both inflammatory and metabolic changes [10,20,28,29]. Therefore,
learning about neuroimmune interactions from animal models of TBI may foster the devel-
opment of future therapies. Knowledge about the brain regions affected by the cascade of
events triggered by TBI is limited; therefore, we decided to expand our studies to other
brain areas. The results demonstrated that cellular changes in CCI occurred not only in
the cortex (which was the injury site corresponding to the most expected changes) but
also in the striatum, hippocampus, and thalamus. We showed the spatiotemporal mRNA
expression of cellular markers and complement initiators in different brain areas (cortex,
striatum, thalamus, and hippocampus), which were previously suggested to be especially
susceptible in TBI [30–32]. It was previously demonstrated in a closed head diffuse injury
rat model that TBI leads to wide, long-lasting microstructural alterations in white and
gray matter [33]. Moreover, the same brain areas we studied (cortex, striatum, thalamus,
and hippocampus) appeared to be especially susceptible to ongoing post-TBI pathology in
previous studies, which was confirmed by volumetric changes in these areas and/or signif-
icantly higher activation of microglia/macrophages when compared to the sham group
(up to 30 days) [33]. Additionally, after TBI, positron emission tomography confirmed an
increased level of inflammation in the thalamus [10].

One of the most important first-line players at the sites of injury are neutrophils [34].
Our results showed that the mRNA level of Cd177 (a marker of neutrophils) is upregulated
and peaks on the 4th day after brain damage in the cortex and also in the striatum and
hippocampus to a lesser extent. This observation is in agreement with previous studies,
which show that recruitment of neutrophils into the injured cortex occurs over a period
of approximately 3 days [6]. In early stages of injury, activated neutrophils bind to the
endothelium and platelets and as a consequence, hinder the blood flow through vessels [35].
Moreover, as a source of several inflammatory mediators, such as proinflammatory cy-
tokines, reactive oxygen species (ROS) and matrix metalloproteinases (MMPs), neutrophils
contribute to the development of severe complications after TBI [36,37]. Conversely,
some studies have shown that neutrophils also affect nerve repair by releasing trans-
forming growth factor β (TGF-β), nerve growth factor (NGF), IL-4, and IL-10 [6], and that
is why the role of those cells is rather dualistic. Neutrophils are regarded as important
short-lived players in brain injury, in contrast to Cd8+T cells [38–40]. After TBI in mice,
an increase in Cd8+ T cells can be observed in the cortex up to 8 weeks after injury [41].
Additionally, it has been shown, in experimental stroke, that mice display improved be-
havioral function and decreased neuronal loss following the depletion of Cd8+T cells [42].
Our data confirm the presence of Cd8+ T cells in the cortex both during early and later
phases; however, the maximal activation levels are reached at later time points. Importantly,
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our results give evidence that the observed changes are not limited to the cortex but are
also present in the striatum, thalamus, and hippocampus. Based on the literature [41],
one may believe that after TBI, Cd8+ T cells promote secondary neuronal and myelin
degeneration not only in the cortex but also in other brain regions. Oligodendrocytes are
required for producing and maintaining myelin throughout the brain. Our data show that
after TBI, Olig2+, which is a marker of immature oligodendrocytes, is only briefly and
slightly upregulated in the cortex, striatum, and hippocampus after injury, which is in
agreement with others [43]. After TBI, decreased activity of CC-1+, which is a marker of
mature oligodendrocytes, has been reported in the literature [43], and this is in line with
our results showing that new immature oligodendrocytes do not form after TBI, which
contributes to the gradual degeneration of myelin. In contrast, TBI has been shown to
evoke the activation of astrocytes, the most abundant cell type in the brain [44,45]. This is
in agreement with our results showing the increased expression of GFAP, the astroglial ac-
tivation marker, in the cortex, striatum, thalamus, and hippocampus. Therefore, the serum
GFAP level appears to be a good prognostic marker of TBI [46]. The literature shows
that astrocytes can have some protective functions in the injured brain, e.g., through the
release of neurotrophic factors [47,48]. Homeostatic astrocytes are critical for maintaining
normal function of the blood-brain barrier [49]; however, the major result of astrocyte
activation is the formation of glial scars, which function as a barrier to axonal regener-
ation and extension [47,50]. Herein, we observed significant GFAP level changes in the
brain starting early after injury and lasting up to 5 weeks. In a very recent study, it was
shown that monitoring IBA-1 in serum might provide clinically relevant insights into the
underlying TBI pathophysiology [51]. The IBA-1 is a monocytes/microglia/macrophages-
specific calcium-binding protein that participates in membrane ruffling and phagocytosis
of those cells. Among IBA-1 positive cells, activated monocytes infiltrate into the brain
after injury and propagate breakdown of the BBB by secreting a variety of inflammatory
mediators. Recently Ly6Clo non-classical monocytes were suggested to be necessary for the
recruitment of neutrophils [52], while CD115+Ly6C−hiCD62+CCR2hi classical monocytes,
infiltrate into the injured brain, and become tissue macrophages [53]. Macrophages and
microglia are considered to be important players in maintaining brain homeostasis in
the response to injury [54,55]. Long-term increased IBA-1 levels after brain injury indi-
cate that those cells become activated and/or infiltrate to injured regions, both in early
and late phases [56]. These processes may lead to neuroinflammation, which may have
some protective functions but also may cause secondary brain injury and neurodegenera-
tion [56,57]. Our current study indicates that the upregulated mRNA and protein levels of
IBA-1 reflect long-term activation in the cortex and other brain regions, such as the striatum,
hippocampus, and thalamus. The role of microglia in TBI may also be confirmed by the
presence of transmembrane protein 119 (TMEM119), which is exclusively expressed on
those cells [58–60]. Our data has revealed for the first time that following TBI, TMEM119 is
upregulated for up to 2 weeks in the cortex, what may be connected with loss of microglia
homeostatic functions. Therefore, future studies are required to determine the exact role
of microglia during TBI, including the role in complement activation. It has already been
shown that C1q can be produced by microglia cells [61,62]; however, our data provide
evidence that microglia are also a source of C1s and C1r. In sum, our results suggest that
microglia possess the machinery for production of the C1q complex, which can be triggered
after their activation. Whether or not this is related to activation of the complement cascade
or if C1q possess independent actions is still to be clarified. This may be similar to what
was recently shown for MBL, which can exert a direct deleterious effect on ischemic brain
endothelial cells independently from complement activation [63].

C1q is a recognition and initiator molecule of the classical complement activation
pathway, which binds to targets (immune complexes), leading to serine protease C1r
activation, which cleaves and activated C1s—its substrate. C1q is synthesized by brain
macrophages and microglia [12,64,65] and is involved in the initiation of those cells ac-
tivation in the extrinsic plasma, during the occurrence of central nervous system (CNS)
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diseases characterized by BBB impairment [12]. Moreover, C1q is synthesized by activated
microglia/macrophages and because of that, it is considered to be the marker of their activa-
tion [66], which is in agreement with the results of our IHC and in vitro analysis. A previous
in vitro study has shown that C1q evokes calcium signaling in microglia/macrophages
and triggers the release of cytokines [12]. Therefore, it appears that this defense protein
complex is likely to contribute, in an autocrine/paracrine way, to microglia/macrophages
homeostasis. Under physiological conditions, the level of C1q is low in the CNS, but it
increases significantly after damage or during infections, which is evident in animal model
studies of blood-brain barrier dysfunction [64], transient global cerebral ischemia [65],
virus infections [67], and spinal cord injury [68]. Importantly, C1q upregulation has been
reported in humans during neurodegenerative impairments, such as Alzheimer’s dis-
ease, frontal temporal dementia, West Nile Virus infection, and schizophrenia [69–72].
Additionally, studies in C1q-deficient mice reveal that C1q has a detrimental effect on the
development of CNS diseases, such as Alzheimer’s [73] and prion [74] diseases. Further,
it has been shown that C1q deficiency improves histological and functional locomotor out-
comes after spinal cord injury [75]; however, motor function recovery has not been observed
after brain injury [76]. It has been shown that accumulation of C1q on synapses within
the hippocampus occur in parallel with synapse loss 30 days post TBI [77]. It was also
demonstrated that C1q-dependent complement activation contributes to hypoxic-ischemic
brain injury in mice, and deletion of the C1q gene confers significant and long-lasting
neuroprotection [78]. However, C1q is not only the classical complement pathway ini-
tiator, but it has also been implicated in several functions that may be independent of
the complement cascade, including the regulation of synaptic pruning, protection against
neurotoxicity, and promotion of angiogenesis [79]. In the TBI model, we also observed
a significant upregulation in C1q mRNA with major changes on days 4–7 and 2 weeks
in the thalamus, and this enhancement was maintained up to 2 weeks after injury in all
studied brain regions (except the hippocampus). Importantly, these changes occurred in
parallel with the IBA-1 mRNA upregulation, suggesting that microglia/macrophages are
the source of C1q. This is confirmed by IHC results, showing the co-localization of C1q
and Cd45. In 2017, Thielens et al. proposed that the role of C1q in the brain may not
be related only to activation of the classical pathway [80]. There are different ways by
which C1q can bind to the receptors and target the cells: by the collagen-like tail (cC1qR)
and the globular head of the molecule (gC1qR), also by different ligands like heparan
sulfate [80,81]. Therefore, C1q has also been reported to induce expression of adhesion
molecules [82], enhance the release of proinflammatory cytokines [83], recognize apoptotic
endothelial cells [84], and stimulate expression of genes in neurons that are associated
with neuroprotection [85]. Interestingly, an in vitro study showed that C1q suppresses the
LPS-evoked production of proinflammatory factors TNF-α, IL-1β, and IL-6, suggesting
its homoeostatic and anti-inflammatory role in the CNS [86]. Importantly, in vitro studies
show that C1q, in the absence of C1r and C1s, induces gene expression that is critical
for neuronal survival and neurite outgrowth [85,87] and protects against oligomeric and
fibrillar Aβ-induced (amyloid beta induced) neuronal death [79]. However, after TBI,
the mRNA levels of C1q, C1r, and C1s increase, which may be one of the reasons for
secondary injury development after TBI. Moreover, these changes are not only observed in
the cortex but are also observed in other brain regions, such as the striatum, hippocampus,
and thalamus, and may contribute to the progression of neurodegeneration. Our results
are in line with those obtained in FPI model in injured cortex and hippocampus [88].
In addition, our study provides the first evidence that strong changes appear in striatum,
a structure involved in movement planning, as well as in cognition and reward processes
and in the thalamus, an area important for consciousness, arousal, cognition, behavior,
working memory, executive function, motor control, sustained, and vigilant attention [89].
Noticeable changes are also detected in the hippocampus, the brain region responsible for
cognition, memory deficits, and epileptic seizures associated with TBI [31]. Thus, our data
demonstrate that in these important areas of the brain, there is a strong activation of the
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initiators of the classical complement activation pathway, paving the way to the devel-
opment of novel effective pharmaceutical agents. It appears that C1q is neuroprotective
only when acting independently (without C1r and C1s); however, during TBI, the entire C1q
complex appears to be involved. Recently, the C1-inhibitor has been proposed as an attrac-
tive candidate for treatment of neurological disorders associated with inflammation [15],
including stroke [90] and TBI [17]. In our opinion, because there are many diseases wherein
C1q-complex targeting may be successful, further studies addressing the downstream con-
sequences of activation of this multifunctional complex will be critical to develop therapy
for TBI and other neuroinflammation-related diseases.

While the C1q-complex components may be synthesized in the brain, MBL is mainly
produced by liver and is the typical source of complement proteins [91,92]. Our results
give evidence for a lack of MBL-A and MBL-C mRNA in all studied brain structures,
even after TBI. Further, our in vitro experiments confirm the lack of MBLs biosynthesis
by primary microglia, even after their activation. However, it is conceivable that MBL
can enter the brain from the blood through the injured blood-brain barrier and may act as
a chemoattractant for immune cells [93]. Although MBL is not synthesized in the brain,
it plays an important role after brain injury. Notably, MBL knockout mice or mice receiving
an MBL inhibitor show attenuated motor deficits and reduced neuronal cell loss following
injury [94]. Unlike MBL, collectin-11 shows cerebral synthesis and its mRNA expression
is activated by TBI. It has been previously shown that expression of collectin 11 rapidly
increases in the post-ischemic period and colocalizes with complement proteins deposited
along the basolateral surface of the proximal renal tubule [95]. Our experimental results
show, for the first time, that there is slight upregulation of collectin-11 mRNA in the mouse
cortex, hippocampus, and striatum after TBI. Moreover, since there is no upregulation
of collectin-11 mRNA in primary microglia after their activation, those cells may not be
the main source of collectin-11 in the brain. Moreover, it has been recently reported that
collectin-11 knock-out mice do not show an improved sensorimotor response compared to
wild type mice [96], which suggests that this initiator of the lectin pathway is not crucial
in TBI.

We have previously demonstrated that ficolin-1, -2, and -3 are present in the contused
human brain; however, their role remains unclear. Therefore, ficolins were investigated in
the murine model herein. In humans, ficolin-1 can be detected close to vasculature and
in brain parenchyma, while ficolin-2 and -3 are predominately identified at low levels in
proximity to brain vessels [29]. The levels of ficolin-2 and -3 increase (2.2 and 6.0 times)
in brains after TBI [29], but ficolin-1 levels remain unchanged. In mice, only two types of
ficolins, called ficolin A (related to human ficolin 2) and ficolin B (related to human ficolin 1),
are present [97,98]. Our results indicate that after TBI in mice, ficolin A mRNA is upregulated
in the early phase, and slight increases in ficolin B mRNA are observed later. The changes
in ficolin B are very low in mice, so it may be biologically irrelevant, which fits well with
the previous results obtained in humans [29]. The transcriptome database [99] reports
that ficolin A is expressed almost exclusively in microglia and macrophages, in contrast
to ficolin B, which can be produced by neutrophils [100]. This is in line with our in vitro
results showing that ficolin A but not B can be produced by microglial cells. Moreover,
the transcriptome database [99] supports our in vitro results showing the lack of ficolin B
mRNA in microglia, even after their stimulation. Importantly, recently published findings
give evidence that after TBI, ficolin A knockout mice have better outcome scores when
compared to wild-type mice [96], suggesting that ficolin A may play a role in TBI.

Based on our results and available literature, we conclude that role of complement
in TBI is greater than previously assumed, with long-term changes observed not only in
the cortex, but also in the striatum, hippocampus, and thalamus. Especially interesting
is a fact that not only C1q, but also C1s and C1r can be produced by activated microglial
cells under TBI. Therefore, strategies that modulate microglia/macrophages activation
and/or blockade of the C1q complex might represent a promising opportunity for novel,
effective therapies in brain damage. As mentioned above, C1-inhibitor has been shown
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to act as an important tool in reducing functional and neuropathological consequences of
TBI [15,17]. Importantly, this molecule is already available for clinical use in patients suf-
fering from hereditary angioedema [101]. In addition, other novel inhibitors are presently
being designed to block C1q such as a functional C1q antibody that binds to the globular
head domain of C1 and prevents activation of C1r/s. Preliminary research indicates that
this antibody enters the brain and decreases synapse loss and cognitive dysfunction [72].
In light of our results, it seems that using such a functional C1q antibody in TBI models
might contribute to a deeper understanding of pathomechanism and will bring us closer to
developing more effective therapy. Currently developed C1r/s inhibitors could also hold
promise in future research if brain penetrant compounds would be established. Moreover,
our research highlights significant changes in ficolin A not only in the cortex but even in
other brain areas following TBI. So far, ficolin A and ficolin 1 have been considered as
plasma markers of severity after brain injury, including in clinic [102]. Ficolin 1 is consid-
ered as a target for autoimmune diseases therapy [103]. However, further more research is
still required to prove the anti-inflammatory effect of anti-ficolin 1 monoclonal antibody
in CNS, especially in the light of current results showing the interest of performing such
studies in TBI models. Overall, a deeper understanding the role of complement factors and
their spatial and temporal fluctuations will be pivotal for development of novel therapeutic
strategies for TBI.

4. Materials and Methods
4.1. Animals

Procedures involving animals and their care were conducted in conformity with
institutional guidelines in compliance with national and international laws and policies
(prot.9F5F5.81 authorization n◦ 753/2017-PR). All animals had free access to food and water
and were maintained at a temperature of 22 ± 2 ◦C and a relative humidity of 55 ± 10%
on a 12 h light/dark cycle. We used male 9 week old C57BL/6J mice weighing 22–28 g
(purchased from Charles River, Calco, Italy). Pregnant C57BL/6J female mice (purchased
from Charles River, Cologne, Germany) were used to obtain 1-day-old mouse pups for
primary glial cell culture studies.

4.2. Experimental Traumatic Brain Injury (TBI Model)

Inhalation anesthesia (isoflurane—induction, 3% and maintenance, 1.5%) in N2O/O2
(70/30%) was used to anesthetize mice that were immobilized in a stereotaxic frame.
Animals were exposed to a craniotomy on the left side of the skull and then to TBI through
the controlled cortical impact using a previously established procedure [13,21,22]. The TBI
was performed using a 3 mm diameter rigid impactor driven by a pneumatic piston
rigidly mounted at an angle of 20◦ from the vertical plane and applied vertically to the
exposed dura mater, between bregma and lambda, over the left parieto-temporal cortex.
The impactor velocity of 5 m/s and depth of 1 mm were set, which resulted in severe brain
injury. After CCI, craniotomy and scalp stitching were performed. Sham-injured mice
were exposed to the same anesthesia and surgery without brain injury. No animals died
after surgery. Typical TBI mice present a mean cortical lesion of 17 mm3 6 weeks after
injury [3,96].

4.3. Primary Microglial Cell Cultures

Primary microglial cell cultures (prepared from the cerebral cortex obtained from new-
born C57BL/6J mice) were used to perform in vitro studies, as described in our previ-
ous papers [104,105]. The cells were plated in culture medium consisting of high-glucose
GlutaMAXTM DMEM supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum, 0.1 mg/mL
streptomycin and 100 U/mL penicillin (Gibco, Gaithersburg, MD, USA) on poly-L-lysine-
coated 75-cm2 culture flasks (at a seeding density of 3 × 105 cells/cm2) and grown in an
incubator with a humidified atmosphere (37 ◦C, 5% CO2 in air). The culture medium was
replaced with fresh medium every 4 days. The microglial cells, which were loosely attached
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to the monolayer, were gently harvested by shaking at 70 revolutions per minute (RPM)
for 1 h and then at 90 RPM for 15 min and then were centrifuged (800 RPM—10 min) on
the 16th day of culture. The viability of cells in culture was determined using Trypan
blue (Bio-Rad, Warsaw, Poland) exclusion method. The primary microglial cultures were
treated with lipopolysaccharide (LPS, 100 ng/mL, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) for
24 h. Cells were seeded at a density of 2 × 105 cells/well on 24 well plates and cultured
for 24 h followed by analysis of the mRNA levels. IBA-1 (microglial marker) was used
to assess cell specificity. A minimum essential number of newborn animals were used
for culture generation. Although LPS stimulation does not directly imitate TBI-induced
inflammation, we decided to use it since it is one of the most widely-used pro-inflammatory
factor to study immune response of glial cells. As previously reported [106], some of the
genes up-regulated by LPS are also strongly expressed by microglia after TBI, as shown
in ex vivo studies. Additionally comparison of LPS stimulation with that obtained using
interferon-γ (IFNγ) and tumor necrosis factor-α (TNFα) showed that both treatments
increased numerous inflammatory genes, however the changes observed after LPS were
most pronounced [107].

4.4. Biochemical Analysis
4.4.1. RT-qPCR

To assess gene expression, tissue obtained from selected brain ipsilateral areas, includ-
ing cortex (with all the tissue above the rhinal fissure), striatum, thalamus, and hippocam-
pus, and cell culture lysates were used. Samples from ex vivo experiments were dissected
from sham and TBI mice at five time points (24 h, 4 days, 7 days, 2 weeks and 5 weeks),
immersed in RNA-later (Ambion, Inc, Austin, TX, USA) and frozen at −80 ◦C before use.
For RT-qPCR, total RNA was extracted [108] with TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) as previously described [109]. The total RNA concentration was measured using
a DeNovix DS-11 Spectrophotometer (DeNovix Inc., Wilmington, DE, USA). Reverse tran-
scription was performed on 1000 ng (for tissue) or 500 ng (for cultured cell) of total RNA
using Omniscript Reverse Transcriptase (Qiagen Inc., Hilden, Germany) at 37 ◦C for 60 min.
The resulting cDNA was diluted 1:10 with H2O. RT-qPCR was performed using Assay-On-
Demand TaqMan probes according to the manufacturer’s protocol (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) and was run on an iCycler device (BioRad, Hercules, Warsaw,
Poland). The following TaqMan primers were used: Mm00446968_m1 (hypoxanthine
guanine phosphoribosyl transferase, Hprt), Mm00479862_g1 (allograft inflammatory factor
1, IBA-1), Mm00525305_m1 (transmembrane protein 119, TMEM119), Mm01253033_m1
(glial fibrillary acidic protein, GFAP), Mm00503537_m1 (Cd177), Mm01210556_m1 (oligo-
dendrocyte transcription factor 2, Olig2), Mm01182107_g1 (Cd8), Mm00432142_m1 (com-
plement component 1, q subcomponent, alpha polypeptide, C1qa), Mm00663210_mH
(complement component 1, s subcomponent 1, C1s1), Mm04206253_g1 (complement com-
ponent 1, r subcomponent A, C1ra), Mm01289834_m1 (collectin 11), Mm00484287_m1
(ficolin A), Mm01332438_m1 (ficolin B), Mm00495413_m1 (mannose binding lectin A, MBL-A),
and Mm00487623_m1 (mannose binding lectin C, MBL-C). Expression of the Hprt transcript
(a housekeeping gene) was quantified to control for variations in the amount of cDNA.
The cycle threshold values were calculated automatically using iCycler IQ 3.0 software
with the default parameters. The abundance of RNA was calculated as 2−(threshold cycle).

4.4.2. Western Blotting

Ipsilateral cortical, striatal, thalamic, and hippocampal tissues harvested 24 h and
7 days after TBI or sham procedure were used for our study. The tissue was placed
in radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA) buffer supplemented with a protease
inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). All the samples were cleared by
14,000× g centrifugation for 30 min at 4 ◦C. The total protein concentration was measured
using the bicinchoninic acid method. Protein samples were heated for 8 min at 98 ◦C
in loading buffer (4× Laemmli Buffer, Bio-Rad, Warsaw, Poland). Samples were then
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loaded on 4–15% Criterion TGX precast polyacrylamide gels (Bio-Rad, Warsaw, Poland) to
carry out electrophoresis. Samples were then transferred to Immun-Blot polyvinylidene
fluoride (PVDF) Membranes (Bio-Rad, Warsaw, Poland) by semidry transfer (30 min, 25 V).
Membranes were blocked with 5% nonfat dry milk (Bio-Rad, Warsaw, Poland) in TBST
(Tris-buffered saline with 0.1% Tween 20) for 1 h, washed with TBST buffer, and incubated
with the following commercially available primary antibodies overnight at 4 ◦C: mouse anti-
GAPDH (1:5000; Merck, Darmstadt, Germany), rabbit anti-IBA-1 (1:500; Novus Biologicals,
Centennial, USA), and rabbit anti-GFAP (1:10,000; Novus Biologicals, Centennial, CO,
USA). The membranes were then placed in horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit
or anti-mouse secondary antibodies (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) at a
dilution of 1:5000 for 1 h at room temperature (RT). The primary and secondary antibodies
were dissolved in SignalBoost Immunoreaction Enhancer Kit (Merck, Darmstadt, Germany)
solutions. Membranes were washed in TBST. Immune complexes were detected by the
Clarity Western enhanced chemiluminescence (ECL) Substrate (Bio-Rad, Warsaw, Poland)
and visualized using a Fujifilm LAS-4000 Fluor Imager system. Quantification of the bands
was performed using the Fujifilm Multi Gauge system. The membranes are available for
review in the Supplementary Materials file (Supplementary 1).

4.4.3. Immunofluorescence and Confocal Analysis

Immunofluorescence was performed on 20 µm coronal sections in the brain ipsilateral
cortex. After thorough washing with 0.01 M phosphate-buffered saline (PBS), sections were
incubated for 1 h at RT with blocking solution containing 10% normal goat serum (NGS)
and 0.3% Triton X-100 and then with rabbit anti-mouse C1q (1.177 mg/mL, 1:500; Abcam,
Cambridge, UK). Positive cells were stained with an Alexa 488-conjugated goat secondary
antibody (4 µg/mL, Life Sciences, Hercules, CA, USA). Sections were then incubated
for 1 h with the following primary antibodies: mouse anti-mouse NeuN (10 µg/mL,
1:250; Merck Millipore; Burlington; MA; USA), goat anti-mouse glial fibrillary acid protein
(GFAP, 0.5 µg/mL, 1:2000; Chemicon), or biotin rat anti-mouse Cd45 (0.5 mg/mL; 1:800;
BD Bioscience, San Jose, CA, USA) followed by incubation with the appropriate Alexa 546-
or Alexa 555-conjugated goat secondary antibody (4 µg/mL, Life Sciences, Hercules, CA,
USA). Vessels were stained with isolectin IB4-647 (IB-4; 1 mg/mL; Invitrogen, Carlsbad,
CA). Cell nuclei were stained with Hoechst (1 mg/mL, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
For negative control staining, the primary antibodies were omitted, and no staining was
observed. Immunofluorescence images were acquired by an IX81 microscope equipped
with a confocal scan unit FV500 with 4 laser lines: Ar-Kr (488 nm), He-Ne red (646 nm),
He-Ne green (532 nm) (Olympus, Tokyo, Japan), and a ultraviolet (UV) diode, using the
scanning sequential mode to avoid bleed-through effects. Three-dimensional volumes
were acquired over 10 µm stacks, with 0.23 µm step sizes. Imaris v.6 (Bitplane) and GNU
Image Manipulation Program (GIMP) were used to obtain three-dimensional renderings of
the images.

4.5. Statistical Analysis

Mice were randomly selected for surgery and were assigned across all cages and
days. To minimize variability, all surgeries were performed by the same investigator.
The results of the RT-qPCR analyses are presented as the normalized averages derived from
the threshold cycle. For the tissue study (Figures 1–4 and 9) and the primary cell culture
study (Figure 10), the RT-qPCR and western blot results are presented as fold changes
relative to the control (sham group (Figures 1–4 and 9); unstimulated cells (Figure 10)).
To determine the particular time points x TBI interaction (Figures 1–4 and 9), ex vivo results
(mean ± SEM) were evaluated using two-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple
comparisons post hoc test. Additionally, the in vitro results (mean ± SEM) were evaluated
using a t-test (Figure 10). All statistical analyses were performed with GraphPad Prism ver.
8.1.1 (330) (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).
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5. Conclusions

Depending on the elapsed time and brain regions, different cell types, such as neu-
trophils, Cd8+ cells, astroglia, macrophages, and microglia, play an essential role after
TBI. Importantly, our results indicate that initiators of complement system activation in
the ipsilateral brain structures may be responsible for cellular activation and chemotaxis.
Among the complement initiators, it appears that the C1q/C1r/C1s complex plays an es-
pecially important role after brain damage in all studied brain structures (cortex, striatum,
thalamus, and hippocampus). The primary microglial cell culture experiments herein
suggest that those cells may be largely responsible for the biosynthesis of the initiators
of the classical pathway but contributes very little to the production of lectin pathway
initiators. In our opinion, selective targeting of microglia/macrophages and/or the C1q
complex and ficolin A may be an effective strategy for human TBI therapy and in other
neuroinflammation-related diseases; however, additional studies are required to investigate
this hypothesis.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/1422-006
7/22/1/45/s1. Western blots details are presented as supplementary material 1 (Supplementary 1).
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Abbreviations

Aβ Amyloid beta
BBB Blood-brain barrier
C1qa Complement component 1, q subcomponent, alpha polypeptide
C1ra Complement component 1, r subcomponent A
C1s1 Complement component 1, s subcomponent 1
C3, C5b-9,
C3b, C4b,
C5b, C3a,
C5a

Complement components

CC-1+ The oligodendrocyte-specific antibody
cC1qR The collagen-like tail of C1q
CCI Controlled cortical impact
CCL2 C-C motif chemokine 2
CCL3 C-C motif chemokine 3
Cd177 Cluster of Differentiation 177
Cd45 Cluster of differentiation 45
Cd8 Cluster of differentiation 8
cDNA Complementary DNA
CNS Central nervous system
DNA Deoxyribonucleic acid
ECL Enhanced chemiluminescence
gC1qR Globular head of the C1q
GFAP Glial fibrillary acidic protein
GIMP GNU Image Manipulation Program
Hprt Hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase
IBA-1 Allograft inflammatory factor 1
IL-6 Interleukin 6
IL-beta Interleukin 1 beta
LPS Lipopolysaccharide
MBL Mannose-binding lectin
MBL-A Mannose binding lectin A
MBL-C Mannose binding lectin C
MMPs Matrix metalloproteinases
mRNA Messenger RNA
NGF Nerve growth factor
NGS Normal goat serum
Olig2 Oligodendrocyte transcription factor 2
PBS Phosphate-buffered saline
PVDF Polyvinylidene fluoride
RIPA Radioimmunoprecipitation assay buffer
ROS Reactive oxygen species
RPM Revolutions per minute
RT Room temperature
RT-qPCR Real-time quantitative polymerase chain reaction
SEM Standard error of the mean
TBI Traumatic brain injury
TBST Tris-buffered saline with 0.1% Tween 20
TGF-β Transforming growth factor β
TMEM119 Transmembrane protein 119
TNF-α Tumor Necrosis Factor alpha
UV Ultraviolet
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A B S T R A C T

A deep knowledge of the profound immunological response induced by traumatic brain injury (TBI) raises the
possibility of novel therapeutic interventions. Existing studies have highlighted the important roles of C-C motif
ligands in the development of neuroinflammation after brain injury; however, the participation of macrophage
inflammatory protein-1 (MIP-1) family members in this phenomenon is still undefined. Therefore, the goal of our
study was to evaluate changes in macrophage inflammatory protein-1 (MIP-1) family members (CCL3, CCL4, and
CCL9) and their receptors (CCR1 and CCR5) in a mouse model of TBI (induced by controlled cortical impact
(CCI)). We also investigated the pattern of activation of immunological cells (such as neutrophils, microglia and
astroglia), which on one hand express CCR1/CCR5, and on the other hand might be a source of the tested
chemokines in the injured brain. We investigated changes in mRNA (RT-qPCR) and/or protein (ELISA and
Western blot) expression in brain structures (the cortex, hippocampus, thalamus, and striatum) at different time
points (24 h, 4 days, 7 days, 2 weeks, and/or 5 weeks) after trauma. Our time-course studies revealed the
upregulation of the mRNA expression of all members of the MIP-1 family (CCL3, CCL4, and CCL9) in all tested
brain structures, mainly in the early stages after injury. A similar pattern of activation was observed at the
protein level in the cortex and thalamus, where the strongest activation was observed 1 day after CCI; however,
we did not observe any change in CCL3 in the thalamus. Analyses of CCR1 and CCR5 demonstrated the upre-
gulation of the mRNA expression of both receptors in all tested cerebral structures, mainly in the early phases
post injury (24 h, 4 days and 7 days). Protein analysis showed the upregulation of CCR1 and CCR5 in the
thalamus 24 h after TBI, but we did not detect any change in the cortex. We also observed the upregulation of
neutrophil marker (MPO) at the early time points (24 h and 7 days) in the cortex, while the profound activation
of microglia (IBA-1) and astroglia (GFAP) was observed mainly on day 7. Our findings highlight for the first time
that CCL3, CCL4, CCL9 and their receptors offer promising targets for influencing secondary neuronal injury and
improving TBI therapy. The results suggest that the MIP-1 family is an important target for pharmacological
intervention for brain injury.

1. Introduction

Traumatic brain injury (TBI) is caused by the rapid impact on the
brain during an accident, a violence, a sporting activity or other in-
cidents (Iverson et al., 2019; Risling et al., 2019) and may be considered
one of the most serious issues worldwide because of its critical locali-
zation on the body, dangerous outcomes, and complicated and het-
erogeneous course. Additionally, TBI is a growing public health pro-
blem that generates large medical and social costs. Therapeutic
strategies based on targeting pathological mechanisms induced by brain

injury are essential to improve its prognosis. Injury-induced in-
flammation perpetuates the initial trauma and leads to secondary in-
jury, which is caused by the activation of a variety of pathological
events. Targeting secondary injury represents an opportunity to ther-
apeutically interfere with brain damage. Major players of inflammation
after brain injury include infiltrated peripheral blood immune cells
[such as neutrophiles] (Das et al., 2012; Witcher et al., 2015) as well as
native immune cells [such as macrophages and microglia] (Faden,
2011; Hsieh et al., 2013; Ramlackhansingh et al., 2011). All these cells
are able to produce proinflammatory factors, including chemokines,
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whose pivotal role in brain injury has been clearly established (Gao
et al., 2017; Gyoneva and Ransohoff, 2015; Xu et al., 2017). Therefore,
identifying changes in C-C motif chemokine ligands of the MIP-1 family
in the development of neuroinflammation after brain injury is highly
important.

Chemokines are low-molecular-weight chemotactic cytokines that
mediate the accumulation of cells at the site of injury (Charo and
Ransohoff, 2006), including TBI (Gyoneva and Ransohoff, 2015). CCL3,
also known as macrophage inflammatory protein-1-alpha (MIP-1-
alpha), belongs to the MIP-1 family, which, in mice, includes two ad-
ditional chemokines: CCL4 (MIP-1-beta) and CCL9 (MIP-1-gamma). In
kainic acid-induced status epilepticus (Zhu et al., 2019), lipopoly-
saccharide-induced brain injury (Zhu et al., 2016) and TBI (Clausen
et al., 2019; Förstner et al., 2018) CCL3 levels are highly elevated. To
the best of our knowledge, the mRNA and protein levels of other
members of the MIP-1 family have not been studied in detail thus far.
The upregulation of CCL3 and CCL4 has been reported in patients with
posttraumatic cerebral contusion (Stefini et al., 2008), suggesting their
role in brain damage. MIP-1 family chemokines exert their biological
effects through G-protein-coupled receptors, namely, CCR1 and CCR5
(Maurer and von Stebut, 2004). Recently, Joy et al. (Joy et al., 2019)
suggested that CCR5 is upregulated in neurons after stroke and that its
knockdown induces motor recovery. Accordingly, we recently showed
that maraviroc, a CCR5 antagonist, diminishes the neuroimmunological
response observed in the central nervous system (CNS) after peripheral
nerve injury (Kwiatkowski et al., 2016; Piotrowska et al., 2016). Thus
far, the time-dependent changes in CCR1 and CCR5 mRNA and protein
levels after TBI have not been studied. Results from the past year have
highlighted the close association between TBI neuropathology and in-
flammation (Das et al., 2019; Zeng et al., 2019), the latter emerging as
an important therapeutic target. Therefore, the aim of our study was to
examine the possible changes in the mRNA and/or protein levels of
MIP-1 family members and their most important receptors (selected by
their degree of affinity for CCL3 [CCR1 and CCR5], CCL4 [CCR5], or
CCL9 [CCR1]) (Maurer and von Stebut, 2004) in various brain struc-
tures (the cortex, thalamus, striatum, and hippocampus) after TBI. TBI
was induced by controlled cortical impact (CCI), a well-established and
clinically relevant animal model (Chen et al., 2014; Clark et al., 1994;
Lee et al., 2019), that reproduces not only the physical injury leading to
brain tissue destruction but also the inflammatory response, a serious
pathological process that aggravates injury progression. In later ex-
periments, we analyzed the cortical pattern of the activation of im-
munological cells that may contribute to the effects of MIP-1 family
members, namely, neutrophils (CD177 and MPO), microglia (IBA-1)
and astroglia (GFAP). Looking at the pro-inflammatory chemokines
involved in the immune response after injury is a very innovative ap-
proach to the issue of TBI development and treatment.

2. Materials and methods

2.1. Animals

Male C57BL/6 J mice (9–11 weeks old, weighing 22−27 g) (Charles
River, Italy) were used in this study. The animals were housed 4/5 per
cage at a temperature of 22 ± 2 °C and a relative humidity 55 ± 10 %
on a 12-h light/dark cycle with free access to food and water. All
procedures involving animals and their care were conducted in con-
formity with institutional guidelines in compliance with national and
international laws and policies.

2.2. Induction of the traumatic brain injury model

Mice were anesthetized by inhalation of isoflurane (induction, 3 %;
maintenance, 1.5 %) in N2O/O2 (70/30 %) and placed in a stereotaxic
frame. They were subjected to craniotomy on the left side and then to
TBI by controlled cortical impact, as previously described (De Blasio

et al., 2017). The injury model used a rigid 3-mm impactor driven by a
pneumatic piston stably mounted at an angle of 20° from the vertical
plane and applied perpendicularly to the exposed dura mater over the
left parietotemporal cortex at a velocity of 5 m/s and a depth of 1 mm.
The craniotomy was then covered with a cranioplasty, and the scalp
was sutured. Sham-injured mice received identical anesthesia and sur-
gery without brain injury. No animals died after surgery.

2.3. Primary microglial and astroglial cell cultures

In vitro studies were performed using primary microglial and as-
troglial cell cultures prepared from the cerebral cortex obtained from
new born C57BL/6 J mice, similarly as described in our previous papers
(Piotrowska et al., 2016; Rojewska et al., 2018). The cells were plated
at a seeding density of 3 × 105 cells/cm2 in culture medium consisting
of high-glucose GlutaMAX™ DMEM supplemented with 10 % heat-in-
activated fetal bovine serum, 0.1 mg/ml streptomycin and 100 U/ml
penicillin (Gibco, New York, USA), on poly-L-lysine-coated 75-cm2

culture flasks and grown in a 37 °C incubator with a humidified at-
mosphere of 5 % CO2 in air. The culture medium was replaced after 4
days. On day 16, the microglial cells, loosely attached to the monolayer,
were harvested by gentle shaking (70 rpm for 1 h and 90 rpm for 15
min.) and centrifugation (800 rpm for 10 min.), cell viability was de-
termined using trypan blue (Bio-Rad, Warsaw, Poland) exclusion
method. Then the fresh medium was added to the same culture bottles.
After few days, the astroglia cells were prepared by shaking the flasks
for 4 h and trypsinization using 0.05 % trypsin-EDTA solution (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, USA). For protein analysis both, microglia and
astroglia were seeded in density of 1.2 × 106 cells/well on 6-well plates
and incubated for 24 h. IBA-1 and GFAP markers were used to assess
the cells specifity. Only the minimal essential number of animals was
used, and all of the procedures were performed according to the re-
commendations of NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Ani-
mals.

2.4. Biochemical tests

2.4.1. Analysis of gene expression by RT-qPCR
For biochemical studies, selected brain areas were collected from

sham and TBI mice, sacrificed at the following time points: 24 h, 4 days
and 7 days, 2 weeks and 5 weeks. Tissues from the ipsilateral cortex
(including all the tissue above the rhinal fissure), striatum, hippo-
campus and from the thalamus were dissected out, rapidly loaded into
RNA-later (Ambion, Inc, Austin, USA), frozen and stored at −80 °C
until use. For RT-qPCR, total RNA was extracted according to
Chomczynski and Sacchi (1987) (Chomczynski and Sacchi, 1987) with
TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, USA) as previously described
(Kwiatkowski et al., 2017). The RNA concentration was measured using
a DeNovix DS-11 Spectrophotometer (DeNovix Inc., Wilmington, USA).
Reverse transcription was performed on 1000 ng of total RNA using
Omniscript Reverse Transcriptase (Qiagen Inc., Hilden, Germany) at 37
°C for 60 min. The resulting cDNA was diluted 1:10 with H2O. RT-qPCR
was performed using Assay-On-Demand TaqMan probes according to
the manufacturer's protocol (Applied Biosystems, Foster City, USA) and
was run on an iCycler device (BioRad, Hercules, Warsaw, Poland). The
following TaqMan primers were used: Mm00446968_m1 (Hprt),
Mm00441259_g1 (CCL3), Mm00443111_m1 (CCL4), Mm00441260_m1
(CCL9), Mm00438260_s1 (CCR1), Mm01963251_s1 (CCR5),
Mm00503537_m1 (Cd177), Mm00479862_g1 (IBA-1) and
Mm01253033_m1 (GFAP). The expression of the Hprt transcript (a
housekeeping gene) was quantified to control for variations in the
amount of cDNA. The cycle threshold values were calculated auto-
matically using iCycler IQ 3.0 software with the default parameters.
The abundance of RNA was calculated as 2−(threshold cycle).

A. Ciechanowska, et al. Immunobiology 225 (2020) 151911

2



2.4.2. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) analysis
Cortical and thalamic tissues obtained at two time points (24 h and

7 days) after TBI or sham procedure were used for enzyme-linked im-
munosorbent assays (ELISAs) according to the manufacturer’s re-
commendations. First, lysates from the tissues were fixed in RIPA
buffer. The levels of CCL3 (Mouse CCL3/MIP-1 Alpha ELISA Kit;
Sandwich ELISA, User Manual, LifeSpan Biosciences, Seattle, USA);
CCL4 (Mouse CCL4/MIP-1 Beta ELISA Kit; Sandwich ELISA, User
Manual, LifeSpan Biosciences, Seattle, USA); CCL9 (Mouse CCL9/MIP-1
Gamma ELISA Kit; Sandwich ELISA, User Manual, LifeSpan Biosciences,
Seattle, USA) were measured in the cortical and thalamic homogenates.
The detection ranges were as follows: CCL3: 31.2–2000 pg/ml; CCL4: 4
- 500 pg/ml; and CCL9: 7.8–500 pg/ml. Positive controls for each assay
were provided by the manufacturer.

2.4.3. Western blot protein analysis
Cortical and thalamic tissues obtained at two time points (24 h and

7 days) after TBI or sham procedure and the cell lysates from primary
microglial and astroglial cultures were collected and used for study. The
tissue/cell lysates were placed in RIPA buffer supplemented with a
protease inhibitor cocktail. Then the samples cleared by 14.000 ×g
centrifugation for 30 min at 4 °C. The total protein concentration was
measured using the bicinchoninic acid (BCA) method. Protein samples
(20 μg and 8 μg from the tissues and cells, respectively) were heated for
8 min at 98 °C in loading buffer (4× Laemmli Buffer, Bio-Rad, Warsaw,
Poland). In the next step, the samples were loaded on 4–15 % Criterion
TGX precast polyacrylamide gels (Bio-Rad, Warsaw, Poland) and,
through the use of a semidry transfer system (30 min, 25 V), transferred
to Immune-Blot PVDF membranes (Bio-Rad, Warsaw, Poland). Then,
the membranes were blocked with dry milk (5 %, nonfat, Bio-Rad,
Warsaw, Poland) in Tris-buffered saline with TBST (0.1 % Tween 20)
for 1 h, washed with TBST, and incubated with the following com-
mercially available primary antibodies overnight at 4 °C: mouse anti-
GAPDH (1:5000; Merck, Darmstadt, Germany), rabbit anti−CCR1
(1:500; Novus Biologicals, Centennial, USA), rabbit anti−CCR5 (1:500;
Novus Biologicals, Centennial, USA), rabbit anti-GFAP (1:10,000;
Novus Biologicals, Centennial, USA), rabbit anti-IBA1 (1:250;
Proteintech, Rosemont, USA), and rabbit anti-MPO (1:1000; Abcam,
Cambridge, Great Britain). Then, the membranes were incubated in
horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit or anti-mouse secondary
antibodies with dilutions 1:5000 for 1 h at room temperature. The

primary and secondary antibodies were dissolved in a SignalBoost
Immunoreaction Enhancer Kit (Merck, Darmstadt, Germany) solutions.
Membrane washes were performed in TBST. Immune complexes were
detected by the Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad, Warsaw,
Poland) and visualized using a Fujifilm LAS-4000 Fluor Imager system.
The quantification of the relative levels of the immunoreactive bands
was performed using Fujifilm Multi Gauge.

2.5. Statistical analysis

The data are presented as fold changes relative to the control (sham
group) +/- the S.E.M. of 5–8 mice per group. The results of the RT-
qPCR analyses are presented as the normalized averages derived from
the threshold cycle. The results were statistically evaluated using t-test.
*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. All statistical analyses men-
tioned above were performed with GraphPad Prism ver. 8.1.1 (330)
[GraphPad Software, Inc., San Diego, USA].

3. Results

3.1. Time-dependent changes in CCL3, CCL4 and CCL9 mRNA expression
in the cortex, striatum, thalamus and hippocampus of mice after TBI

We observed a strong and significant increase in CCL3 mRNA levels
at every time point tested (24 h, 4 day, 7 days, 2 weeks and 5 weeks)
postinjury in all brain structures analyzed (the cortex, thalamus,
striatum and hippocampus) compared to the level in sham-operated
animals, except for at week 5 in the thalamus (Fig. 1). In the cortex, the
highest upregulation was detected 24 h after trauma (42.45 ± 9.04)
(Fig. 1A), after which the effect started to decrease through week 5,
when the level reached 9.64 ± 1.29. In the striatum (Fig. 1B), we also
noticed a significant and robust increase in chemokine expression (the
highest on day 4: 37.56 ± 5.78), which was maintained through week 5
(11.14 ± 3.48). In the thalamus (Fig. 1C), increased CCL3 mRNA levels
were also apparent 24 h after injury (7.32 ± 0.33) and were similar to
the levels attended in the following days (ranging from 11.87 to 14.12).
Strong activation of CCL3 was noted in the hippocampus (Fig. 1D) on
day 7 (51.43 ± 17.28), and the level subsequently started to decrease
from week 2–5 (19.21 ± 5.03).

Analysis of the second chemokine, CCL4, similarly revealed its up-
regulation after TBI in all tested brain structures (Fig. 2A– D). Cortical

Fig. 1. Time-dependent changes in CCL3 mRNA expression in the cortex (A), striatum (B), thalamus (C) and hippocampus (D) of TBI or sham-injured mice at selected
time points. The data are the means ± S.E.M. (n = 5–8). *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 indicate significant differences between the sham and TBI groups at
each selected time point evaluated by t-test.
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level of CCL4 (Fig. 2A) started to grow 24 h after TBI, at which point the
level reached its highest value (74.72 ± 14.38); its expression pro-
gressively decreased but remained significantly elevated through week
5 (8.66 ± 1.08). In the striatum, the pattern of changes was similar; the
strongest activation was observed 24 h after injury (59.45 ± 9.84), and
then the level decreased until week 5 (11.85 ± 4.04) (Fig. 2B). The
alterations in CCL4 mRNA levels in the thalamus reached the highest
value 24 h after TBI (23.07 ± 1.72) and then remained at a similar level
from day 4 to week 2 (11.73–14.80). The lowest, but still significant,
degree of activation was observed 5 weeks postinjury (6.30 ± 1.9)
(Fig. 2C). Similarly, the highest level of CCL4 in the hippocampus was
observed 24 h after injury (73.77 ± 13.04), after which it subsequently
started to decline.

The mRNA expression of last chemokine studied, CCL9, was weakly
increased in all selected brain areas (Fig. 3A– D). In the cortex (Fig. 3A),
the highest activation was reached at 24 h (7.32 ± 1.64), and the level
then decreased in the following days, although it remained significantly
elevated. In the striatum (Fig. 3B), a similar increase was evident from
24 h after TBI (4.88 ± 0.55) through day 4, day 7 and week 2 (ranging
from 4.32 to 6.71). The lowest but still significant activation was ob-
served at week 5 postinjury (2.26 ± 0.49). A similar pattern of acti-
vation was observed in the thalamus (Fig. 3C), where, starting at 24 h
(3.18 ± 0.31), the level of this chemokine was significantly elevated
through week 2 (ranging from 3.42 to 6.14). After that time, the sig-
nificant upregulation diminish. The maximal activation of CCL9 in the
hippocampus (Fig. 3D) was observed 24 h after trauma (11.94 ± 3.99),
and the expression persisted at a similar level through day 7 (8.70 ±
2.06). At weeks 2 and 5, the activation was lower.

3.2. Time-dependent changes in CCL3, CCL4 and CCL9 protein levels in the
cortex and thalamus of mice after TBI

Here, we performed protein (ELISA) analysis of CCL3, CCL4 and
CCL9 at two selected time points after TBI (24 h and 7 days) in the
cortex and thalamus. CCL3 levels in the cortex (Fig. 4A) were higher 24
h after injury (2.59 ± 0.18) than on day 7, when the level of this
chemokine was decreased but remained significantly higher than that
in sham animals (1.42 ± 0.05). No statistically significant changes in
CCL3 protein levels were observed in the thalamus (Fig. 4D).

The second chemokine studied, CCL4, showed changes at the pro-
tein level in both tested brain areas (the cortex and thalamus) (Fig. 4B,

E). Cortical increases (Fig. 4B) were statistically significant 24 h (2.11
± 0.21) and 7 days (1.75 ± 0.11) after injury. In the thalamus, we only
noticed a significant elevation 24 h after TBI (2.07 ± 0.2) (Fig. 4E).

The CCL9 protein level (Fig. 4C) was upregulated in the cortex at 24
h (1.54 ± 0.15) but not on day 7. Similarly, in the thalamus (Fig. 4F), a
significant increase was observed 24 h after TBI (1.22 ± 0.08), with no
activation on day 7.

3.3. Time-dependent changes in CCR1 and CCR5 mRNA expression in the
cortex, striatum, thalamus and hippocampus of mice after TBI

We observed significant upregulation of the expression of CCR1 in
all tested brain areas from 24 h after injury (Fig. 5A–D). In the cortex
(Fig. 5A), the highest level of CCR1 was detected early after injury, at
24 h and on day 4 (12.61 ± 2.5, 16.45 ± 2.73, respectively), and
statistical significance was maintained until week 2 after TBI (4.73 ±
1.48). In the striatum (Fig. 5B), the highest mRNA activation was
reached at the first time point, 24 h after injury (20.79 ± 2.46), and the
level remained significantly increased until day 7 (7.33 ± 2.35). A si-
milar pattern of activation was noticed in the thalamus (Fig. 5C), where
activation was first noted 24 h after injury (5.95 ± 0.58) and lasted
until days 4 and 7 (2.38 ± 0.35, 1.90 ± 0.2, respectively). Hippo-
campal (Fig. 5D) CCR1 expression was also strongly elevated 24 h after
injury (40.95 ± 14.94) and was then declined at weeks 2 and 5. On day
7, we also observed an increase in CCR1 mRNA expression; however,
this increase was not statistically significant.

The expression of CCR5 (a second MIP-1 receptor) was upregulated
in the analyzed brain structures (Fig. 6A–D); however, the pattern of
activation differed from that of CCR1. Here, we detected the strongest
activation in the cortex on day 4 (6.60 ± 0.71); at other tested time
points, the mRNA level of this receptor was also significantly increased.
A similar pattern was noted in the striatum, where the most profound
changes were noticed on day 4 (4.83 ± 0.32); these changes were still
significant on day 7 (3.22 ± 0.51) and at week 2 (2.64 ± 0.2). In the
thalamus (Fig. 6C), CCR5 mRNA was elevated to approximately the
same extent at all tested time points (ranging from 1.64 to 2.25). Ele-
vation of CCR5 in the hippocampus (Fig. 6D) was observed as soon as
24 h after injury; however, the highest levels of activation were reached
on days 4 (8.17 ± 1.19) and 7 (7.54 ± 1.92). An increase in CCR5
transcript levels was still maintained at weeks 2 and 5, although the
levels were lower than those observed at the earlier time points.

Fig. 2. Time-dependent changes in CCL4mRNA expression in the cortex (A), striatum (B), thalamus (C) and hippocampus (D) of TBI or sham-injured mice at selected
time points. The data are the means ± S.E.M. (n = 5–8). *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 indicate significant differences between the sham and TBI groups at
each selected time point evaluated by t-test.
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3.4. Time-dependent changes in CCR1 and CCR5 protein levels in the cortex
and thalamus of mice after TBI

Here, we performed protein (Western blot) analysis of CCR1 and
CCR5 at two selected time points after TBI (24 h and 7 days) in the
cortex and thalamus. We did not observe any changes in CCR1 protein
levels within the cortex (Fig. 7A) at the selected time points; however,

we noticed significant upregulation in the level of the receptor in the
thalamus at 24 h (1.52 ± 0.18) (Fig. 7C). This elevated level was de-
creased on day 7.

The second receptor, CCR5, was also not changed in the cortex
(Fig. 7B). Our analysis revealed a slight but significant rise in expression
in the thalamus (Fig. 7D), but similar to CCR1, the change was only
noted 24 h (1.28 ± 0.6) after trauma Fig. 7C.

Fig. 3. Time-dependent changes in CCL9 mRNA expression in the cortex (A), striatum (B), thalamus (C) and hippocampus (D) of TBI or sham-injured mice at selected
time points. The data are the means ± S.E.M. (n = 5–8). *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 indicate significant differences between the sham and TBI groups at
each selected time point evaluated by t-test.

Fig. 4. Time-dependent changes in CCL3 (A, D), CCL4 (B, E) and CCL9 (C, F) protein levels in the cortex (A–C) and thalamus (D–F) of TBI or sham-injured mice at
selected time points. The data are the means ± S.E.M. (n = 6). *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 indicate significant differences between the sham and TBI
groups at each selected time point evaluated by t-test.
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3.5. CCR1 and CCR5 protein levels in the microglial and astroglial cell
cultures

Using the Western blot analysis we confirmed the presence of CCR1
and CCR5 on microglia and astroglia by in vitro studies in primary
mouse brain cell cultures (Table 1).

3.6. Time-dependent changes in the mRNA and protein levels of neutrophil
(Cd177 and MPO), microglial (IBA-1) and astroglial (GFAP) markers in
the cortex of mice after TBI

We performed mRNA (RT-qPCR) and protein (Western blot) ana-
lysis of markers of cells involved in the immune or inflammatory re-
sponse in the area most affected by TBI, namely the cortex. The levels of
markers of neutrophils (Cd177 and MPO), microglia (IBA-1) and as-
troglia (GFAP) were studied at two selected time points after TBI (24 h
and 7 days). In the cortex, we observed strong and significant increase
of both (the mRNA and protein levels) of the neutrophil markers Cd177
(Fig. 8A) and MPO (Fig. 8D). Changes in Cd177 mRNA were present to
a similar extent at both time points tested (24 h: 11.27 ± 2.61; 7 days:
7.94 ± 1.83); however, 24 h after injury, we noticed profound acti-
vation of the MPO protein (7.9 ± 1.18), which was decreased on day 7
(3.52 ± 0.36). The upregulation of glial cell (microglial and astroglial)
markers exhibited a similar pattern at both the mRNA (Fig. 8B, C) and
protein (Fig. 8E, F) levels. We observed significant elevation of IBA-1
and GFAP mRNA 24 h after injury (2.03 ± 0.13, 7.83 ± 1.1, respec-
tively), and the levels were further increased on day 7 (4.33 ± 0.81;
13.64 ± 2.13, respectively). The corresponding protein levels were
significantly higher only on day 7 (microglia: 2.6 ± 0.31, astroglia:
5.38 ± 0.18).

4. Discussion

The results of the present study show that MIP-1 family members
(CCL3, CCL4 and CCL9) are strongly enhanced at the mRNA and/or
protein levels in different brain structures after TBI. Additionally, their
receptors, which are present in all studied brain structures, are highly
upregulated at the mRNA level; however, their protein levels in the
cortex remain unchanged after brain trauma, with the only exception of
a slight but significant change in the thalamus. Based on our results, we
suggest that this chemokine system deserves further study with the aim

of characterizing potential therapeutic targets for TBI treatment.
The members of the MIP-1 family were previously thought to ex-

clusively mediate chemotaxis of mononuclear cells (macrophages and
microglia) (Kataoka et al., 2009; Ravindran et al., 2010; Simpson et al.,
1998); however, more recent research has suggested that they are also
responsible for the recruitment of neutrophils (Johnson et al., 2011;
Reichel et al., 2012). In 2018, our immunohistochemical analysis
showed that CCL3 can be produced by neurons (Rojewska et al., 2018).
A subsequent study revealed the expression of CCL3 in neurons and
microglia (Kuijpers et al., 2010). Therefore, we hypothesize that, in the
early phases of TBI, neuronal cells are the cellular source of CCL3.
Consequently, first neutrophils, then microglia/macrophages and as-
troglial cells are recruited/activated, in agreement with several studies
(Faden, 2011; Hsieh et al., 2013; Piotrowska et al., 2016;
Ramlackhansingh et al., 2011; Xue et al., 2010). In the later phases of
neuroinflammation, CCL3 can also be produced by neurons (Kalkonde
et al., 2007; Rojewska et al., 2018), neutrophils (Bennouna et al., 2003;
Charmoy et al., 2010), macrophages and microglia (Kataoka et al.,
2009; Rojewska et al., 2018; Simpson et al., 1998) and astroglia
(Kalkonde et al., 2007). It seems that CCL3 can evoke effects in a
paracrine and autocrine manner. Moreover, CCL3 not only activates
neutrophils and glia but may also affect neuronal Ca2+ signaling
(Meucci et al., 1998) and neuronal network activity, according to in
vitro data (Kuijpers et al., 2010). Furthermore, CCL3 has been found to
be associated with temporal lobe epilepsy (Guzik-Kornacka et al., 2011)
and Alzheimer’s disease (Liu et al., 2014; Xia et al., 1998). Recently, it
was proven that CCL3 is a hippocampal neuromodulator that is able to
regulate synaptic plasticity mechanisms involved in learning and
memory functions (Marciniak et al., 2015). Therefore, CCL3 signaling
may be an interesting target for the development of new therapeutic
strategies.

CCL4 is only weakly expressed in healthy brains; however, its levels
are enhanced in several chronic inflammatory diseases, including
Alzheimer’s disease (Xia et al., 1998; Zhu et al., 2014), type 1 diabetes
(Hanifi-Moghaddam et al., 2006), osteoarthritis (Koch et al., 1995), and
chronic bronchitis (Capelli et al., 1999). A strong increase in CCL4 is
observed in a mouse model of cerebral amyloid deposition and is sig-
nificantly correlated with age- and sex-dependent neurodegeneration
progression (Kang et al., 2018; Zhu et al., 2014). The important role of
this chemokine in host tissue damage was revealed by studies using
neutralizing antibodies against it (Bless et al., 2000; Manczak et al.,

Fig. 5. Time-dependent changes in CCR1 mRNA expression in the cortex (A), striatum (B), thalamus (C) and hippocampus (D) of TBI or sham-injured mice at selected
time points. The data are the means ± S.E.M. (n = 5–8). *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 indicate significant differences between the sham and TBI groups at
each selected time point evaluated by t-test.
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Fig. 6. Time-dependent changes in CCR5mRNA expression in the cortex (A), striatum (B), thalamus (C) and hippocampus (D) of TBI or sham-injured mice at selected
time points. The data are the means ± S.E.M. (n = 5–8). *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 indicate significant differences between the sham and TBI groups at
each selected time point evaluated by t-test.

Fig. 7. Time-dependent changes in CCR1 (A,
C) and CCR5 (B, D) protein levels in the cortex
(A–B) and thalamus (C–D) of TBI or sham-in-
jured mice at 24 h and on day 7. The data are
the means ± S.E.M. (n = 6). *p < 0.05; **p <
0.01; indicate significant differences between
the sham and TBI groups at each selected time
point evaluated by t-test.
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2002). Our results support the hypothesis that, after TBI, CCL4 plays a
very important role in the onset of neuroinflammation. CCL4 is one of
the main brain microvascular endothelial chemokines that acts as an
attractant for neutrophils in brain tissue (Yang et al., 2017). These
chemokine is also released by neurons (MacNair et al., 2016), neu-
trophils (Bennouna et al., 2003; Charmoy et al., 2010) and glia

(Rojewska et al., 2018). The immunohistochemical staining has shown
that it is expressed on reactive astroglia near the lesion site after brain
trauma (Ghirnikar et al., 1996). In the later stages of neuroinflamma-
tion, both glial cell types, microglia and astroglia, which are known to
be able to produce CCL4 (Ghirnikar et al., 1996; Rojewska et al., 2018;
Xia et al., 1998) become importantly activated. Since the strongest
changes in MIP family components are observed in CCL4 protein levels
in both the cortex and thalamus, it seems that this chemokine may be a
particularly interesting target for future therapeutic strategies.

Here, we also observed significant upregulation of CCL9 expression
after TBI at both the mRNA and protein levels. According to im-
munohistochemical results (Baba et al., 2019; Rojewska et al., 2018)
CCL9 colocalizes with a neuronal marker, but not with IBA-1 or GFAP,
pointing to neurons as the main source of this chemokine. It is also
known as a neutrophils attractant (Sadik et al., 2011). Therefore, the
CCL9 seems to be important in neuronal-glial and neuronal-neutrophil
crosstalk in the initial stage of neuroinflammation. Moreover, the in-
trathecal administration of a CCL9 neutralizing antibody effectively
diminishes spinal neurodegeneration in a diabetic model of neuropathic
pain (Rojewska et al., 2018). In the present study, we reported sig-
nificant changes in CCL9 mRNA and protein expression, although they
are far lower than those of CCL3 and CCL4. Therefore, we suggest that,
among MIP-1 family members, CCL9 is probably a minor target for
future therapeutic strategies, especially because it is not observed in
humans (Alliance of Genome Resources, 2020).

The distinctive feature of chemokines is their ability to interact with
more than one G-protein-coupled chemokine receptor. MIP-1 family
members interact with CCR1, CCR5, or both (Maurer and von Stebut,

Table 1
The protein levels of CCR1 and CCR5 in primary microglial and astroglial cell
cultures were evaluated by Western blot analysis. The biochemical data are
presented as a relative protein level (means ± SEM).

Fig. 8. Time-dependent changes in the mRNA expression and protein levels of neutrophil, microglial and astroglial markers in the cortex of TBI or sham-injured mice
at 24 h and on day 7. The data are the means ± S.E.M. (n = 5–8). **p < 0.01; ***p < 0.001 indicate significant differences between the sham and TBI groups at
each selected time point evaluated by t-test.
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2004). In the CNS, these receptors are expressed on neurons (Rojewska
et al., 2018; Rottman et al., 1997; Zhang et al., 2005), neutrophils
(Rudd et al., 2019), microglia (Eltayeb et al., 2007; Rottman et al.,
1997; Xia et al., 1998) and astroglia (Knerlich-Lukoschus, 2015;
Rottman et al., 1997). Our in vitro results confirm presence of CCR1 and
CCR5 in primary microglia and astroglia cells obtained from brain.
Recently, published results, including data from our group, has in-
creased interest in the potential role of CCR1 and CCR5 in the pa-
thology of many diseases characterized by profound neuroinflammation
(Eltayeb et al., 2007; Kwiatkowski et al., 2016; Piotrowska et al., 2016).
Here we found that, during the development of brain neuroinflamma-
tion, similar to diabetic neuropathy, the mRNA levels of CCR1 and
CCR5 are highly upregulated, but protein changes are weak. Therefore,
we can assume that the exposure of these receptors to their agonists
from the MIP-1 family leads to a rapid decrease in the number of cell-
surface binding sites. Accordingly, since we observed the most marked
changes in MIP-1 family chemokines in the cortex, we did not detect
significant changes in their receptor proteins. The situation was dif-
ferent in the thalamus, where we detected a slight upregulation of both
receptors at 24 h. As reported by Lee et al. (Lee et al., 2005) in scrapie-
infected mice, CCR1 and CCR5 transcripts are increased in the tha-
lamus, but not in the cortex, of infected mice. Based on the literature,
we can assume that CCR1 and CCR5 play important roles in many
neurodegenerative processes, including those evoked by brain injury
(Cowell et al., 2002; Li et al., 2017; Xia et al., 1998). The results of our
study suggest that, in the early phase of brain injury, chemokines from
the MIP-1 family can enhance the infiltration of immune cells into the
place of injury. Our recent data revealed that the intrathecal adminis-
tration of J113863 (a CCR1 antagonist) diminishes pain-related beha-
vior in neuropathy, although the level of this receptor in the spinal cord
remains unchanged (unpublished observation). Previous studies have
reported that two different CCR5 antagonists (maraviroc and DAPTA)
attenuate the development of neuropathic pain symptoms in rats after
nerve injury (Kwiatkowski et al., 2016; Piotrowska et al., 2016; Saika
et al., 2012). Moreover, the latest work of Joy and colleagues (Joy et al.,
2019) demonstrated CCR5 as a valid target for stroke and TBI recovery.
The authors revealed that maraviroc improves learning and cognition in
TBI animals. Our and others results indicate that it is important to
further investigate the role of chemokine receptors in neuroinflamma-
tion since they can be used as very important drug targets to treat
neuroimmunological disorders of different etiologies.

Advances in the understanding of the pathology of TBI have re-
vealed the great complexity of cellular and molecular events. However,
knowledge of the brain regions affected by the cascade of events trig-
gered by TBI is still limited. In the present work, we provide evidence of
the profound neuroinflammatory response that occurs in different brain
structures (the cortex, striatum, thalamus and hippocampus). Part of
our studies were performed in the cortex and thalamus, two brain re-
gions that are deeply involved in brain damage in the CCI model and
are targets for recovery. The cortex is the site of the impact; therefore,
as expected, the most significant changes in the tested factors were
observed in this region. Several lines of evidence have shown that the
thalamus is particularly susceptible to the progression of secondary
injury after brain trauma (Ramlackhansingh et al., 2011; Scott et al.,
2015). Positron emission tomography (PET) studies have demonstrated
increased inflammation within the thalamus after severe TBI
(Ramlackhansingh et al., 2011). Moreover, Scott and colleagues de-
monstrated that inflammation in the thalamus is associated with tha-
lamocortical white matter damage and profound microglial cell acti-
vation, which colocalize with axonal abnormalities (Scott et al., 2015).
In the present study, we observed a profound involvement of MIP-1
family members as well as their receptors in this brain region. In
agreement with others, our data suggest that the thalamus should be
emphasized as an important brain region in TBI pathology.

TBI therapy is a major medical need, and therefore, new approaches
based on new potential therapeutic targets are urgently needed to

address the consequences of TBI. Our study proposes new, innovative
and pivotal role for all MIP-1 family chemokines in neuroinflammation
elicited by brain injury and suggests CCR1 and CCR5 as drug targets.
The results of our research are valuable since this novel approach may
pave the way for the pharmacological modulation of neuroinflamma-
tion in TBI. In particular, recent data and the availability of a phar-
macological antagonist of CCR5 (maraviroc), which is already used in
the clinic, point to this receptor as a promising molecular target for
future clinical trials for brain injury. We think that this original ap-
proach to discussed issue will contribute to a breakthrough in patient
management and treatment.
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Abstract
Background Every year, millions of people suffer from various forms of traumatic brain injury (TBI), and new approaches 
with therapeutic potential are required. Although chemokines are known to be involved in brain injury, the importance of 
X-C motif chemokine ligand 1 (XCL1) and its receptors, X-C motif chemokine receptor 1 (XCR1) and alpha-9 integrin 
(ITGA9), in the progression of TBI remain unknown.
Methods Using RT-qPCR/Western blot/ELISA techniques, changes in the mRNA/protein levels of XCL1 and its two recep-
tors, in brain areas at different time points were measured in a mouse model of TBI. Moreover, their cellular origin and 
possible changes in expression were evaluated in primary glial cell cultures.
Results Studies revealed the spatiotemporal upregulation of the mRNA expression of XCL1, XCR1 and ITGA9 in all the 
examined brain areas (cortex, thalamus, and hippocampus) and at most of the evaluated stages after brain injury (24 h; 4, 
7 days; 2, 5 weeks), except for ITGA9 in the thalamus. Moreover, changes in XCL1 protein levels occurred in all the studied 
brain structures; the strongest upregulation was observed 24 h after trauma. Our in vitro experiments proved that primary 
murine microglial and astroglial cells expressed XCR1 and ITGA9, however they seemed not to be a main source of XCL1.
Conclusions These findings indicate that the XCL1/XCR1 and XCL1/ITGA9 axes may participate in the development of 
TBI. The XCL1 can be considered as one of the triggers of secondary injury, therefore XCR1 and ITGA9 may be important 
targets for pharmacological intervention after traumatic brain injury.
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Introduction

Traumatic brain injury (TBI) is a condition that is caused by 
sudden damage to the central nervous system (CNS) due to 
accidents, violence, or sport activity and is a major urgent 
medical need. TBI is extremely difficult to treat, since it 
leads to secondary injury as a consequence of blood–brain 
barrier (BBB) disruption, cell death, ischemia, and hemor-
rhage [1]. Because the commonly used therapies are insuf-
ficient and complicated, new approaches that are based 
on the identification of new, potential therapeutic targets 
could help us develop more accurate reactions in an effort 
to address the consequences of TBI. Neuronal damage in 
brain structures leads to primary cell death, which is induced 
directly by the trauma, and to the subsequent death of neu-
rons caused by secondary cascades [2]. The complexity of 
the neuroimmunological responses that appear after TBI still 
needs to be understood. It is well established that cytokines 
play a key role in homeostasis [3]. It is known that many 
interleukins (e.g., IL-1β, IL-6, IL-18) are sharply upregu-
lated in TBI patients [4–6]. Similar results were obtained 
in rodent models of TBI, and recent experimental studies 
have shown significant changes in some chemokines, e.g., 
CCL2, CCL3, CCL4, CCL9, CCL11, CX3CL1, and CXCL5 
[1, 7, 8], however, there is still a lack of knowledge about 
X-C motif chemokine ligand 1 (XCL1, also known as lym-
photactin and SCM-1alpha). XCL1 acts through X-C motif 
chemokine receptor 1 (XCR1), which is a G-protein coupled 
receptor [9] that has been detected in neurons [10, 11]. It was 
shown that after mental nerve damage the XCR1 is upregu-
lated at the site of the injury—the authors proposed XCL1 
as an excitability factor in orofacial pain [11]. Importantly, 
XCL1 is produced not only by immune cells [12], but also 
by neurons [10, 11, 13, 14]. Therefore, the role of XCL1 in 
TBI is particularly interesting. However, XCR1 is not the 
only receptor for XCL1. Interestingly, in 2017 Matsumoto 
et al. showed that XCL1 affects fibroblast migration through 
alpha-9 integrin (ITGA9) [15]. This receptor has been 
already detected in some cell types, including endothelial 
cells, epithelial cells, muscle cells, neutrophils and neural 
precursor cells [16–19]. However, the expression of ITGA9 
on microglial and astroglial cells has not been studied thus 
far. In vitro studies showed that the neuronal expression of 
ITGA9 enhanced the ability of axons to regenerate [20]. On 
the other hand, it was suggested that blocking ITGA9 can 
be used as a therapeutic strategy in autoimmune diseases 
[21]. However, in the current literature, there is still a lack 
of knowledge about the roles of the XCL1/XCR1 and XCL1/
ITGA9 axes in TBI.

Therefore, the aim of our study was to examine, using 
RT-qPCR, Western blot and ELISA techniques, the pos-
sible temporal changes in the mRNA and protein levels of 

XCL1 and its two receptors, XCR1 and ITGA9, in different 
brain structures (cortex, thalamus, and hippocampus) after 
TBI. The injury was induced in mice by controlled corti-
cal impact (CCI), which is a clinically relevant model of 
human TBI [22]. This model induces local responses in the 
brain tissue, leading to neuronal loss, BBB disruption and 
subsequent inflammatory response induction, including 
chemokine release [2]. Moreover, the goal of the study was 
to identify the cellular origin of XCL1 and to demonstrate 
the expression of XCR1 and ITGA9 in LPS-stimulated 
primary cultures of microglia and astrocytes using RT-
qPCR, Western blot and ELISA techniques. Additionally, 
the influence of XCL1 on primary cell cultures of micro-
glia and astrocytes was tested.

Materials and methods

Animals

In this study, the C57BL/6J mice from the Charles River, 
Italy, Germany were used, as follows (1) adult males for 
the TBI model (9–11 weeks old, weighing 22–27 g); (2) 
1-day-old mice pups for primary glial cell cultures studies. 
The mice were housed at a temperature of 22 ± 2 °C and a 
relative humidity 55 ± 10% with a 12-h light/dark cycle. The 
mice were housed 4–5 per cage and were given ad libitum 
access to food and water. All the procedures using animals 
were performed in agreement with institutional guidelines 
and in compliance with national and international laws and 
policies.

Induction of the traumatic brain injury model

The animals were anesthetized with inhalation anesthesia 
(isoflurane—induction, 3%; maintenance, 1.5%) in  N2O/
O2 (70/30%) and immobilized in a stereotaxic frame. Next, 
the mice were subjected to craniotomy on the left side and 
then to TBI by CCI, according to a previously described 
procedure [23]. This model reliably causes TBI, which was 
confirmed by many studies performed in The IRCCS-Isti-
tuto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri [23, 24]. This 
model of severe TBI is typically associated with minimal/
no mortality [23]. The assessment of sensorimotor deficits 
was confirmed as a rule after CCI with the use of composite 
neurosurgery and the beam walk test weekly for 4 weeks 
[23]. Contusion volume after these TBI model was observed 
and calculated in perfused, frozen and cryosected brains 
stained with cresyl violet as previously described [24]. The 
TBI model used a pneumatic piston stably mounted at an 
angle of 20° from the vertical plane. This piston drove a 
rigid 3-mm impactor that applied force perpendicularly to 
the exposed dura mater over the left parietotemporal cortex 
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at a velocity of 5 m/s and a depth of 1 mm. Cranioplasty was 
performed after craniotomy, and the scalp was sutured. The 
sham-injured mice were subjected to identical anesthesia 
and surgery but were not subjected to brain injury. There was 
no loss in the number of animals after surgery.

Primary microglial and astroglial cell cultures

The in vitro studies were performed using primary micro-
glial and astroglial cell cultures prepared from the cerebral 
cortex obtained from newborn C57BL/6J mice, as described 
in our previous paper [8]. The cells were seeded at a den-
sity of 3 × 105 cells/cm2 in culture medium consisting of 
high-glucose GlutaMAX™ DMEM supplemented with 10% 
heat-inactivated fetal bovine serum, 0.1 mg/ml streptomy-
cin and 100 U/ml penicillin (Gibco, New York, USA) in 
poly-l-lysine-coated 75-cm2 culture flasks. The cells were 
grown in a 37 °C incubator with a humidified atmosphere 
of 5%  CO2 in air. The culture medium was replaced after 
4 days. On day 16, the microglial cells, which were loosely 
attached to the monolayer, were harvested by gentle shaking 
(70 rpm for 1 h and 90 rpm for 15 min) and centrifugation 
(800 rpm for 10 min), and the cell viability was determined 
using the trypan blue (Bio-Rad, Warsaw, Poland) exclu-
sion method. Then, fresh medium was added to the same 
culture bottles. After a few days, the astroglial cells were 
prepared by shaking the flasks for 4 h and trypsinization 
using a 0.05% trypsin–EDTA solution (Sigma-Aldrich, 
Saint Louis, USA). For the protein analysis, both micro-
glia and astroglia were seeded at a density of 1.2 × 106 cells/
well in 6-well plates and incubated for 48 h before further 
experiments. The IBA-1 and GFAP markers were used to 
assess cell purity. Only the minimal essential number of 
animals was used, and all of the procedures were performed 
according to the recommendations of the NIH Guide for 
the Care and Use of Laboratory Animals. The cells were 
treated with LPS (lipopolysaccharide from Escherichia coli 
0111:B4; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), which is causing 
the oxidative stress and inflammatory status [25, 26]. The 
dose (100 ng/ml) of LPS and time point (24 h) was chosen 
based on our previous studies [8, 27]. Moreover, cells were 
treated with XCL1 (recombinant mouse XCL1 Protein; R&D 
Systems, Minneapolis, USA) (200 ng/ml) or vehicle (0.2% 
BSA in PBS). The dose was selected according to previously 
reported studies [28].

Biochemical tests

Analysis of gene expression by RT‑qPCR

For the RT-qPCR studies, selected brain areas were col-
lected from the sham and TBI mice sacrificed at the fol-
lowing time points: 24 h, 4 days and 7 days, 2 weeks and 

5 weeks. In addition, cell lysates from the primary micro-
glial and astroglial cultures were collected and used for the 
study. Tissues from the ipsilateral cortex, hippocampus 
and thalamus were dissected, rapidly placed into RNAlater 
(Ambion, Inc., Austin, USA), frozen and stored at − 80 °C 
until use. For RT-qPCR, total RNA was extracted accord-
ing to Chomczynski and Sacchi [29] with the TRIzol rea-
gent (Invitrogen, Carlsbad, USA) as previously described 
[30]. The cell lysates were directly treated with the TRIzol 
reagent (Invitrogen, Carlsbad, USA). The RNA concentra-
tion was measured using the DeNovix DS-11 Spectropho-
tometer (DeNovix Inc., Wilmington, USA). Reverse tran-
scription was performed with 1000 ng or 300 ng in case of 
primary glial cell cultures, of total RNA using Omniscript 
Reverse Transcriptase (Qiagen Inc., Hilden, Germany) at 
37 °C for 60 min. The resulting cDNA was diluted 1:10 
with  H2O. RT-qPCR was performed using Assay-On-
Demand TaqMan probes according to the manufacturer’s 
protocol (Applied Biosystems, Foster City, USA) with an 
iCycler device (Bio-Rad, Hercules, Warsaw, Poland). The 
following TaqMan primers were used: Mm00446968_m1 
(Hprt), Mm00434772_m1 (Xcl1), Mm00442206_s1 (Xcr1), 
Mm00519317_m1 (Itga9), Mm00434228_m1 (IL1β), 
Mm00446190_m1 (IL-6), Mm00434225_m1 (IL-18), 
Mm00441259_g1 (CCL3), Mm00443111_m1 (CCL4), 
Mm00441260_m1 (CCL9), Mm01288386_m1 (IL-10), and 
Mm01274147_g1 (IL-18BP). The expression of the Hprt 
transcript (a housekeeping gene) was quantified to control 
for variations in the amounts of cDNA. The cycle thresh-
old values were automatically calculated using iCycler IQ 
3.0 software with the default parameters. The abundance of 
RNA was calculated as  2−(threshold cycle).

Enzyme‑linked immunosorbent assay (ELISA) analysis

The cortical, thalamic and hippocampal tissues obtained at 
two time points (24 h and 7 days) after TBI or sham proce-
dure and the cell culture lysates were used for enzyme-linked 
immunosorbent assays (ELISAs) according to the manufac-
turer’s recommendations. The tissue/cell lysates were fixed 
in RIPA buffer with a protease inhibitor cocktail (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA). The level of XCL1 was measured 
in the tissue homogenates using the Mouse XCL1/Lympho-
tactin ELISA Kit (Sandwich ELISA, LS-F53223, LifeSpan 
Biosciences, Seattle, USA). The samples obtained from the 
cell cultures were measured by the Mouse XCL1/Lympho-
tactin ELISA Kit (Sandwich ELISA, LS-F39783, LifeS-
pan Biosciences, Seattle, USA). The detection ranges were 
as follows: LS-F53223: 6.25–400 pg/ml and LS-F39783: 
62.5–4000 pg/ml. Positive controls for each assay were pro-
vided by the manufacturer.
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Western blot analysis

The cortical, thalamic and hippocampal tissues obtained 
at two time points (24 h and 7 days) after TBI or sham 
procedure and the cell lysates from the primary micro-
glial and astroglial cultures were collected and used for 
the study. The tissue/cell lysates were placed in RIPA 
buffer supplemented with a protease inhibitor cocktail 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Then, the samples were 
cleared by 14,000×g centrifugation for 30 min at 4 °C. The 
total protein concentration was measured using the bicin-
choninic acid (BCA) method. The protein samples (20 μg 
and 8 μg from the tissues and cells, respectively) were 
heated for 8 min at 98 °C in loading buffer (4 × Laemmli 
Buffer, Bio-Rad, Warsaw, Poland). Then, the samples were 
loaded in 4–15% Criterion TGX precast polyacrylamide 
gels (Bio-Rad, Warsaw, Poland) and, through the use of 
a semidry transfer system (30 min, 25 V), transferred 
to Immune-Blot PVDF membranes (Bio-Rad, Warsaw, 
Poland). Then, the membranes were blocked with dry milk 
(5%, nonfat, Bio-Rad, Warsaw, Poland) in Tris-buffered 
saline with 0.1% Tween 20 (TBST) for 1 h, washed with 
TBST (4 × 5 min), and incubated overnight at 4 °C with 
the following commercially available primary antibodies: 
mouse anti-GAPDH (1:5000; Merck, Darmstadt, Ger-
many), rabbit anti-XCL1 (1:150; Novus Biologicals, Cen-
tennial, USA), rabbit anti-XCR1 (1:5000; Lifespan Bio-
sciences, Seattle, USA), and rabbit anti-ITGA9 (1:3000; 
Abcam, Cambridge, Great Britain). Then, the membranes 
were incubated in horseradish peroxidase-conjugated anti-
rabbit or anti-mouse secondary antibodies (Vector Labora-
tories, Burlingame, USA) at dilutions of 1:5000 for 1 h at 
room temperature. The primary and secondary antibodies 
were dissolved in solutions from the SignalBoost Immu-
noreaction Enhancer Kit (Merck, Darmstadt, Germany). 
The membranes were washed in TBST (4 × 5 min). The 
immune complexes were detected by the Clarity Western 
ECL Substrate (Bio-Rad, Warsaw, Poland) and visualized 
using the Fujifilm LAS-4000 Fluor Imager system. The 
quantification of the relative levels of the immunoreactive 
bands was performed using Fujifilm Multi Gauge.

Statistical analysis

The RT-qPCR results are presented as the normalized aver-
ages derived from the threshold cycle. For the tissue study 
(Figs. 1, 2, 3) and the primary cell culture study (Figs. 4, 
5), the RT-qPCR/Western blot/ELISA results are pre-
sented as fold changes relative to the control [sham group 
(Figs. 1, 2, 3); unstimulated cells (Figs. 4, 5)]. All the results 
(mean ± SEM) were statistically evaluated using a t test 
(Figs. 1, 2, 3, 4, 5). Additionally, to determine the particular 

time points x TBI interaction, some results were evaluated 
using two-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple 
comparisons post hoc test (Figs. 1, 2, 3). All the statistical 
analyses mentioned above were performed with GraphPad 
Prism ver. 8.1.1 (330) (GraphPad Software, Inc., San Diego, 
USA).

Results

Time‑dependent changes in XCL1 mRNA expression 
in the cortex, thalamus and hippocampus of mice 
after TBI

We observed a strong and significant increase in XCL1 
mRNA expression in all the analyzed brain structures 
(cortex, thalamus and hippocampus; Fig. 1). The level 
of XCL1 mRNA after TBI was significantly increased 
at every tested time point (24 h, 4 days, 7 days, 2 weeks 
and 5 weeks) compared to the level after the sham oper-
ation, except for the 24 h and 5 weeks in the thalamus 
and 24 h and 4 days in hippocampus. In the cortex, the 
highest upregulation was detected 2 weeks after trauma 
[12.99 ± 2.53 (t8 = 4.74; p = 0.0089)], after which the effect 
started to decrease through week 5 [4.26 ± 0.79  (t10 = 4.03; 
p = 0.0087)]. The two-way ANOVA confirmed a signifi-
cant interaction between the considered time points and 
TBI procedure (F4,55 = 12.42; p < 0.0001) (Fig. 1a). In the 
thalamus (Fig. 1b), we also noticed an increase in XCL1 
mRNA expression—the highest value was observed at 
7 days after injury [3.15 ± 0.7 (t14 = 2.94; p = 0.0181)]. 
The two-way ANOVA confirmed a significant interaction 
between the considered time points and TBI procedure 
(F4,56 = 3.88; p = 0.0075).The strongest upregulation of the 
chemokine, which was maintained at a high level from 
day 7 [18.6 ± 5.86 (t14 = 3.00; p = 0.0199)] until week 5 
[18.05 ± 4.7 (t9 = 3.62; p = 0.0223)], was observed in the 
hippocampus. The two-way ANOVA confirmed a signifi-
cant interaction between the considered time points and 
TBI procedure (F4,55 = 4.56; p = 0.0030) (Fig. 1c).

Time‑dependent changes in XCR1 and ITGA9 
mRNA expression in the cortex, thalamus 
and hippocampus of mice after TBI

Analysis of mRNA levels of the XCL1 receptor XCR1 sim-
ilarly revealed its upregulation after TBI in all the tested 
brain structures (Fig. 2a–c). In the cortex, the level of 
XCR1 was elevated at every tested time point (24 h, 4 days, 
7 days, 2 weeks and 5 weeks). The cortical level of XCR1 
(Fig. 2a) started to increase 24 h after TBI and reached its 
highest value at day 4 [7.89 ± 0.97 (t12 = 7.05; p < 0.008)]; 



1583Traumatic brain injury in mice induces changes in the expression of the XCL1/XCR1 and XCL1/ITGA9…

1 3

the expression of XCR1 progressively decreased but 
remained significantly elevated at week 5. The two-way 
ANOVA confirmed a significant interaction between the 
considered time points and TBI procedure (F4,50 = 5.23; 
p = 0.0013) (Fig. 2a). The XCR1 mRNA level in the thala-
mus started to grow 24 h after TBI [1.71 ± 0.25 (t10 = 2.57; 
p = 0.0380)] and reached its highest value 4 days after TBI 
[3.08 ± 0.43 (t12 = 4.53; p = 0.0038)] but remained signifi-
cantly elevated until 7 days (Fig. 2b). After that time point, 
the level decreased. The two-way ANOVA confirmed a 
significant interaction between the considered time points 
and TBI procedure (F4,53 = 4.84; p = 0.0021) (Fig. 2b). 
The elevated level of XCR1 mRNA in the hippocampus 
was observed 24 h and 7 days after injury [16.98 ± 4.36 

(t12 = 3.66; p = 0.0145)], after which it began to decline but 
remained significantly elevated until 2 weeks after injury 
(Fig. 2c).

The mRNA expression of the second receptor that was 
studied (Fig. 2d–f), the ITGA9, was increased in two of the 
selected brain areas. In the cortex (Fig. 2d), the increase started 
4 days after brain injury [1.91 ± 0.22 (t14 = 3.88; p = 0.0034)], 
and remained at a significant level until week 5. The two-
way ANOVA confirmed a significant interaction between the 
considered time points and TBI procedure (F4,58 = 3.35; 
p = 0.0155) (Fig. 2d). The maximal expression of ITGA9 in 
the hippocampus (Fig. 2f) was also observed at 4 days after 
trauma [2.98 ± 0.64 (t12 = 3.04; p = 0.0269)], and the level of 
ITGA9 remained at a significant level until week 2. We did 

Fig. 1  Time-dependent changes 
in XCL1 mRNA expression 
in the cortex (a), thalamus 
(b) and hippocampus (c) of 
TBI or sham-injured mice 
at the selected time points. 
The data are presented as 
fold changes relative to the 
control (means ± SEMs.; sham 
groups n = 5–8; TBI groups 
n = 5–8). *p < 0.05; **p < 0.01; 
***p < 0.001 indicate sig-
nificant differences between the 
sham and TBI groups at each 
selected time point as evaluated 
by t test. +p < 0.05; ++p < 0.01; 
+++p < 0.001 shows significant 
differences comparing to the 
24 h TBI group; #p < 0.05; 
##p < 0.01; ###p < 0.001 shows 
significant differences compar-
ing to the 4th day TBI group; 
&&&p < 0.001 shows significant 
differences comparing to the 
7th day TBI group; ^p < 0.05; 
^^^p < 0.001 shows significant 
differences comparing to the 2 
weeks TBI group; as evaluated 
by two-way Anova
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not notice any changes in the mRNA of this receptor in the 
thalamus (Fig. 2e).

Time‑dependent changes in the XCL1, XCR1 
and ITGA9 protein levels in the cortex, thalamus 
and hippocampus of mice after TBI

Here, we analyzed the XCL1 protein using ELISA at two 
selected time points after TBI (24 h and 7 days) in the 
cortex, thalamus and hippocampus. The XCL1 level in 
the cortex (Fig. 3a) were significantly elevated at 24 h 
[3.15 ± 0.18 (t9 = 9.67; p < 0.0001)]. The two-way ANOVA 
confirmed a significant interaction between the considered 
time points and TBI procedure (F1,19 = 13.48; p = 0.0016) 

(Fig. 3a). In the thalamus, there was a significant increase 
in the chemokine levels only at the 24  h time point 
[1.22 ± 0.08 (t10 = 2.31; p = 0.0452)] (Fig. 3b). The hip-
pocampal activation of XCL1 was significantly increased 
at both the selected time points, namely 24 h [7.2 ± 1.44 
(t10 = 4.29; p = 0.0074)] and 7 days [3.61 ± 0.7 (t10 = 3.71; 
p = 0.0138)], after TBI. The two-way ANOVA confirmed a 
significant interaction between the considered time points 
and TBI procedure (F1,20 = 4.99; p = 0.0369) (Fig. 3c).

Moreover, we performed Western blot analysis of both 
the XCL1 receptors, namely, XCR1 and ITGA9, at two 
selected time points after TBI (24 h and 7 days) in the 
same brain structures. XCR1 showed no changes at the 
protein level in the cortex (Fig. 3d), thalamus (Fig. 3e), 
and hippocampus (Fig. 3f). Similar results were obtain 

Fig. 2  Time-dependent changes in XCR1 and ITGA9 mRNA expres-
sion in the cortex (a, d), thalamus (b, e) and hippocampus (c, f) of 
TBI or sham-injured mice at the selected time points. The data are 
presented as fold changes relative to the control (means ± SEMs; 
sham groups n = 5–8; TBI groups n = 5–8). *p < 0.05; **p < 0.01; 
***p < 0.001 indicate significant differences between the sham 

and TBI groups at each selected time point as evaluated by t test. 
+p < 0.05; ++p < 0.01 shows significant differences comparing to the 
24 h TBI group; ###p < 0.001 shows significant differences comparing 
to the 4th day TBI group; &&&p < 0.001 shows significant differences 
comparing to the 7th day TBI group; as evaluated by two-way Anova
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for ITGA9 in the cortex (Fig. 3g), thalamus (Fig. 3h), and 
hippocampus (Fig. 3i).

XCL1, XCR1 and ITGA9 mRNA and protein levels 
in primary glial cell cultures

In murine primary microglial and astroglial cell cultures, we 
detected the basal expression of XCL1 mRNA and protein 
(ELISA) (Fig. 4a, b). There are no significant changes in the 
protein (Fig. 4b) level of XCL1 24 h after LPS stimulation in 
the cultures of either cell type, however there is an upregula-
tion of XCL1 in astroglial cells mRNA after LPS stimulation 
[3.90 ± 0.93 (t6 = 3.09; p = 0.0353)] (Fig. 4a).

We also detected the basal mRNA and protein levels 
(Western blot) of both receptors, XCR1 (Fig. 4c, d) and 
ITGA9 (Fig. 4e, f). In the primary microglial cell cultures, 
no changes were observed in the mRNA and protein level 

of XCR1 24 h after LPS stimulation (Fig. 4c). In the pri-
mary astroglial cell cultures, there were no changes in the 
mRNA of XCR1; however, the protein level of this recep-
tor was significantly decreased 24 h after LPS stimulation 
[0.62 ± 0.05 (t9 = 5.37; p = 0.0005)] (Fig. 4d). In the primary 
microglial and astroglial cell cultures, there was an increase 
in the ITGA9 mRNA levels after LPS treatment in both cell 
populations [microglia: 1.95 ± 0.33 (t10 = 2.77; p = 0.0276), 
astroglia: 1.45 ± 0.11 (t10 = 3.32; p = 0.0110)] (Fig. 4e), the 
protein level of the ITGA9 increased 24 h after LPS stimu-
lation in astroglial cells population [1.32 ± 0.12 (t10 = 2.61; 
p = 0.0440)] (Fig. 4f).

Fig. 3  Time-dependent changes in the XCL1 (a–c), XCR1 (d–f) and 
ITGA9 (g–i) protein levels in the cortex (a, d, g), thalamus (b, e, h) 
and hippocampus (c, f, i) of TBI or sham-injured mice at the selected 
time points. The Elisa (a–c) and Western blot (d–i) data are presented 
as fold changes relative to the control (means ± SEMs; Elisa sham 
groups n = 6; TBI groups n = 5–6; Western blot sham groups n = 5–6; 

TBI groups n = 5–6). *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 indicate 
significant differences between the sham and TBI groups at each 
selected time point as evaluated by t test. ++p < 0.01; +++p < 0.001 
shows significant differences comparing to the 24  h TBI group; as 
evaluated by two-way Anova



1586 A. Ciechanowska et al.

1 3

The effect of XCL1 on the mRNA levels of pro‑ 
and anti‑inflammatory cytokines in primary glial 
cell cultures

Primary microglial and astroglial cell cultures were stim-
ulated with XCL1 (200 ng/ml). Our further analysis per-
formed at 2 and 6 h after XCL1 administration proved the 
presence of mRNAs encoding pro- (IL-1ß, IL-18, IL-6, 
CCL3, CCL4, CCL9) and anti- (IL-10, IL-18BP) inflam-
matory cytokines in both primary microglia and astroglial 
cell cultures. The mRNA expression of pro-inflammatory 
interleukins was not affected by XCL1 administration in 
microglial as well as astroglial cell cultures. The expres-
sion of CCL4 and CCL9 was unchanged by XCL1 admin-
istration in both cell cultures (Fig. 5i–l). The level of 
CCL3 was slightly lowered 2 h after XCL1 administration 

in microglia [0.85 ± 0.04 (t6 = 3.25; p = 0.0174)] (Fig. 5g), 
but it might be not biologically relevant. However, there 
was no changes in expression of CCL3 mRNA after 
XCL1 in astrocytes (Fig. 5h). The mRNA levels of the 
anti-inflammatory cytokines IL-18BP and IL-10 were 
unchanged after treatment with the XCL1 in both cell 
cultures (Fig. 5m–p).

Discussion

The results of the present study show, for the first time, 
that XCL1 is highly spatiotemporally increased at the 
mRNA and/or protein levels in the cortex, thalamus and 
hippocampus after TBI. Additionally, the XCL1 receptors, 
XCR1 and ITGA9, which are present in the all studied 

Fig. 4  Changes in the mRNA and protein levels of XCL1 (a, b), 
XCR1 (c, d) and ITGA9 (e, f) in primary mouse microglial and 
astroglial cell cultures. The RT-qPCR (a, c, e)/Western blot (d, f)/
ELISA (b) results are presented as fold changes relative to the con-
trol (means ± SEMs; RT-qPCR microglia group n = 3–7; astroglia 

group n = 3–7; Western blot microglia group n = 5–6; astroglia group 
n = 5–6; Elisa microglia group n = 6; astroglia group n = 5). *p < 0.05; 
***p < 0.001 indicate significant differences between the unstimu-
lated and LPS-stimulated microglial and astroglial cell cultures 24 h 
after treatment at the mRNA and protein levels as evaluated by t test
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brain structures, are highly upregulated at the mRNA 
level; however, their protein levels do not exhibit signifi-
cant changes. Our in vitro studies revealed that murine pri-
mary microglial and astroglial cells expressed XCL1 and 
both its receptors, however this chemokine is not upregu-
lated after cellular activation. Our findings indicate that 
XCL1/XCR1 and XCL1/ITGA9 seem to be key signaling 
pairs that can participate in many aspects of secondary 
brain injury. Since the XCL1 can be one of the important 
triggers of secondary injury after TBI, therefore we pro-
posed this chemokine as a good target for pharmacological 
intervention [31–34].

Initially, it was shown that in the periphery, XCL1 is pro-
duced by subsets of T and NK cells during inflammation and 
leads to chemotaxis of these cells by binding to XCR1 [12]. 
This is in line with our in vitro results showing that activated 
microglia and astroglia are not, as can be expected, the main 
source of XCL1 after brain injury. The strongly increased 
XCL1 level observed after nervous system injury may be 
due to the secretion of this chemokine by neurons, as already 
suggested [11]. It seems that XCL1 is an important player in 
many immune responses [35]. It has been already identified 
in patients with several inflammatory diseases, including 
Crohn’s disease [36], HIV-1 infection [37] and rheumatoid 
arthritis [38, 39]. Importantly, also in a cerebral tissue of 
patients with posttraumatic brain contusions [40]. Some 
findings highlight the possible significance of the XCL1/
XCR1 pathway in maintaining gut homeostasis, which can 
define this axis as an innovative potential therapeutic target 
for the treatment of human intestinal immune disorders [41]. 

The upregulation of XCL1 was also described in mice, first 
by Koedel et al. in the cortex 72 h after cold-induced cor-
tical injury [42]. Moreover, Zychowska et al. showed that 
XCL1 is spinally upregulated in a mouse model of diabetic 
neuropathy and that its neutralization results in a reduc-
tion of hypersensitivity [10]. Recently, Matsumoto et al. 
[15] showed that XCL1- and ITGA9-neutralizing antibod-
ies abrogated disease progression in experimental autoim-
mune encephalomyelitis and suggested XCL1/ITGA9 axis 
as an important signaling pair for homeostatic functions. 
We demonstrated the spatiotemporal upregulation of XCL1 
expression in all the tested brain areas (cortex, thalamus, 
hippocampus), which begins shortly after TBI and, in some 
structures, persists until up to 5 weeks after injury. For our 
research, we selected brain structures that were previously 
suggested to be especially vulnerable to TBI [43–45]. In 
2020, Mohamed et al. studied a rat model of closed head 
diffuse injury by diffusion tensor imaging and confirmed 
that TBI leads to widespread and persistent microstructural 
changes within the white and gray matter of the brain [46]. 
Moreover, like the cortex, also hippocampus and thalamus 
appear to be susceptible to ongoing post TBI pathology. 
The authors also confirmed volumetric changes in these 
two areas. Additionally, they observed increased microglial 
activation in the cortex, thalamus, and hippocampus, even 
up to 30 days [46, 47]. These results are consistent with 
those obtained using positron emission tomography, which 
verified increased inflammation in the thalamus after TBI 
[48]. Since the cortex is the site of the impact, as expected, 
significant changes in XCL1 were observed in this region. 

Fig. 5  The effect of XCL1 on the mRNA levels (RT-qPCR) of pro- 
(IL-1β, IL-6, IL-18, CCL3, CCL4, CCL9) and anti- (IL-10, IL-18BP) 
inflammatory factors in microglial and astroglial cell cultures. The 
data are presented means ± SEM (n = 4 each group). *p < 0.05; indi-

cate significant differences between the untreated and XCL1-treated 
(200  ng/ml) microglial and astroglial cell cultures, 2 and 6  h after 
treatment.at the mRNA level was evaluated by t test
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However, we also provide the first evidence of the pro-
found XCL1 response in the thalamus and hippocampus. 
Many studies have shown that within the first hours after 
TBI, increased neuronal excitability and reduced GABAe-
rgic inhibitory transmission are observed, which entail 
astroglia and microglia activation [49]. The microglia are 
approximately 5–20% of the total glial cell population [50, 
51] and play an important immunological role in the CNS 
[51]. Astrocytes occupy 30% of the brain volume (region 
dependent) and constitute 30–65% of all the glial cells [50], 
which makes these cells, together with neurons, the larg-
est population of cells in the brain [52, 53]. Published data 
provide evidence that the inflammation observed in TBI is 
associated with thalamocortical white matter damage and 
profound glial activation, which colocalize with axonal 
abnormalities [54]. Our results prove that XCL1 is strongly 
upregulated shortly (24 h) after TBI, therefore we hypoth-
esize that neuronally produced XCL1 acts in an autocrine 
manner via neuronal XCR1 and ITGA9 to trigger neuronal 
activation, which in turn results in glial activation. This 
observation corresponds well with our previously published 
results showing that activation of microglia and astroglia 
starts on day 7 after TBI [8]. Although our results show that 
upon in vitro conditions XCL1 does not directly activate 
glial cells, there are evidences that in vivo the situation may 
differ. It was already shown that intrathecally administrated 
XCL1 induced microglia activation and proliferation [10], 
therefore there is still a need for more research focused on 
XCL1 role in TBI. Already is known that, the disruption 
of the homeostatic interactions of the CX3CL1 (produced 
mainly by neurons) and CX3CR1 (present mainly on micro-
glia) axis in the context of neuron-microglia/astroglia com-
munication is important during the pathogenesis of several 
diseases, including TBI [55–58]. In addition, CX3CL1, 
CCL2, CXCL8 in the CSF and/or plasma of TBI patients 
correlate with poorer outcome, therefore they have been pro-
posed as biomarkers (reviewed in [59]). The level of XCL1 
in the CSF and plasma in TBI patients remain to be study, 
however importantly in 2020 this chemokine was selected 
as biomarker for malignant transformation [60].

Recent data strongly support the idea that microglia play 
both beneficial and harmful roles [61, 62]. Microglia can 
prevent neuronal injury and restore tissue integrity by releas-
ing anti-inflammatory/neurotrophic factors and removing 
cellular debris. On the other hand, the development of an 
uncontrolled and highly reactive microglial activation state 
after brain injury results in the release of pro-inflammatory 
factors that contribute to neuronal dysfunction and death 
[61, 62]. Similarly, reactive astrocytes are capable of produc-
ing pro‐inflammatory factors and can degrade the extracel-
lular matrix and cause further disrupt the BBB [53]; how-
ever, they are also capable of producing factors that promote 

regeneration [63]. Our results provide evidence that XCL1/
XCR1 and XCL1/ITGA9 axes can participate in immune 
response after TBI. XCR1 was identified in 1995 as orphan 
receptor GPR5 [64] and, for the long time, was thought to be 
the only receptor for XCL1 in mice [65, 66]. It has been sug-
gested that XCR1 is expressed in murine dendritic cells [67], 
T cells, B cells and neutrophils [68] but not in macrophages 
[69]. However, subsequent studies have proven that XCR1 is 
present on mononuclear cells [38, 70]. Our results obtained 
from primary cell cultures provide evidence that XCR1 is 
present on microglial and astroglial cells. After TBI, the 
mRNA level of XCR1 is highly upregulated in all the stud-
ied brain structures; however, its protein level changes 
remain on undetectable level. Therefore, we can assume that 
the exposure of these receptors to XCL1 leads to a rapid 
decrease in the number of cell-surface binding sites. What 
is also important, XCL1 can also act through ITGA9 [15], 
so by one of the less studied integrins that facilitates acceler-
ated cell migration [71]. It was already shown that blocking 
ITGA9 has beneficial effects in mouse models of arthritis 
[71] and experimental autoimmune encephalomyelitis [21]. 
Our studies indicate that in primary microglial and astro-
glial cell cultures, XCL1 does not induce production of pro-
inflammatory cytokines such as CCL3, CCL4, CCL9, IL-1β, 
IL-18, IL-6 directly. Additionally, XCL1 administration does 
not influence the mRNA levels of an anti-inflammatory IL-
1RA, IL-10 in both microglia and astrocytes. These findings 
are surprising but also extremely important as they highlight 
that XCL1 may acts through neuronally localized receptors. 
Considering that XCR1 in the CNS is located mainly on 
neurons [10] and similarly ITGA9 is also present in neu-
rons [20] it seems to be even more likely. Current literature 
suggests that modulating chemokine signaling, especially 
CCL2/CCR2, CCL5/CCR5 CXCL8/CXCR2, CXCL10/
CXCR3, CXCL12/CXCR4, and CX3CL1/CX3CR1, may 
be beneficial in TBI treatment [59]. Our results, for the first 
time, draw attention to the significant role of the XCL1/
ITGA9 axis in the cortex, hippocampus and thalamus after 
brain injury. Interestingly, according to the literature data, 
we can hypothesize that XCL1 signaling via ITAG9 might 
be neuro-protective [19] while signaling via XCR1 neuro-
toxic [10]. However, there is still a lack of study to prove this 
hypothesis. If this is true, this data would mean that down-
regulating XCL1-XCR1 signaling while simultaneously up-
regulating XCL1-ITAG9 signaling is a very tempting thera-
peutic strategy. Still requires clarification which intracellular 
pathways are involved through signaling via XCL1-XCR1 
and which through signaling via XCL1-ITAG9 in the CNS. 
So far, it was shown that XCL1-XCR1 evoked the induction 
of c-Fos, pERK and p38MAPK in brainstem [11]. In case 
of XCL1-ITGA9 axis there was shown, that ITGA9 was act-
ing through FAK/Src-Rac1/RhoA signaling in human liver 
cell line [72]. It was also proved that that ITGA9 depletion 
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suppresses breast cancer tumor growth and metastasis by 
promoting β-catenin degradation through the ILK/PKA/
GSK3 pathway [73]. The modulating of XCL1 activated 
pathways has the potential to result in therapeutic benefit 
not only in TBI, but also in other neuroinflammation-related 
diseases, however, this hypothesis requires additional, in-
depth investigation.

Conclusion

Treatments for brain injury are a major medical need, so new 
approaches based on innovative potential therapeutic targets 
are urgently needed. The results of our research provide the 
first evidence that in the early phases of TBI (24 h), XCL1 is 
highly upregulated not only in a cortex, but also in thalamus 
and hippocampus. Therefore, this chemokine can be one of 
the immune triggers of secondary injury after TBI, therefore 
should be considered as an important chemokine that may play 
a pivotal function during brain injury. Based on the available 
literature and our results, we suggest that XCL1 deserves fur-
ther study, especially because XCR1 and ITGA9 seem to be 
important novel targets with beneficial properties for pharma-
cological intervention after brain injury.
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Pharmacological Modulation of the MIP-1 Family and Their
Receptors Reduces Neuropathic Pain Symptoms and Influences
Morphine Analgesia: Evidence from a Mouse Model
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Department of Pain Pharmacology, Maj Institute of Pharmacology Polish Academy of Sciences, 12 Smetna Str.,
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Abstract: Neuropathic pain pathophysiology is not fully understood, but it was recently shown that
MIP-1 family members (CCL3, CCL4, and CCL9) have strong pronociceptive properties. Our goal
was to examine how pharmacological modulation of these chemokines and their receptors (CCR1 and
CCR5) influence hypersensitivity after nerve injury in Albino Swiss male mice. The spinal changes in
the mRNA/protein levels of the abovementioned chemokines and their receptors were measured
using RT-qPCR and ELISA/Western blot techniques in a mouse model of chronic constriction injury
of the sciatic nerve. Behavioral studies were performed using the von Frey and cold plate tests after
pharmacological treatment with neutralizing antibodies (nAbs) against chemokines or antagonists
(CCR1-J113863, CCR5-TAK-220/AZD-5672) alone and in coadministration with morphine on Day 7,
when the hypersensitivity was fully developed. Our results showed enhanced protein levels of CCL3
and CCL9 1 and 7 days after nerve injury. The single intrathecal administration of CCL3 or CCL9 nAb,
J113863, TAK-220, or AZD-5672 diminished neuropathic pain symptoms and enhanced morphine
analgesia. These findings highlight the important roles of CCL3 and CCL9 in neuropathic pain and
additionally indicate that these chemokines play essential roles in opioid analgesia. The obtained
results suggest CCR1 and CCR5 as new, interesting targets in neuropathy treatment.

Keywords: CCL3; CCL4; CCL9; CCR1 antagonist (J113863); CCR5 antagonist (TAK-220; AZD-5672)

1. Introduction

Neuropathy affects up to 10% of humans [1] and is induced by varied causes, includ-
ing direct damage of the nerves. Even the most effective painkillers in general (opioid
drugs) are often ineffective against painful neuropathy [2]. This issue requires further
studies explaining neuro-immunological processes in order to improve the treatments [3].
Neuropathic pain states are distinguished by activation and/or an influx of immune and
glial cells in the spinal cord. Within the central nervous system (CNS), three main types of
glial cells are present under physiological conditions: oligodendrocytes, astrocytes, and
microglia (being the least abundant) [4]. Microglial cells along with macrophages have an
indisputable role in the preservation of CNS homeostasis and can take on many activation
states leading to changes in morphology, gene expression and function [5]. Additionally,
astroglia are crucial in maintaining the balanced functions of the CNS. Their activation has
neurodegenerative properties, inter alia, in the case of neuropathic pain [6]. Recent studies
have suggested that oligodendrocytes are activated in neuropathy and that they participate
in nociceptive transmission [7]. After being activated, the abovementioned cells can release
multiple factors, such as chemokines, which are especially important for nociception [3].
Chemokines have low molecular weight but strong chemotactic properties [8]. However,
their roles go far beyond chemotaxis. Previous studies have suggested that the blockade of
chemokines from different families (e.g., CCL1, CXCL3, or XCL1) by neutralizing antibodies

Brain Sci. 2023, 13, 579. https://doi.org/10.3390/brainsci13040579 https://www.mdpi.com/journal/brainsci

https://doi.org/10.3390/brainsci13040579
https://doi.org/10.3390/brainsci13040579
https://creativecommons.org/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://www.mdpi.com/journal/brainsci
https://www.mdpi.com
https://orcid.org/0000-0003-1986-7205
https://doi.org/10.3390/brainsci13040579
https://www.mdpi.com/journal/brainsci
https://www.mdpi.com/article/10.3390/brainsci13040579?type=check_update&version=2


Brain Sci. 2023, 13, 579 2 of 24

provides analgesic effects [9–12]. Likewise, the blockade of chemokine receptors was shown
to be a promising therapeutic strategy in mouse models of neuropathic pain. For example,
J113863 (CCR1), RS504393 (CCR2), C021 (CCR4), maraviroc (CCR5), and NVPCXCR2 20
(CXCR2) reduced hypersensitivity and enhanced the effectiveness of morphine [10,13–15].

In our previous studies, we showed that chemokines from the MIP-1 (macrophage
inflammatory protein-1) family, including CCL3 (MIP-1-alpha), CCL4 (MIP-1-beta), and
CCL9 (MIP-1-gamma), have strong pronociceptive properties [13,16] and are engaged
in the development of neuropathic pain caused by diabetes [13], which is a metabolic
polyneuropathy model. It has also been shown by some studies in mice and rats that
CCL3 and CCL9 are upregulated in the spinal cord and/or DRG levels after mechanical
damage to a single nerve [14,17,18]. However, the detailed participation of MIP-1 family
ligands and receptors after chronic constriction injury of the sciatic nerve (CCI model)
has not been studied in depth. This fact convinced us that there is still a lack of precise
knowledge about the specific activity and function of this family of chemokines. Therefore,
we decided to check, at the mRNA and protein levels, if there were any changes in the
amount of chemokines from the MIP-1 family and their receptors (CCR1: CCL3, CCL4,
CCL9, and CCR5: CCL3 and CCL4) in the lumbar spinal cord of mice after CCI. In addition,
we simultaneously verified the changes in cell markers for oligodendrocytes, microglia, mi-
croglia/macrophages, and astroglia. Then, via the administration of CCL3 and CCL9 nAbs,
we investigated the influence of these two chemokines on neuropathic pain symptoms
(mechanical and thermal hypersensitivity). In the next experiment, we studied whether
these specific antibodies coadministered with morphine acted better than morphine alone.
Finally, we investigated whether a blockade of receptors of the MIP-1 family chemokines
by J113863 (CCR1 antagonist), TAK-220 (CCR5 antagonist), or AZD-5672 (CCR5 antag-
onist) had any ability to relieve neuropathic pain symptoms that developed after CCI
in comparison to simultaneous CCR1 and CCR5 blockade via the coadministration of
J113863 with TAK-220 or AZD-5672. Additionally, we measured whether these antagonists
coadministered with morphine had better analgesic potential than morphine alone.

2. Materials and Methods
2.1. Animals

Our experiments were performed on mice (Albino Swiss strain) from Charles River
(Germany). We used adult male mice (9–11 weeks old, weighing 22–27 g). They were kept
in the following conditions: 22 ± 2 ◦C, 55 ± 10% relative humidity, 12/12 h light/dark
cycle. Animals had limitless access to nourishment and were kept in cages with an enriched
environment (blocks of wood). The Ethics Committee of the Maj Institute of Pharmacol-
ogy of the Polish Academy of Sciences supervised and permitted the procedures (LKE:
permission numbers: 1277/2015, 301/2017, 75/2017, 305/2017, 235/2020, and 40/2023).
According to the 3R policy, we used the minimal, essential number of animals. In the
graphs with the results of behavioral tests, we have also included values for naive animals.
In order to control the level of neuropathic pain symptoms in mice on Day 7, we performed
calculations showing that the naive group differed significantly from animals after CCI at
all time points examined, in both behavioral tests. The differences between the naive and
vehicle-treated CCI-exposed mice and in all studied time points were significant in the von
Frey test (p < 0.0001) and in the cold plate test (p < 0.0001) on Day 7, when mechanical and
thermal hypersensitivity were fully developed.

2.2. Chronic Constriction Injury

According to the procedure by Bennet and Xie [19], chronic constriction injury (CCI)
of the sciatic nerve was performed as follows. Mice were anesthetized via the inhalation of
isoflurane (induction and maintenance 3%). Next, an incision was made below the right
hip bone. After exposure, the right sciatic nerve was loosely tied three times and hidden.
In the next step, the skin was sutured, and animals were left to rest and regenerate. All
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operated-on mice developed neuropathic-pain-related behaviors. Behavioral tests were
performed 1, 4, 7, 14, and 35 days after the CCI procedure.

2.3. Biochemical Tests

The methods for mRNA and protein level measurements were those used in our lab
for years [9,12,20].

2.3.1. Analysis of Gene Expression via RT-qPCR

Immediately after decapitation, the spinal cords were removed from healthy (naive)
and CCI-exposed mice on Days 1, 4, 7, 14, and 35. In the next step, the tissue was sec-
tioned, and the lumbar (L4–L6) region of the spinal cord was isolated and placed into
Eppendorf tubes® with RNAlater (Ambion Inc., Austin, TX, USA) and frozen at −80 ◦C.
Total RNA was extracted according to Chomczynski and Sacchi [21] with TRIzol reagent
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Next, the concentration of mRNA was measured using
a spectrophotometer (DeNovix DS-11, DeNovix Inc., Wilmington, SA, USA). Reverse
transcription was performed with 1000 ng of total RNA by applying Omniscript Re-
verse Transcriptase (Qiagen Inc., Hilden, Germany) at 37 ◦C for 60 min. In the next
step, the obtained cDNA was diluted with H2O at a proportion of 1:10. Finally, the RT-
qPCR was performed with the use of Assay-On-Demand TaqMan probes in agreement
with the manufacturer’s protocol (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) in an iCy-
cler device (Bio-Rad, Hercules, Warsaw, Poland). The following TaqMan primers were
used for this study: Mm00446968_m1 (Hprt), Mm01210556_m1 (Olig2), Mm00525305_m1
(TMEM119), Mm00479862_g1 (IBA1), Mm01253033_m1 (GFAP), Mm00441259_g1 (CCL3),
Mm00443111_m1 (CCL4), Mm00441260_m1 (CCL9), Mm00438260_s1 (CCR1), and
Mm01963251_s1 (CCR5). The housekeeping gene (the Hprt transcript) was quantified
to control for variations in the amount of cDNA. The cycle threshold values were auto-
matically calculated using the iCycler IQ 3.0 software with the default parameters. The
abundance of RNA was calculated as 2−(threshold cycle).

2.3.2. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Analysis

Immediately after decapitation, the spinal cords were removed from healthy (naive)
and CCI-exposed mice on Days 1, 7, and 35. In the next step, the tissue was sectioned,
and the lumbar (L4–L6) region of the spinal cord was isolated and placed into Eppendorf
tubes® with RNAlater (Ambion Inc., Austin, TX, USA) and used for ELISAs according to
the manufacturer’s recommendations. The tissue homogenates were fixed in RIPA buffer
with a protease and phosphatase inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA).
Next, the samples were centrifuged (14,000 rpm, for 30 min at 4 ◦C). The concentration
of total protein was measured using the bicinchoninic acid method. The level of protein
was measured in the tissue homogenates using Mouse CCL3/MIP-1-Alpha, Sandwich
ELISA, LS-F4952, LifeSpan Biosciences, Seattle, WA, USA; Mouse CCL4/MIP-1 Beta, Sand-
wich ELISA, LS-F4954, LifeSpan Biosciences; and Mouse CCL9/MIP-1 Gamma, Sandwich
ELISA, LS-F55161, LifeSpan Biosciences. The detection ranges were as follows: CCL3:
15.6–1000 pg/mL; CCL4: 62.5–4000 pg/mL; and CCL9: 7.8–500 pg/mL. The manufacturer
provided positive controls for each assay.

2.3.3. Western Blot Analysis

Immediately after decapitation, the spinal cords were removed from healthy (naive)
and CCI-exposed mice on Days 1, 7, and 35. The tissue was sectioned, and the lumbar
(L4–L6) region of the spinal cord was isolated and placed into Eppendorf tubes® with RIPA
buffer supplemented with a protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA).
Next, the samples were centrifuged (14,000 rpm, for 30 min at 4 ◦C). The concentration of
total protein was measured using the bicinchoninic acid method. Samples of 10 µg protein
were heated at 98 ◦C for 8 min in loading buffer (4 × Laemmli Buffer, Bio-Rad, Warsaw,
Poland). The samples were loaded into precast polyacrylamide gels (4–15% Criterion TGX,
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Bio-Rad) and transferred to Immune-Blot PVDF membranes (Bio-Rad) through a semidry
transfer system (30 min, 25 V). The membranes were blocked for 1 h with dry milk (5%,
nonfat, Bio-Rad) reconstituted in Tris-buffered saline with Tween 20 (0.1% in TBST). The
membranes were washed with TBST (2 min, 3 × 5 min) and incubated overnight at 4 ◦C
with the following commercially available primary antibodies: mouse anti-β-actin (1:1000;
Merck, Darmstadt, Germany), rabbit anti-IBA1 (1:500, Novus Biologicals; Centennial, CO,
USA), rabbit anti-GFAP (1:10,000, Novus Biologicals, Centennial, CO, USA), rabbit anti-
CCR1 (1:500; Novus Biologicals, Centennial, CO, USA), and rabbit anti-CCR5 (1:500; Novus
Biologicals, Centennial, CO, USA). Then, the membranes were incubated in horseradish-
peroxidase-conjugated anti-rabbit or anti-mouse secondary antibodies for 1 h at room
temperature (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) at a dilution of 1:5000. The
SignalBoost Immunoreaction Enhancer Kit (Merck, Darmstadt, Germany) was used as a
dissolvent for the primary and secondary antibodies. The membranes were washed again
in TBST (2 min, 3 × 5 min). Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad, Warsaw, Poland)
was used to detect the immune complexes, and they were visualized using the Fujifilm
LAS-4000 Fluor Imager system. Fujifilm Multi Gauge was used for the quantification of
relative levels of the immunoreactive bands.

2.4. Single Intrathecal Drug Administration in the Mouse Model of Neuropathy

Substances were administered through lumbar puncture intrathecally (i.t.) in a volume
of 5 µL between the L5 and L6 vertebrae (Hylden and Wilcox 1980, with modifications by
Fairbanks 2003) [18,19]. For injection, a Hamilton syringe with a thin needle (0.3 × 13 mm)
was used. Half an hour before the administration of each pharmacological tool, we per-
formed the pretest which is the first measurement of each animal during the course of an
experiment. It is intended to show whether the animals used in the particular experiment
have developed symptoms of hypersensitivity to mechanical and thermal stimuli properly.

This is a standard procedure in our laboratory [9,12,20].

2.4.1. Administration of CCL3 and CCL9 Neutralizing Antibodies

A single i.t. administration of CCL3 nAb (AF-450-NA, Mouse CCL3/MIP-1 alpha Anti-
body, R&D Systems; Minneapolis, MI, USA) or CCL9 nAb (AF463, Mouse CCL9/10/MIP-1
gamma Antibody, R&D Systems) was administered to CCI mice at the dose of 0.5, 2, or
4 µg/5 µL on Day 7, when mechanical and thermal hypersensitivity were fully developed.
Behavioral testing was performed after 1, 4, and 24 h. CCL3 and CCL9 nAbs were dissolved
in PBS (Merck; Darmstadt, Germany), and PBS was injected as the vehicle (V) in the control
group. The details about using neutralizing antibodies are available on the manufacturer’s
pages: CCL3 nAb [22] and CCL9 nAb [23].

2.4.2. Administration of CCL3 Neutralizing Antibody with Morphine

The i.t. administration of CCL3 neutralizing antibody (2 µg/5 µL) followed by the
i.t. administration of morphine (TEVA; Krakow; Poland; 2.5 µg/5 µL) was performed
7 days after CCI. The dose of nAb was chosen based on the results obtained from the above
experiment. The doses of opioid were chosen based on our previous study [24]. First,
animals received V or CCL3 nAb. Next, after 3 h, there was a second injection of aqua pro
injectione (W) or morphine (M). The von Frey and cold plate tests were performed 0.5 h
after the second administration (W or M), which was 3.5 h after the first administration (V
or CCL3 nAb)

2.4.3. Administration of CCL9 Neutralizing Antibody with Morphine

The i.t. administration of CCL9 neutralizing antibody (2 µg/5 µL) followed by the i.t.
administration of morphine was performed 7 days after CCI. The dose of nAb was chosen
based on the results obtained above. First, animals received V or CCL9 nAb. After 1 h, there
was a second injection of W or M. The von Frey and cold plate tests were performed 0.5 h
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after the second administration (W or M), which was 1.5 h after the first administration (V
or CCL9 nAb).

2.4.4. Administration of CCR1 and CCR5 Antagonists

A single i.t. administration of J113863 (CCR1 antagonist, at doses of 1, 15, 30, and
60 µg/5; µL cat. #2595, Tocris, Bristol, UK), TAK-220 (CCR5 antagonist, at doses of 0.5,
2, 4, and 15 µg/5; µL cat. #HY-19974/CS-5579, MedChemExpress, Monmouth Junction,
NJ, USA), or AZD-5672 (CCR5 antagonist, at doses of 0.5, 2, 4, and 15 µg/5 µL cat. #HY-
119101/CS-0068004, MedChemExpress) were administered once to CCI-exposed mice on
Day 7, when mechanical and thermal hypersensitivity were fully developed. Behavioral
testing was performed after 1, 4, and 24 h. CCR1 and CCR5 antagonists were dissolved
in dimethyl sulfoxide (DMSO, cat. #D8418, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MI, USA), and
DMSO was used as the vehicle (V). The details about the agonists used are available on the
manufacturer’s pages: J113863 [25], TAK-220 [26], and AZD-5672 [27].

2.4.5. Administration of CCR1 Antagonist with Morphine

The i.t. administration of J113863 (15 µg/5 µL) followed by the i.t. administration of
morphine was performed 7 days after CCI. The dose of the antagonist was based on the
obtained results. First, animals received V or J113863. Next, after 3 h, there was a second
injection of W or M. The von Frey and cold plate tests were performed 0.5 h after the second
administration (W or M) and 3.5 h after the first administration (V or J113863).

2.4.6. Administration of CCR5 Antagonists with Morphine

The i.t. administration of TAK-220 or AZD-5672 followed by the i.t. administration
of morphine was performed 7 days after CCI. The doses of antagonists were based on the
obtained results. First, animals received V, TAK-220, or AZD-5672. After 1 h, there was a
second injection of W or M. The von Frey and cold plate tests were performed 0.5 h after
the second administration (W or M) and 1.5 h after the first administration (V, TAK-220,
or AZD-5672).

2.4.7. Coadministration of CCR1 and CCR5 Antagonists

The i.t. administration of J113863 (15 µg/5 µL) with the i.t. administration of TAK-220
or AZD-5672 (15 µg/5 µL) was performed 7 days after CCI, and the doses were based
on the above experimental results. Animals received V, antagonist of CCR1 (J113863),
antagonist of CCR5 (TAK-220 or AZD-5672), or their combination (J113863 + TAK-220 or
J11 + AZD-5672). Behavioral testing was performed after 1 and 4 h.

2.5. Behavioral Tests
2.5.1. Von Frey Test

For the measurement of tactile hypersensitivity, we used calibrated nylon monofila-
ments (ranging from 0.6–6 g, Stoelting, Wood Dale, IL, USA). First, the mice were put into
plastic cages with a floor of wire mesh. After 5 min of adaptation, the reactions to mechani-
cal stimuli were checked by the application of von Frey filaments. The measurement started
with the thinnest filament (0.6 g) and continued until the hind paw was lifted. The pressure
of the filament that caused the reaction was recorded as the result. If this reaction was
not observed, filaments were applied to increase pressure (g) until the last filament used
had a pressing force of 6 g, which was the cutoff latency [10]. The measurement with all
filaments used was always based on three touches, which followed each other directly, of
the midplantar surface of the hind paw. Each mouse (naive and CCI-exposed individuals)
was measured once in every time point. Only the injured paw (right paw in naive) was
measured and the result of the test was the value of the filament that caused the reaction of
the tested mouse. These responses included paw withdrawal and shaking. If the outcome
of the test was unclear, we repeated the measurements of individual mice after 5 min. This
is a standard test used in our laboratory [9,12,20].
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2.5.2. Cold Plate Test

For the measurement of thermal hypersensitivity, we used a cold plate/hot plate
analgesia meter (Ugo Basile, Gemonio, Italy). The temperature of the plate surface was
kept at 2 ◦C. The animals were placed on the chilled surface of the plate and observed
until they lifted their hind paw, and the time of the reaction was recorded as described
previously [10]. The maximal possible time for the animals to stand on the plate was 30 s,
which was the cutoff latency. After CCI, the foot with the constricted nerve was always the
first to react. This is a standard test used in our laboratory [9,12,20].

2.6. Statistical Analysis

The data obtained in the behavioral experiments (von Frey, cold plate tests) are pre-
sented as mean ± SEM. The data obtained in biochemical experiments (RT-qPCR, Western
blot, and ELISA analyses) are presented as fold change relative to the control group (naive
mice) ± SEM. The obtained results were statistically evaluated using one-way ANOVA
with Bonferroni’s post hoc test for multiple comparisons. Some of the results were eval-
uated using two-way ANOVA to detect time × drug interaction. All of the statistical
analyses were performed using Prism (ver. 8.1.1 (330), GraphPad Software, Inc., San Diego,
CA, USA).

3. Results
3.1. Temporal Changes in the mRNA and/or Protein Levels of Olig2, TMEM119, IBA1, and GFAP
Measured in Parallel with Pain-Related Behavior after Chronic Constriction Injury of the Sciatic
Nerve in Mice

Chronic constriction injury of the sciatic nerve led to the development of thermal
hypersensitivity between Days 1 (p < 0.0001) and 35 (p < 0.0001) (Figure 1B). Over this time,
we measured the mRNA and/or protein expression changes in cell markers (Figure 1D).

RT-qPCR analysis showed that the mRNA level of a marker for oligodendrocytes
(Olig2) was not changed after CCI (Figure 1A). However, the mRNA level of the microglial
marker (TMEM119) was strongly elevated between the 4th (p = 0.0011) and 7th days
(p = 0.0014) after injury of the nerve (Figure 1C); similarly, the microglia/macrophage
marker IBA1 was elevated at the mRNA level from the 1st (p = 0.0442) to the 14th day
(p = 0.0003) (Figure 1E). The astroglial marker (GFAP) was also elevated at the mRNA level,
but only on the 4th (p = 0.0241) and 14th days (p = 0.0351) (Figure 1G).

Western blot analysis showed that the protein level of a microglia/macrophage marker
(IBA1) was elevated on Day 7 after CCI (p = 0.0005) (Figure 1F). The protein level of the
astroglial marker (GFAP) was elevated on the 7th (p = 0.0367) and 35th days (p = 0.0087)
(Figure 1H).

3.2. Temporal Changes in the mRNA and Protein Levels of CCL3, CCL4, and CCL9 after Chronic
Constriction Injury of the Sciatic Nerve in Mice

Chronic constriction injury evoked changes in the mRNA level of CCL3, which was
upregulated between the 4th (p = 0.0246) and 35th days (p = 0.0006) (Figure 2A). CCL4 was
elevated from the 4th (p = 0.0043) to the 35th day (p = 0.0105) (Figure 2C), and similarly
the level of CCL9 grew significantly from the 4th (p < 0.0001) to the 35th day (p = 0.0006)
(Figure 2E).
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1 
 

 
Figure 1 Figure 1. Development of thermal hypersensitivity in CCI-exposed mice (from 1 to 35 days) as

measured via the cold plate test (B). Timeline of tissue collection at the indicated time points for
behavioral and biochemical analyses (D). Time-dependent changes in the mRNA levels of Olig2 (A),
TMEM119 (C), IBA1 (E), and GFAP (G) measured via RT-qPCR, and in the protein levels of IBA1 (F)
and GFAP (H) measured via Western blot in the spinal cord of naive and CCI-exposed mice (from 1 to
35 days). The data (n = 5–10) are presented as the mean fold changes relative to the control ± SEM for
the biochemical assays and the mean ± SEM for the behavioral tests. The results were evaluated using
one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test for comparisons of selected pairs. * p < 0.05;
** p < 0.01; and *** p < 0.001 indicate significant differences vs. the naive group. Abbreviations:
-: naive; CCI: chronic constriction injury of the sciatic nerve.
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2 

 
Figure 2 Figure 2. Time-dependent changes in the mRNA levels of CCL3 (A), CCL4 (C), and CCL9 (E) measured
via RT-qPCR and changes in the protein levels of CCL3 (B), CCL4 (D), and CCL9 (F) measured using
ELISA in the spinal cord of naive and CCI-exposed mice (from 1 to 35 days). The data are presented
as the mean fold changes relative to the control ± SEM (n = 4–10). The results were evaluated using
one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test for comparisons of selected pairs. * p < 0.05,
** p < 0.01, and *** p < 0.001 indicate significant differences vs. the naive group. Abbreviations:
-: naive; CCI: chronic constriction injury of the sciatic nerve.

Changes in the protein level were significant in the case of CCL3 between the 1st
(p = 0.0054) and 7th days (p = 0.0307) (Figure 2B), and likewise for CCL9 (p = 0.0019 and
p = 0.0295, respectively) (Figure 2F). A slight decrease in the CCL4 level was observed
35 days after CCI (p = 0.0346).

3.3. Effects of a Single Intrathecal Administration of CCL3 nAb on Pain-Related Behavior and
Morphine Analgesia 7 Days after Chronic Constriction Injury of the Sciatic Nerve in Mice

CCL3 nAb was administered at doses of 0.5, 2, and 4 µg/5 µL (Figure 3A). In the von
Frey test, a significant reduction in the mechanical hypersensitivity was observed 1 h after
the two higher doses of 2 µg/5 µL (p = 0.0018) and 4 µg/5 µL (p < 0.0001), and 4 h after
the administration of 2 µg/5 µL (p < 0.0001) (Figure 3B). In the cold plate test, there was
also a significant reduction in the thermal hypersensitivity observed after 1 h, but only
after the dose of 4 µg/5 µL (p = 0.0205). At 4 h, an effect was observed after the two higher
doses of 2 µg/5 µL (p = 0.0002) and 4 µg/5 µL (p < 0.0001) (Figure 3C). Two-way ANOVA
confirmed a significant interaction between the treatment and the analyzed time point (von
Frey: p < 0.0001; cold plate: p < 0.0001).
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Figure 3 Figure 3. The effects of CCL3 neutralizing antibody administered intrathecally (i.t.) according to

timeline (A), at doses of 0.5, 2, and 4 µg/5 µL on mechanical (B) and thermal (C) hypersensitivity,
and the influence of a CCL3 neutralizing antibody at a dose of 2 µg/5 µL plus morphine 2.5 µg/5 µL
on mechanical (E) and thermal (F) hypersensitivity, administered according to timeline (D), 7 days
after CCI in mice. The data are presented as the mean ± SEM (naive n = 5; CCI n = 7–8). The results
were evaluated using one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test for comparisons
of selected pairs. * p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001 indicate significant differences vs. V-
treated group at each of the investigated time points: 1, 4, and 24 h for (B,C) graphs; * p < 0.05 and
*** p < 0.001 indicate significant differences vs. V + W-treated group for (E,F) graphs; # p < 0.05
indicates significant differences between the V + M- and nAb + M-treated groups for (E,F) graphs;
and & p < 0.05 and && p < 0.01 indicate significant differences between the nAb + W- and nAb +
M-treated groups. Abbreviations: V: vehicle (PBS); W: vehicle (aqua pro injectione); nAb: neutralizing
antibody; M: morphine; CCI: chronic constriction injury of the sciatic nerve.

Additionally, we measured the influence of CCL3 nAb on analgesia evoked by mor-
phine at a dose of 2.5 µg/5 µL (Figure 3D). Morphine alone significantly reduced ther-
mal hypersensitivity (p < 0.0001) (Figure 3F). The observed outcome of CCL3 nAb with
morphine coadministration strongly reduced both mechanical (Figure 3E) and thermal
(Figure 3F) hypersensitivity compared to morphine and CCL3 nAb administered alone.
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3.4. Effects of a Single Intrathecal Administration of CCL9 nAb on Pain-Related Behavior and
Morphine Analgesia 7 Days after Chronic Constriction Injury of the Sciatic Nerve in Mice

CCL9 nAb was administered at doses of 0.5, 2, and 4 µg/5 µL (Figure 4A). The
mechanical threshold measured using the von Frey test was significantly reduced observed
after 1 h for the two higher doses of 2 µg/5 µL (p = 0.0002) and 4 µg/5 µL (p = 0.0141),
but 4 h after administration only for the dose of 4 µg/5 µL (p = 0.0026) (Figure 4B). At the
same time, in the case of the thermal threshold (cold plate test), a significant reduction
was observed 1 h after the dose of 2 µg/5 µL (p = 0.0036) and 4 h after the two higher
doses of 2 µg/5 µL (p = 0.0019) and 4 µg/5 µL (p = 0.0371) (Figure 4C). Two-way ANOVA
confirmed a significant interaction between the treatment and the analyzed time point (von
Frey: p < 0.0001; cold plate: p = 0.0089).

 

4 

 
Figure 4 Figure 4. The effects of CCL9 neutralizing antibody administered intrathecally (i.t.) according to

timeline (A), at doses of 0.5, 2, and 4 µg/5 µL on mechanical (B) and thermal (C) hypersensitivity,
and the influence of a CCL9 neutralizing antibody at a dose of 2 µg/5 µL plus morphine 2.5 µg/5 µL
on mechanical (E) and thermal (F) hypersensitivity, administered according to timeline (D), 7 days
CCI in mice. The data are presented as the mean ± SEM (naive n = 5; CCI n = 5–8). The results were
evaluated using one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test for comparisons of selected
pairs. * p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001 indicate significant differences vs. V-treated group
at each of the investigated time points: 1, 4, and 24 h for (B,C) graphs; * p < 0.05, ** p < 0.01, and
*** p < 0.001 indicate significant differences vs. V + W-treated group for (E,F) graphs; # p < 0.05
indicates significant differences between the V + M- and nAb + M-treated groups for (E,F) graphs;
and & p < 0.05 indicates significant differences between the nAb + W- and nAb + M-treated groups.
Abbreviations: V: vehicle (PBS); W: vehicle (aqua pro injectione); nAb: neutralizing antibody; M:
morphine; CCI: chronic constriction injury of the sciatic nerve.
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Furthermore, we measured the influence of CCL9 nAb on morphine analgesia
(Figure 4D). Morphine administration alone significantly reduced mechanical (p = 0.0466)
and thermal (p = 0.0052) (Figure 4E,F) hypersensitivity. However, the CCL9 nAb and
morphine coadministration strongly reduced both mechanical (Figure 4E) and thermal
(Figure 4F) hypersensitivity and was more effective than morphine and/or CCL9 nAb
administered alone.

3.5. Temporal Changes in the mRNA and Protein Levels of CCR1 and CCR5 after Chronic
Constriction Injury of the Sciatic Nerve in Mice

Chronic constriction injury evoked changes in the mRNA level of CCR1, which in-
creased between the 4th (p = 0.0251) and 35th days (p = 0.0065) (Figure 5A). For the mRNA
level of CCR5, we also observed a significant increase, but only between the 4th (p = 0.0032)
and 14th days (p = 0.0208) (Figure 5C).
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Figure 5 Figure 5. Time-dependent changes in the mRNA levels of CCR1 (A) and CCR5 (C) measured via

RT-qPCR and changes in the protein levels of CCR1 (B) and CCR5 (D) measured using Western blot
in the spinal cord of naive and chronic CCI-exposed mice (from 1 to 35 days). The data are presented
as the mean fold changes relative to the control ± SEM (n = 4–9). The results were evaluated using
one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test for comparisons of selected pairs. * p < 0.05,
** p < 0.01, and *** p < 0.001 indicate significant differences vs. the naive group. Abbreviations:
-: naive; CCI: chronic constriction injury of the sciatic nerve.

At the protein level, there were no changes in CCR5 (Figure 5D). There was a slight
decrease in the protein level of CCR1 7 days after CCI (p = 0.0182) (Figure 5B).

3.6. Effects of a Single Intrathecal J113863 Administration on Pain-Related Behavior and Morphine
Analgesia 7 Days after Chronic Constriction Injury of the Sciatic Nerve in Mice

J113863 was administered at doses of 1, 15, 30, and 60 µg/5 µL (Figure 6A). In the
von Frey test, a significant reduction in mechanical hypersensitivity was observed 1 h after
the doses of 1 µg/5 µL (p = 0.0400), 15 µg/5 µL (p = 0.0041), 30 µg/5 µL (p < 0.0001), and
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60 µg/5 µL (p = 0.0056). J113863 was even more effective 4 h after administration at doses
of 15 µg/5 µL (p = 0.0004) and 60 µg/5 µL (p < 0.0001) (Figure 6B). In the cold plate test, the
highest reduction in thermal hypersensitivity was observed 1 h after doses of 1 µg/5 µL
(p = 0.0038), 15 µg/5 µL (p = 0.0014), 30 µg/5 µL (p = 0.0023), and 60 µg/5 µL (p < 0.0001).
Similarly, a reduction in thermal hypersensitivity was observed 4 h after doses of 1 µg/5 µL
(p = 0.0192), 15 µg/5 µL (p = 0.0031), 30 µg/5 µL (p = 0.0022), and 60 µg/5 µL (p < 0.0001)
(Figure 6C). Two-way ANOVA found a significant interaction between treatment and time
(von Frey: p < 0.0001; cold plate: p < 0.0001).
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Figure 6 Figure 6. The effects of a CCR1 antagonist (J113863) administered intrathecally (i.t.) according to

timeline (A), at doses of 1, 15, 30, and 60 µg/5 µL on mechanical (B) and thermal (C) hypersensitivity
and the influence of J113863 at a dose of 15 µg/5 µL plus morphine 2.5 µg/5 µL on mechanical (E)
and thermal (F) hypersensitivity, administered according to timeline (D), 7 days after CCI in mice.
The data are presented as the mean ± SEM (naive n = 5; CCI n = 5–8). The results were evaluated
using one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test for comparisons of selected pairs.
* p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001 indicate significant differences vs. V-treated group at each
of the investigated time points: 1, 4, and 24 h for (B,C) graphs; * p < 0.05 and *** p < 0.001 indicate
significant differences vs. V + W-treated group for (E,F) graphs; ## p < 0.01 indicates significant
differences between the V + M- and J11 + M-treated groups for (E,F) graphs; and & p < 0.05 indicates
significant differences between the J11 + W- and J11 + M-treated groups. Abbreviations: V: vehicle
(DMSO); W: vehicle (aqua pro injectione); M: morphine, J11: J113863; CCI: chronic constriction injury
of the sciatic nerve.

Subsequently, we measured the influence of J113863 on morphine analgesia
(Figure 6D). Morphine alone (2.5 µg/5 µL) significantly reduced mechanical (p = 0.0347)
and thermal (p < 0.0001) (Figure 6E,F) hypersensitivity. Even so, the effect of J113863
and morphine coadministration significantly reduced both mechanical (Figure 6E) and
thermal (Figure 6F) hypersensitivity and was more potent than morphine and J113863
administered alone.
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3.7. Effects of a Single Intrathecal TAK-220 Administration on Pain-Related Behavior and
Morphine Analgesia 7 Days after Chronic Constriction Injury of the Sciatic Nerve in Mice

First, the CCR5 antagonist TAK-220 was administered at doses of 0.5, 2, 4, and
15 µg/5 µL (Figure 7A). In the test for mechanical hypersensitivity after 1 h, the significant
reduction in pain symptoms was induced by the doses of 2 µg/5 µL (p = 0.0054), 4 µg/5 µL
(p < 0.0001), and 15 µg/5 µL (p < 0.0001). After 4 h, there was also a significant effect of the
same doses of 2 µg/5 µL (p = 0.0358), 4 µg/5 µL (p = 0.0067), and 15 µg/5 µL (p < 0.0001)
(Figure 7B). In the test for thermal hypersensitivity, there was a similar pattern of efficacy,
and the most potent reduction was observed 1 h after doses of 2 µg/5 µL (p = 0.0042),
4 µg/5 µL (p = 0.0004), and 15 µg/5 µL (p < 0.0001). The effect was also significant 4 h after
doses of 2 µg/5 µL (p = 0.0014) and 4 µg/5 µL (p = 0.0026) (Figure 7C). Two-way ANOVA
found a significant interaction between treatment and time (von Frey: p < 0.0001; cold plate:
p < 0.0001).
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Figure 7 Figure 7. The effects of CCR5 antagonists (TAK-220) administered intrathecally (i.t.) according to

timeline (A), at doses of 0.5, 2, 4, and 15 µg/5 µL on mechanical (B) and thermal (C) hypersensitivity
and the influence of TAK-220 at a dose of 4 µg/5 µL plus morphine 2.5 µg/5 µL on mechanical
(E) and thermal (F) hypersensitivity, administered according to timeline (D), 7 days after CCI in
mice. The data are presented as the mean ± SEM (naive n = 5; CCI n = 8–10). The results were
evaluated using one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test for comparisons of selected
pairs. * p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001 indicate significant differences vs. V-treated group
at each of the investigated time points: 1, 4, and 24 h for (B,C) graphs; * p < 0.05, ** p < 0.01, and
*** p < 0.001 indicate significant differences vs. V + W-treated group for (E,F) graphs; ## p < 0.01
indicates significant differences between the V + M- and TAK + M-treated groups for (E,F) graphs;
and & p < 0.05 and && p < 0.01 indicate significant differences between the TAK + W- and TAK-220
+ M-treated groups. Abbreviations: V: vehicle (DMSO); W: vehicle (aqua pro injectione); M: morphine,
TAK: TAK-220; CCI: chronic constriction injury of the sciatic nerve.
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In the next step, we measured the influence of TAK-220 on morphine analgesia
(Figure 7D). Morphine alone (2.5 µg/5 µL) significantly reduced mechanical (p = 0.0209)
and thermal (p = 0.0018) (Figure 7E,F) hypersensitivity. Even so, the potentiation of mor-
phine analgesia by the use of TAK-220 was substantial in the test of mechanical (p = 0.0093)
(Figure 7E) hypersensitivity. Nevertheless, the effect of TAK-220 and morphine coadminis-
tration reduced both mechanical (Figure 7E) and thermal (Figure 7F) hypersensitivity and
was more effective than morphine and/or TAK-220 administered alone

3.8. Effects of a Single Intrathecal AZD-5672 Administration on Pain-Related Behavior and
Morphine Analgesia 7 Days after Chronic Constriction Injury of the Sciatic Nerve in Mice

The second CCR5 antagonist chosen for this study, AZD-5672, was also administered
at doses of 0.5, 2, 4, and 15 µg/5 µL (Figure 8A). In the von Frey test (mechanical threshold),
the significant reduction was observed 1 h after doses of 0.5 µg/5 µL (p = 0.0007), 2 µg/5 µL
(p = 0.0010), and 4 µg/5 µL (p = 0.0140), and 4 h after doses of 0.5 µg/5 µL (p = 0.0001) and
15 µg/5 µL (p = 0.0488) (Figure 8B). In the cold plate test (thermal threshold), there was
also a significant reduction observed 1 h after doses of 2 µg/5 µL (p = 0.0041), 4 µg/5 µL
(p = 0.0024), and 15 µg/5 µL (p = 0.0017), and 4 h after doses of 4 µg/5 µL (p = 0.0010)
and 15 µg/5 µL (p = 0.0426) (Figure 8C). Two-way ANOVA found a significant interaction
between treatment and time (von Frey: p = 0.0006; cold plate: p = 0.0445).
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Figure 8 Figure 8. The effects of CCR5 antagonists (AZD-5672) administered intrathecally (i.t.) according to

timeline (A), at doses of 0.5, 2, 4, and 15 µg/5 µL on mechanical (B) and thermal (C) hypersensitivity
and the influence of AZD-5672 at a dose of 4 µg/5 µL plus morphine 2.5 µg/5 µL on mechanical
(E) and thermal (F) hypersensitivity, administered according to timeline (D), 7 days after CCI in
mice. The data are presented as the mean ± SEM (naive n = 5; CCI n = 8–10). The results were
evaluated using one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test for comparisons of selected
pairs. * p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001 indicate significant differences vs. V-treated group
at each of the investigated time points: 1, 4, and 24 h for (B,C) graphs; * p < 0.05, ** p < 0.01, and
*** p < 0.001 indicate significant differences vs. V + W-treated group for (E,F) graphs; ### p < 0.001
and && p < 0.01 indicates significant differences between the V + M- and AZD + M-treated groups
for (E,F) graphs; and p < 0.01 indicates significant differences between the AZD + W- and AZD +
M-treated groups. Abbreviations: V: vehicle (DMSO); W: vehicle (aqua pro injectione); M: morphine;
AZD: AZD -5672; CCI: chronic constriction injury of the sciatic nerve.
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Afterward, we measured the influence of AZD-5672 on morphine analgesia
(Figure 8D). Compared to morphine administered alone (2.5 µg/5 µL), which significantly
lowered mechanical (p = 0.0142) and thermal (p < 0.0001) (Figure 8E,F) hypersensitivity,
coadministration with AZD-5672 was better than morphine and AZD-5672 administered
alone but only for reducing mechanical (Figure 8E) hypersensitivity.

3.9. Comparison of the Effects of Intrathecal Administration of Substances Targeting CCR1
(J113863), CCR5 (TAK-220/AZD-5672), and Their Combination (J11 + TAK-220 or J11 +
AZD-5672) on Pain-Related Behavior 7 Days after Chronic Constriction Injury of the Sciatic Nerve
in Mice

We next measured the influence of a single i.t. coadministrations of CCR1 (J113863)
and CCR5 (TAK-220/AZD-5672) antagonists at 1 and 4 h (Figure 9A); the times were
selected according to the above results. After 1 h, there was greater analgesia by TAK-220
(Figure 7) and AZD-5672 (Figure 8), but after 4 h, there was a higher analgesia by J113863
(Figure 6) (at least in one behavioral test).
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Figure 9 
Figure 9. Comparison of the effects of intrathecal (i.t.) administration of substances targeting CCR1
(J113863), CCR5 (TAK-220 or AZD-5672), and their combination (J11 + TAK-220 or J11 + AZD-5672)
at a dose of 15 µg/5 µL (timeline (A)) on mechanical and thermal hypersensitivity measured after
1 h (B,C) and after 4 h (D,E), 7 days after chronic CCI in mice. The data are presented as the mean
± SEM (naive n = 5; CCI n = 7–8). The results were evaluated using one-way ANOVA followed
by Bonferroni’s post hoc test for comparisons of selected pairs. • p < 0.05, •• p < 0.01, and •••
p < 0.001 indicate significant differences vs. J11-treated group; � p < 0.05 and ��� p < 0.001
indicate significant differences vs. TAK-treated group; � p < 0.05 indicates significant differences
vs. AZD-treated group; and N p < 0.05 indicates significant differences vs. J11 + TAK-treated group.
Abbreviations: N: naive; V: vehicle (DMSO); J11: J113863; TAK: TAK-220; AZD: AZD -5672; CCI:
chronic constriction injury of the sciatic nerve.
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After 1 h, in the von Frey test, when the substances were administered alone, there was
a far weaker analgesic effect observed for J113863 (p < 0.0001) and AZD-5672 (p = 0.0004)
than for TAK-220 (Figure 9B). Moreover, the coadministration of J113863 + TAK-220
(p = 0.0168) and J113863 + AZD-5672 (p = 0.0066) was more effective than J113863 alone. The
injections of J113863 + AZD-5672 were also more effective than single AZD-5672 (p = 0.0196)
(Figure 9B). However, in the case of the cold plate test, there were no differences between
groups, with the exception that the double blockade by J113863 + TAK-220 was slightly
more successful than that by J113863 + AZD-5672 (p = 0.0440) (Figure 9C).

After 4 h, in the von Frey test, AZD-5672 was less analgesic than J113863 (p = 0.0465)
and TAK-220 (p = 0.0251) (Figure 9D). However, in the cold plate test, J113863 alone was
more effective than TAK-220 (p = 0.0082), J113863 + TAK-220 (p = 0.0062), and J113863
+ AZD-5672 (p = 0.0039). There was no improvement in analgesia in groups receiving
coadministration compared to single administration in the von Frey or cold plate test
(Figure 9D,E).

4. Discussion

Our results indicated that in the CCI-induced neuropathic pain model, strong thermal
hypersensitivity developed in parallel with the activation of macrophages, microglia, and
astroglia, and in parallel we also observed enhanced protein levels of CCL3 and CCL9.
These results correlate well with those obtained in behavioral studies, in which we showed
for the first time that the administration of neutralizing antibodies for CCL3 and CCL9
showed analgesic effects on Day 7 in CCI-evoked neuropathy. Importantly, we obtained
similar analgesic properties after a single intrathecal administration of J113863 (CCR1
antagonist), TAK-220, or AZD-5672 (CCR5 antagonists). Furthermore, blocking CCL3 or
CCL9 and CCR1 or CCR5 led to the augmentation of the effectiveness of morphine, but
CCR5 antagonists were only effective against mechanical hypersensitivity. Surprisingly,
the coadministration of J113863 with TAK-220 or AZD-5672 was in general not far more
effective against symptoms of neuropathic pain than either one alone. Our research em-
phasizes the important function of CCL3 and CCL9 and their receptors in the pathology of
neuropathy and suggest their crucial role in opioid analgesia (Scheme 1).

NEUROPATHIC
PAIN RELIEF

AND 
IMPROVEMENT
OF MORPHINE 

ANELGESIA

CCR1 CCR5

CCL3CCL9

CCL9 nAb CCL3 nAb

TAK-220
J113863 AZD-5672

Scheme 1. Pharmacological modulation of chemokines from MIP-1 family (CCL3 and CCL9) via
neutralizing antibodies and their receptors (CCR1 by J113863, CCR5 by TAK-220 or AZD -5672)
reduces neuropathic pain symptoms and influences morphine analgesia—evidence from mice model
evoked by chronic constriction injury of the sciatic nerve.
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Neuropathic pain resulting from nerve injury is a highly impairing type of pain, which
is often resistant to available treatments [28]. Chemokines have indisputable homeostatic
functions based on attracting target cells to the place of their secretion, and what is es-
pecially important is that they can be produced not only by glial and immune cells, as
originally thought, but also by neurons [29,30]. Data from recent years have confirmed
that chemokines of the CC family, such as CCL2/3/4/5/7/8/9, have prominent prono-
ciceptive properties after their intrathecal administration to naive mice [13,16]. We were
interested in three of the abovementioned chemokines with strong algesic potential belong-
ing to the MIP-1 family: CCL3, CCL4, and CCL9. In the lumbar spinal cord of mice with
CCI-induced neuropathic pain, only two of them were highly upregulated at the protein
level: CCL3 and CCL9. There was no upregulation in the protein level of CCL4, which
conforms with the statements of Rojewska et al. [13] in a model of diabetic neuropathy.
The results of our study indicate that changes in mRNA and protein levels of chemokines
differ significantly, which is consistent with the latest literature [31]. It is well known
that genetic information is converted from DNA to mRNA and then to proteins, but this
does not necessarily involve translation. Determining the protein level of chemokines is
very difficult because of their low molecular weight, and it has been attempted in very
few studies. However, it is important, as our research shows, because it allows us to
draw more accurate conclusions. Moreover, nerve injury results in a disruption of the
blood–spinal cord barrier allowing for the time-dependent influx of peripheral immune
cells [32]. Our research results show that among the MIP-1 family members, CCL3 and
CCL9 play important roles in nociceptive pain transmission in neuropathy. Data from
immunohistochemical analysis showed that CCL3 can be released by both neurons [13]
and microglia [33]. Microglia were shown to produce CCL3 in primary cell cultures after
ATP stimulation [34]. Therefore, we assume that shortly after CCI, neuronal cells secrete
CCL3, which activates and attracts macrophages/microglia [13,34,35]. Later, microglia can
also produce this chemokine, which can possibly act both in an autocrine and paracrine
manner. However, this hypothesis needs further research. Our results demonstrated that
neutralizing antibodies against CCL3 not only raised the nociceptive threshold but also
enhanced the potency of morphine. Similar results were obtained in a model of diabetic
neuropathy [13]. In our opinion, an understanding of the CCL3 role seems to be highly im-
portant in neurodegenerative processes, especially due to its changes being associated with
TBI [36], temporal lobe epilepsy [37], Alzheimer’s disease [38,39], and neuropathy [13,18].
Moreover, auto-antibodies to CCL3 have been proposed as biomarkers for an advancement
in human type 1 diabetes [40]. Therefore, CCL3 signaling is probably a new, important
target for the development of therapeutic strategies.

In the CCI-induced neuropathic pain model, we also described an enhanced level of
CCL9 (both mRNA and protein). In accordance with the immunohistochemical results
from 2018 [13], CCL9 colocalizes with the NeuN marker, not with GFAP or IBA1, indicating
neurons as being the main source. The neuronal origin suggests an important role of
CCL9, especially in the initial stage of neuropathy. What is more, i.t. administration
of a CCL9 nAb significantly diminished tactile and thermal hypersensitivity after nerve
injury, which corresponds well with the results obtained earlier in the diabetic neuropathy
model [13]. Taking into consideration the abovementioned results, we believe that CCL9,
similar to CCL3, is a key pronociceptive factor. Although CCL9 is expressed only in rodents,
the chemokine has a human ortholog, CCL23, whose upregulation was observed in the
cerebrospinal fluid of patients with neuropathic pain [41]. Therefore, we consider CCL23 to
be a good target for future therapeutic strategies; although, this requires further research.

Since CCL3 and CCL9 play pivotal roles in mouse neuropathic pain development,
we focused our attention on the G-protein-coupled receptors of the MIP-1 family named
CCR1 and CCR5. Importantly, they are present on neurons [13,42,43], microglia [39,42,44],
and astrocytes [42,45]. Their presence in the neuronal cells of the spinal cord enables the
important role in nociceptive transmission and explains why CCL3, CCL4, and CCL9
have strong and quick pronociceptive effects after their intrathecal administration [13,16].
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Recently, a number of papers have described the involvement of CCR1 and CCR5 in the
pathology of many diseases characterized by severe neuro-inflammation associated with
pain [44,46,47]. The protein levels of CCR1 and CCR5 did not increase in the spinal cord
after nerve injury, which is not surprising since it has also been observed in the case of other
CC, e.g., CCR1, CCR5, and CCR4 in STZ- [13,48] and CCR1 and CCR3 in CCI-induced [16]
neuropathic pain in mice. Many studies have indicated that both CCR1 and CCR5 have
key roles in neurodegeneration [39,49,50]. Moreover, recently it was shown that CCR5 is a
valid target for stroke and traumatic brain injury recovery, and the authors revealed that
maraviroc improves the learning and cognition of affected animals [51]. The results of our
research are especially valuable since the availability of an antagonist of CCR5, maraviroc,
which is already used in the clinic, points to this receptor as a promising molecular target
for future clinical trials for neuropathies of different etiologies.

Our results showed for the first time that the single intrathecal administration of a
CCR1 antagonist (J113863) and CCR5 antagonists (TAK-220 and AZD-5672) dose-dependently
diminished pain-related behavior after CCI. Similarly, J113863 reduces hypersensitivity
in complete Freund’s [52] and diabetic [13] mouse models and maraviroc in CCI mod-
els [14,46,47]. The other CCR5 antagonist (DAPTA) was shown to be effective in the case of
partial sciatic-nerve-ligation-induced hypersensitivity [53], but it was ineffective in STZ-
induced [13] and CCI-induced (own unpublished data) neuropathy. This was the reason
why we used the other antagonists, which are known to be strong and selective blockers
of CCR5 (TAK-220 and AZD-5672). It is worth emphasizing that such good analgesic
effects of the antagonists of both receptors are probably caused by the fact that numerous
pleiotropic chemokines act through them. The CCR1 has ten ligands, including five with
strong pronociceptive properties and well-documented spinal changes in a CCI mice model,
such as CCL2, CCL3, CCL5, CCL7, and CCL9 [16,54]. The CCR5 has six ligands, including
four with strong pronociceptive properties and well-documented spinal changes in a CCI
model, such as CCL3, CCL5, CCL7, and CCL8 [16,54]. Importantly, these two receptors
have six common ligands, which by acting through these receptors are probably seriously
engaged in the formation of neuropathic pain symptoms. Therefore, our results and the
available literature gave us the motivation to verify whether a simultaneous CCR1/CCR5
blockade will be more effective than blocking CCR1 or CCR5 alone. Few studies have been
performed with the use of double antagonists of chemokine receptors against neuropathic
pain symptoms. Kwiatkowski et al. [14] revealed that dual (cenicriviroc—CCR2/CCR5)
and selective (RS504393—CCR2, maraviroc—CCR5) antagonists prevent hypersensitivity
to similar degrees after repeated intrathecal injections in CCI-exposed rats. However,
cenicriviroc, which blocks both receptors simultaneously, exhibited a combination of the
properties of the selective antagonists (RS504393, maraviroc), which meant that, in this case,
the lowered expression of the most examined pronociceptive chemokines, CCR2 and CCR5,
was at the mRNA level in the spinal cord and DRGs [14]. Moreover, after single intrathecal
and intraperitoneal injections in mice, cenicriviroc had the strongest analgesic properties in
comparison to RS504393/maraviroc [14]. Recently, Pawlik et al. [16] showed the analgesic
effectiveness of a dual CCR1/CCR3 antagonist (UCB35625). Therefore, we also wanted
to check whether a simultaneous CCR1 and CCR5 blockade would be more effective than
blocking each of them separately. Since no dual CCR1/CCR5 antagonist was available, we
decided to use a drug combination. Our findings show that the coadministration of CCR1
and CCR5 antagonists has analgesic properties on mechanical and thermal hypersensitivity
but, in general, it did not work better than selective injections. Comparable results were
obtained after the coadministration of J113863 with SB328437 (CCR3 antagonist), where
the common blockade did not work better on pain-related behaviors than a selective block-
ade [16]. It is worth remembering that after the coadministration of substances, we cannot
completely rule out an interaction between them, which can impact the pharmacological
effect. Moreover, we do not know how these substances mutually affect the activation of
receptors and consequently the cellular response [55].
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Recent animal studies have suggested that chemokines, which are important pronoci-
ceptive mediators, may also evoke a loss of the analgesic effects of opioids [56,57]; however,
the exact mechanisms are still poorly understood. The results of our study clearly indi-
cate that the neutralization of CCL3 and CCL9 improved morphine analgesia in a CCI
model, which was also shown after the blockade of CCL1, CCL2, and CCL7 [9,54]. From
the other groups of chemokines, we have recently shown that the neutralizing antibody
against XCL1 significantly potentiates the morphine analgesia [12]. Additionally, it was
also proven that blocking CXCL10 enhanced morphine antinociception in cancer-induced
bone pain [58] and, from another chemokine family, CX3CL1 plays an important role in
regulating morphine analgesia in naive animals [59]. Moreover, it was shown that CCL2
contributes to the development of morphine antinociceptive tolerance in rats [60]. The
concept of using chemokine receptor antagonists in combination with morphine was de-
rived from experiments conducted by our team in rodent models of neuropathic pain, e.g.,
RS504393 (CCR2) [61], SB328437 (CCR3) [24], C021 (CCR4) [15,48], maraviroc (CCR5) [14],
and NBI-74330 (CXCR3) [62], and confirmed by others, e.g., maraviroc in inflammatory
pain models [63,64]. Considering the fact that monotherapy has low effectiveness against
neuropathy [65], we decided to check whether the new selective pharmacological tools can
increase the effectiveness of morphine after combined administration. It is well known
that apart from increasing therapeutic effectiveness, drug coadministration also reduces
the risk of side effects because of the possibility of lower dose usage [66]. In our opinion,
combined pharmacotherapy based on two analgesics is reasonable if the drugs used have
different mechanisms of action, as in the case of modulators of opioid and chemokine
system coadministration. Morphine acts selectively through all opioid receptors and is
a strong mu opioid receptor (MOR) agonist and weak agonist of delta (DOR) and kappa
opioid receptors (KORs) [67]. As an analgesic drug, morphine is often used in the peri-
operative period and in cancer therapy [68]. However, in neuropathy, this drug loses its
effectiveness [2]. This results in the need for gradually increased doses, which is intrin-
sically linked with the increased risk of side effects [28,69,70]. The mechanisms include
desensitization and internalization of opioid receptors [71–74]. There is a dependency
between chemokine and opioid receptors, caused by a cross-desensitization phenomenon
made possible by similarities in structure between these receptors [63]. A growing body of
evidence indicates that the combination of chemokine receptor antagonists with morphine
potentiates morphine’s analgesic effect in animal inflammatory [63] and neuropathic pain
models [14,15,24,48,61,62]. The numerous results suggest that the interaction between
opioid and chemokine receptors can be the reason for better analgesic effects. The in vitro
data provide evidence that there is functional crosstalk between MOR and CCR5, whereby
both of which belong to the G-protein-coupled receptor superfamily [75]. It was reported
that MOR and CCR5 crosstalk is mediated by the possible creation of heterodimers of
them [72,73,76–78]. Moreover, accumulating in vitro studies suggest that heterologous
desensitization, described already for CCR5-MOR, might be responsible for better opioid
efficacy [79]. In our research, we have shown that a CCR1 antagonist improves the anal-
gesic properties of morphine, which is in agreement with results obtained in mice with
diabetic neuropathy [13] and in rats in a CCI model [18]. Based on the available data, we
hypothesize that the stronger analgesia of morphine in coadministration with J113863 is
associated with the fact that CCR1 present on neuronal cells is coexpressed with MOR.
However, it is known that the activation of CCR1 leads to the internalization of MORs,
which clearly changes their function [80]. Nevertheless, this phenomenon is even more
complicated because it is known that CCR1 is able to heterodimerize with CCR5 [81,82].
This fact may explain why both CCR1 (J113863) and CCR5 (TAK-220 and AZD-5672) antag-
onists improve the analgesic effects of morphine. In our current research, we used very
selective CCR5 antagonists, and importantly, the results after their single administration in
mice are consistent with those obtained after i.t. repeated administration of maraviroc in
CCI-exposed rats [46]. In our study, both CCR5 antagonists coadministered with morphine
were more potent than morphine alone, but only in reversing mechanical hypersensitivity.
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Importantly, primary pain sensations are conducted by dissimilar nerve fibers [83] and
chemokines may stimulate them differently, leading to pain initiation [84,85]. This may
suggest that the coadministration of CCR5 antagonists with morphine may have a stronger
impact on Aβ fibers, which are responsible for a mechanical sensation [86], with less effect
on Aδ and C fibers, which are responsible for feeling low temperatures [87]. This issue
leads to the hypothesis that functional crosstalk between MOR and CCR5 mainly affects
Aβ fibers.

Our and others’ results undoubtedly suggest that chemokine system ligands and
receptors are involved in opioid analgesia in nociceptive transmission [18,24,54,63]. Given
that opioid receptors can probably form heterodimers with CCR1 and CCR5, the combined
administration of opioid agonists with chemokine antagonists appears to be a new, inter-
esting strategy for the relief of chronic pain. This is particularly important because it has
been shown that such drug combinations allow for the use of lower doses of opioids and
consequently result in less respiratory depression [66].

5. Conclusions

Neuropathic pain therapy is a critical need in medicine, meaning that investigations
focused on novel therapeutic targets are essential. The results show that CCL3 and CCL9,
based on their spinal upregulation and the potent antinociceptive effects of their neutral-
izing antibodies, are probably strongly engaged in the development of neuropathic pain
symptoms. Their direct neutralization not only facilitates symptoms of neuropathy but
also positively affects the efficacy of morphine, which may be pivotal for making future
advancements in therapy. Our results propose CCR1 and CCR5 as being targets for novel
polytherapy for neuropathy. Finally, our and others’ results indicate that it is important to
further investigate the role of these two chemokine receptors, since they can be key drug
targets for the treatment of neuro-immunological disorders of different etiologies.
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New insights into the analgesic
properties of the XCL1/XCR1
and XCL1/ITGA9 axes
modulation under neuropathic
pain conditions - evidence
from animal studies
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Recent studies have indicated the involvement of chemokine-C-motif ligand 1

(XCL1) in nociceptive transmission; however, the participation of its two

receptors, canonical chemokine-C-motif receptor 1 (XCR1) and integrin

alpha-9 (ITGA9), recently recognized as a second receptor, has not been

clarified to date. The aim was to explore by which of these receptors XCL1

reveals its pronociceptive properties and how the XCL1-XCR1 and XCL1-ITGA9

axes blockade/neutralization influence on pain-related behavior and opioid

analgesia in the model of neuropathic pain. In our studies we used Albino Swiss

mice which were exposed to the unilateral sciatic nerve chronic constriction

injury (CCI) as a neuropathic pain model. Animals received single intrathecal

(i.t.) injection of XCL1, XCL1 neutralizing antibodies, antagonist of XCR1 (vMIP-II)

and neutralizing antibodies of ITGA9 (YA4), using lumbar puncture technique.

Additionally we performed i.t. co-administration of abovementioned

neutralizing antibodies and antagonists with single dose of morphine/

buprenorphine. To assess pain-related behavior the von Frey and cold plate

tests were used. To measure mRNA and protein level the RT-qPCR and

Western Blot/Elisa/immunofluorescence techniques were performed,

respectively. Statistical analysis was conducted using ANOVA with a

Bonferroni correction. Presented studies have shown time-dependent

upregulation of the mRNA and/or protein expression of XCL1 in the spinal

cord after nerve injury as measured on day 1, 4, 7, 14, and 35. Our

immunofluorescence study showed that XCL1 is released by astroglial cells

located in the spinal cord, despite the neural localization of its receptors. Our

results also provided the first evidence that the blockade/neutralization of both

receptors, XCR1 and ITGA9, reversed hypersensitivity after intrathecal XCL1

administration in naive mice; however, neutralization of ITGA9 was more

effective. In addition, the results proved that the XCL1 neutralizing antibody
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and, similarly, the blockade of XCR1 and neutralization of ITGA9 diminished

thermal and mechanical hypersensitivity in nerve injury-exposed mice after 7

days. Additionally, neutralization of XCL1 improves morphine analgesia.

Moreover, blockade of XCR1 positively influences buprenorphine

effectiveness, and neutralization of ITGA9 enhances not only buprenorphine

but also morphine analgesia. Therefore, blockade of the XCL1-ITGA9

interaction may serve as an innovative strategy for the polypharmacotherapy

of neuropathic pain in combination with opioids.

KEYWORDS

XCL1, XCR1, ITGA9, CCI, astroglia, chemokine, opioid, microglia

1 Introduction

Neuropathic pain affects 10% of the world’s population (1) and

is caused by many factors, including mechanical injury to the

peripheral or central nervous system. The related complaints

require better understanding, diagnosis and treatment because the

current therapy is unsatisfactory. Unfortunately, patients with

neuropathic pain are less sensitive to opioid drugs, which are the

most powerful painkillers currently available in clinics (2). This

makes the development of new strategies for pharmacotherapy

toward painful neuropathies an urgent need. Such progress requires

an extensive understanding of the molecular and cellular

mechanisms involved in the development of chronic pain

originating from peripheral nerve injury (3). Glia have an

undeniable role in the maintenance of homeostasis in the nervous

system. Depending on the nature of the stimulus, glial cells can take

on a number of activation states, which consequently causes altered

gene expression and changes in morphology and function (4).

Microglia represent resident immune cells of the central nervous

system (CNS), revealing a classically activated phenotype associated

with the release of proinflammatory molecules after chronic

activation, contributing to neurodegeneration (5). Additionally,

astroglia are a population of cells that play an integral role in

maintaining CNS homeostasis. Their activation may result in the

development of neurodegenerative disorders and is important in

the modulation of neuropathic pain (6). This is why the

pharmacological modulation of the abovementioned interactions

is very effective in relieving painful symptoms in a neuropathic pain

model (7). Minocycline (MC), which is one of the most potent

substances causing inhibitory effects on the release of

pronociceptive factors by glia (8), has the potential to treat the

symptoms of neuropathic pain of different etiologies, e.g., in animal

models such as streptozotocin (STZ)-induced diabetes (7) and

chronic constriction injury (CCI) of the sciatic nerve (9–12). MC

was also shown to influence important pain-related intracellular

pathways, especially what was well studied, it beneficially influences

p38 mitogen-activated protein kinases (MAPK) in an animal model

of inflammatory and neuropathic pain (13, 14). Moreover, MC

suppresses the increased gene expression of CXCL13, CXCL1,

CCL2, CXCL11, and CCL7 after CCI (15). The release of

chemokines by neuronal and nonneuronal cells such as

microglia/astroglia is an important factor underlying

neuroimmune crosstalk during neuropathic pain development

and maintenance (4, 16, 17). Our previous studies showed that

the neutralization of some chemokines [e.g., CCL1 (18), CCL2 (19),

CCL3 (20), CCL7 (19), and CCL9 (20)] and blockade of several

receptors [e.g., CCR1 (21), CCR2 (22), CCR3 (23), CCR4 (24),

CCR5 (25), CXCR2 and CXCR3 (26)] in animal models of

neuropathic pain diminish the development of symptoms;

however, the role of XCL1 and its receptors is still unknown.

In our previous study, we demonstrated the spatiotemporal

upregulation of XCL1 in several areas of the murine brain

(cortex, thalamus, and hippocampus), which began shortly

after traumatic brain injury model induction and persisted

until up to 5 weeks in the cortex (27). This finding indicates

that this chemokine may play a key role in neurodegenerative

processes. In 2016, we showed for the first time the important

role of XCL1 in diabetic neuropathy (7). To date, it was known

that XCL1 is released by some immune cells (28) and it was

shown that there is an elevated level of XCL1 protein in primary

murine astroglial cells after LPS treatment (27). XCL1 acts

through a G-protein coupled receptor, XCR1 (29). For a long

time, XCR1 was the only known receptor for XCL1. Recently,

Matsumoto et al. showed that XCL1 affects fibroblast migration

through the heterodimeric (ab) transmembrane receptor

ITGA9 (30), which opened new research horizons in this field.

ITGA9 was proposed as a therapeutic target in autoimmune

diseases (31). It remains unknown how XCR1 and ITGA9 are

involved in nociceptive transmission; however, their role seems

to be extremely important in neuropathy, as our previous

research proved the strong pronociceptive properties of their

ligand, XCL1, in naive animals (7).
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We hypothesized that XCL1may be significant in neuropathic

pain development, acting both through XCR1 and ITGA9. For

this purpose, we measured spinal mRNA/protein time-course

changes in XCL1, XCR1 and ITGA9 in mice after CCI.

Moreover, we performed behavioral tests to evaluate the

influence of XCL1 neutralizing antibody (nAb) on mechanical

and thermal hypersensitivity and morphine analgesia in CCI-

exposed mice. Additionally, we determined the impact of

consecutive MC treatment (twice daily, 7 days) on

hypersensitivity and the levels of IBA1, GFAP, XCL1, XCR1

and ITGA9 after CCI. An additional aim of this study was to

determine whether and how XCR1 and ITGA9 blockade/

neutralization influence thermal and mechanical hypersensitivity

evoked by intrathecally administered XCL1. We also examined

the abovementioned receptor blockade/neutralization effects on

hypersensitivity development and opioid analgesia 7 days after

CCI. To explain the source of XCL1 and the localization of its

receptors in the spinal cord, we performed thorough

immunofluorescence studies to determine the cellular

localization of XCL1/XCR1/ITGA9 in the spinal cord 7 days

after CCI.

2 Materials and methods

2.1 Animals

For our experiments, we used male Albino Swiss adult mice

(Charles River, Göttingen, Germany; 9–11 weeks old, weighing

20–25 g). The housing conditions were as follows: 6-10 mice per

cage; free access to food and water; temperature of 22 ± 2°C;

relative humidity 55 ± 10%; 12-h light/dark cycle. All performed

procedures were accomplished with the recommendations of the

International Association for the Study of Pain (IASP) and the

National Institutes of Health (NIH) Guide for the Care and Use

of Laboratory Animals and were approved by the Ethical

Committee of the Maj Institute of Pharmacology of the Polish

Academy of Sciences (permission numbers: 75/2017, 305/2017,

235/2020, 236/2021, 297/2021, 89/2021, 98/2022). The number

of animals was reduced to the essential minimum according to

the 3R policy.

2.2 Chronic constriction injury

We performed chronic constriction injury (CCI) of the

sciatic nerve as a neuropathic pain model, in accordance with

Bennett and Xie (1988) (32), modified by Mika et al. (2007) (33).

The animals were anesthetized by inhalation of isoflurane

(induction, 3%; maintenance, 3%). In brief, there was an

incision made below the right hip bone, parallel to the sciatic

nerve. The exposed sciatic nerve was loosely tied around the

nerve with three ligatures (4/0 silk). The strength of the first knot

was dictated by the occurrence of a short contraction in the

corresponding hind limb, and the subsequent contractions were

performed similarly. All mice developed neuropathic pain-

related behaviors (tactile and thermal hypersensitivity).

2.3 Pharmacological studies

2.3.1 Intrathecal and intraperitoneal
drug administrations

The intrathecal (i.t.) injection was performed according to

the method described by Hylden and Wilcox (34) and is a

standard procedure in our laboratory (18, 26). A Hamilton

syringe with a thin needle (0.3 x 13 mm) was used for

administration. The substances used in the experiments were

injected in a volume of 5 ml between the L5 and L6 vertebrae (the

lumbar region of the spinal cord) until symptoms of correct

administration (the tail reflex) were observed. The

intraperitoneal (i.p.) administered substances were injected

with a needle size of 0.45 x 12 mm in terms of body weight

and were supposed to be located in the peritoneal cavity.

2.3.2 Single intrathecal administration
of an XCL1 neutralizing antibody in
mice with chronic constriction
injury-induced neuropathy

A single i.t. administrations of XCL1 nAb (Mouse XCL1/

Lymphotactin Antibody; AF486, R&D Systems; Minneapolis,

United States) at doses of 1, 4, 8 and 16 mg/5 ml were performed 7

days after CCI, when mechanical and thermal hypersensitivity

had been fully developed. The effect of XCL1 nAb

administration on the development of tactile hypersensitivity

was measured using the von Frey test, while thermal

hypersensitivity was measured using the cold plate test after 1,

4, 24, 48 and 96 hours. XCL1 nAb was dissolved in PBS (Merck;

Darmstadt, Germany), and PBS was used as a vehicle (V).

2.3.3 Single intrathecal administration of an
XCL1 neutralizing antibody with morphine or
buprenorphine in mice with chronic
constriction injury-induced neuropathy

The i.t. administration of XCL1 nAb (8 mg/5 ml) followed by

i.t. administration of morphine (M, TEVA; Krakow, Poland) or

buprenorphine (B, Polfa S. A; Warsaw, Poland) (2.5 mg/5 ml) was
performed 7 days after CCI, when we observed the highest level

of XCL1 in the spinal cord and fully developed mechanical and

thermal hypersensitivity. XCL1 nAb was administered once, at

the dose set up based on previously obtained results. The doses

of opioids used for the experiment were set up based on our

previous studies (23). First, groups of tested animals received i.t.

administration of vehicle (PBS) or XCL1 nAb. Next, 2 h after V

or XCL1 nAb administration, there was a second i.t. injection of

vehicle (W, water for injections), M or B. Von Frey and cold
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plate tests were performed 0.5 hours after the second

administration (of W, M or B) and 2.5 hours after the first

administration (of PBS or XCL1 nAb).

2.3.4 Chronic intraperitoneal administration of
minocycline in mice with chronic constriction
injury-induced neuropathy

Minocycline hydrochloride (MC; Merck) was dissolved in

water for injections (W); therefore, the control mice received W

according to the same schedule. The MC was first preemptively

administered 16 h and 1 h i.p. before CCI surgery and then twice

daily for 7 days at a dose of 30 mg/kg. The behavioral tests were

conducted 30 min after the last MC administration and 7 days

after CCI.

2.3.5 Single intrathecal administration of YA4
or vMIP-II preceded by pronociceptive i.t.
injection of XCL1 in naive mice

Recombinant mouse chemokine-C-motif ligand 1/

lymphotactin protein (XCL1; R&D Systems), recombinant

Viral MIP-II protein (vMIP-II, XCR1 antagonist; R&D

Systems) and anti-integrin a9 monoclonal antibody (YA4;

Fujifilm, Tokyo, Japan) were dissolved in PBS. First, groups of

tested animals received i.t. administration of vehicle (V; PBS) or

XCL1 (X) at a dose of 100 ng/5 ml, which is known to be

pronociceptive (7). Next, 2 h after V or XCL1 administration,

there was a second i.t. administration of V, vMIP-II or YA4

(0.05, 0.5, 1 mg/5 ml). Von Frey and cold plate tests were

performed 1, 4, 24, 96 hours after the second administration

(V, vMIP-II or YA4), which represents 3, 6, 26 and 98 hours

after the first administration (V or XCL1).

2.3.6 Single intrathecal administration of YA4
and vMIP-II in mice with chronic constriction
injury-induced neuropathy

vMIP-II and YA4 were dissolved in PBS and administered to

mice 7 days after CCI, while the control group received PBS. A

single dose of vMIP-II (1 mg/5 ml) or YA4 (1 mg/5 ml), established
during the aforementioned experiment, was administered, and

behavioral tests were performed after 1, 4, 24, and 96 hours.

2.3.7 Single intrathecal administration
of YA4 or vMIP-II with morphine or
buprenorphine in mice with chronic
constriction injury-induced neuropathy

The experiment aimed to establish the influence of vMIP-II

and YA4 on morphine and buprenorphine analgesia 7 days after

CCI. First, groups of tested animals received i.t. administration

of vehicle (V; PBS), vMIP-II or YA4 (1 mg/5 ml, respectively).
Next, 3 h after V, vMIP-II or YA4 administration, there was a

second i.t. administration of vehicle (W; water for injections), M

or B (2.5 mg/5 ml). Von Frey and cold plate tests were performed

0.5 hours after the second administration (of W, M or B) and 3.5

hours after the first administration (of V, vMIP-II or YA4).

2.4 Behavioral tests

2.4.1 von frey test
Tactile hypersensitivity was measured using calibrated nylon

monofilaments (ranging from 0.6 to 6 g; Stoelting, Wood Dale,

USA) to observe reactions to mechanical stimuli as previously

described (33). The mice were placed in plastic cages with a wire

mesh floor before the experiment. After 5 min of adaptation, von

Frey filaments were used in order of increasing pressure [g], and

they were applied to the midplantar surface of the ipsilateral

(right) hind paw (or both hind paws in case of naive mice) until

it was lifted. Control mice were tested in the same way.

2.4.2 Cold plate test
Thermal hypersensitivity was measured using a cold plate/hot

plate analgesia meter (Ugo Basile; Gemonio, Italy). The

temperature of the plate surface was kept at 2°C, and the

maximal time (cutoff) possible for the mouse to be kept on

the plate surface was 30 seconds. The animals were placed on a

cold plate until the (right) hind paw (or both hind paws in case of

naive mice) was lifted as previously described (33). The latency

was recorded, and the animals were immediately removed from

the plate. In every animal exposed to CCI, the injured foot was the

first one to react. Control mice were tested in the same way.

2.5 Biochemical tests

2.5.1 Analysis of gene expression by RT−qPCR
The lumbar (L4–L6) region of the spinal cord was removed

from CCI- and naive mice (sacrificed at 1, 4, 7, 14, 35 days). After

decapitation, the tissue was dissected, placed into 1.5 ml plastic

Eppendorf tubes with RNAlater (Invitrogen; Waltham, USA),

frozen and stored at −80°C. For the synthesis of cDNA, 1000 ng

of total RNA was reverse transcribed in a total reaction volume of

20 ml with oligo(dT) primer (Fermentas; Warsaw, Poland) using an

Omniscript RT Kit (Qiagen; Hilden, Germany). The cDNA was

diluted 1:10 with H2O. For each reaction, 50 ng of cDNA was

synthesized from the total RNA template of each individual animal

and used for quantitative real-time PCR (RT−qPCR). RT−qPCR

was run on a Real-Time PCR iCycler (Bio-Rad; Hercules, USA)

using Assay-On-Demand TaqMan probes (Thermo Fisher

Scientific; Waltham, USA). The amplification efficiency for each

assay was determined by running a standard dilution curve. The

following TaqMan primer was used: Mm00434772_m1 (Xcl1). The

expression of the hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase

1 (Hprt1, Mm00446968_m1) transcript was quantified to control

for variation in cDNA amounts. The cycle threshold values were
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automatically calculated using iCycler IQ 3.0 software with the

default parameters. The abundance of RNA was calculated as

2−(threshold cycle).

2.5.2 Western blot analysis
The lumbar (L4–L6) regions of the spinal cord were removed

from CCI- and naive mice (sacrificed at 1, 7, 35 days) and used for

the study. Selected time points represent different phases in injury

development – very early, developed and fully established, basing on

mRNA analysis. The tissues were placed into 2ml plastic Eppendorf

tubes with RIPA buffer with a protease inhibitor cocktail (inhibitors

with broad specificity for various proteases; Merck) and

homogenized. Then, the samples were centrifuged (14.000 rpm)

for 30 min at 4°C (in the case of time course studies). In the case of

the tissue collected from animals chronically treated with

minocycline, the lumbar (L4–L6) regions of the spinal cord were

placed in tubes with RIPA buffer with protease inhibitor cocktail,

homogenized and fractionated in accordance with available

protocols, slightly modified by us (35–37). Firstly, the nuclear

fraction was separated by centrifugation (2750 rpm) for 5 min at

4°C. The obtained supernatant was then re-centrifuged (8900 rpm)

for 5 min at 4°C, after that the pellet contained mitochondria. The

supernatant was then centrifuged once again in an ultracentrifuge

(28.700 rpm) for 60 min at 4°C resulting in the separation of the

membrane (pellet) and cytosolic (supernatant) fractions, which

were used for further analyses. The study conducted on two

fractions of protein homogenates aimed to differentiate the

presence of receptors inside the membrane, which may be

changed by the possible internalization - a rapid decrease in the

number of cell-surface binding sites in activated cells. The

bicinchoninic acid (BCA) method was used to measure the total

protein concentration. The samples of protein (10 mg) were then

heated for 8 min at 98°C with the addition of loading buffer

(4 × Laemmli Buffer; Bio-Rad). Then, the samples were loaded in

4–15% Criterion TGX precast polyacrylamide gels (Bio-Rad) and

transferred to Immune-Blot PVDF membranes (Bio-Rad) with the

semidry transfer system (30 min, 25 V). Then, the membranes were

blocked (5% bovine serum albumin; Merck) in TBST (Tris-buffered

saline with 0.1% Tween 20) for 1 h, washed with TBST (4 × 5 min),

and incubated overnight with the following commercially available

primary antibodies: rabbit anti-XCR1 (1:5000, Lifespan Biosciences;

Seattle, USA), rabbit anti-ITGA9 (1:3000, Abcam; Cambridge,

Great Britain), mouse anti-b-actin (1:1000; Merck), rabbit anti-

IBA1 (1:500, Novus Biologicals; Centennial, USA), and rabbit anti-

GFAP (1:10000, Novus Biologicals) at 4°C. Then, the membranes

were incubated in anti-rabbit or anti-mouse secondary antibodies

(Vector Laboratories; Burlingame, USA) conjugated with

horseradish peroxidase at dilutions of 1:5000 for 1 h at room

temperature. The primary and secondary antibodies were dissolved

in a SignalBoost Immunoreaction Enhancer Kit (Merck). Then, the

membranes were washed in TBST (again 4 × 5 min). The detection

of immune complexes was attained by the Clarity Western ECL

Substrate (Bio-Rad) and visualized with the Fujifilm LAS-4000

Fluor Imager system. The immunoreactive bands obtained in

Western blot analysis were quantified using Fujifilm Multi

Gauge software.

2.5.3 Enzyme-linked immunosorbent
assay analysis

The lumbar (L4–L6) regions of the spinal cord were removed

from naive and CCI-exposed mice (sacrificed at 1, 7, 35 days) and

used for Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) as stated

in the manufacturer’s protocol. The tissue homogenates were fixed

in RIPA buffer with a protease inhibitor cocktail (Merck) and

incubated at -20°C. The level of XCL1 was measured in the tissue

homogenates using the Mouse XCL1/Lymphotactin ELISA Kit

(Sandwich ELISA, LS-F53223; LifeSpan Biosciences) with the

following detection ranges: 6.25–400 pg/ml. The manufacturer

provided the positive controls for each assay.

2.5.4 Immunofluorescence analysis by
confocal microscopy

Seven days after CCI, the mice were sacrificed, and their spinal

cords were removed and postfixed in 4% paraformaldehyde (PFA)

overnight at 4°C. After dehydration, the tissues were paraffin

embedded and sectioned (7 mM) on a microtome (Leica, RM45).

Adjacent coronal sections from corresponding regions of the

lumbar (L4 to L6) spinal cords of naive and CCI mice were

incubated overnight at 4°C with the following primary antibodies:

rabbit anti-XCL1 (1:50, Novus Biologicals), rabbit anti-ITGA9

(1:50, Abcam), rabbit anti-XCR1 (1:50, Lifespan Biosciences),

mouse anti-NeuN (1:250, Merck), rat anti-IBA1 (1:1000, Abcam),

and chicken anti-GFAP (1:10000, Merck). Antigen-bound primary

antibodies were visualized with appropriate Alexa Fluor 488/594–

conjugated donkey secondary antibodies (1:100, Invitrogen).

Hoechst 33342 (Invitrogen) was used to stain cell nuclei. Stained

sections were examined and acquired under a high-class confocal

microscope (Leica TCS SP8 WLL) equipped with HyD, PMT and

TLD detectors. The ipsilateral part of the lumbar spinal cord was

visualized on representative images.

2.5.5 Statistical analysis
The behavioral studies (in vivo) are presented as the means ±

SEMs. The biochemical studies (ex vivo) are presented as fold

changes relative to the controls (naive) ± SEM. The RT−qPCR

results are presented as the normalized averages derived from the

threshold cycle. The results of i.t. administration of YA4/vMIP-II in

CCI-induced neuropathy (mean ± SEM) were statistically evaluated

using a t test with Welsh correction. The other results

(mean ± SEM) were evaluated using one-way ANOVA (F value)

followed by Bonferroni’s post hoc test for comparison of intergroup

differences (p value). Additionally, the results were evaluated using

two-way ANOVA (F value) to determine the time × drug

interaction. All of the statistical analyses mentioned above were
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performed with GraphPad Prism ver. 8.1.1 (330) (GraphPad

Software, Inc., San Diego, USA).

3 Results

3.1 Spatiotemporal changes in the mRNA
and/or protein levels of XCL1, its
receptors and pain-related behavior after
chronic constriction injury of the sciatic
nerve in mice

Chronic constriction injury led to the development of

mechanical [F = 70.90; p < 0.0001] (Figures 1A, B)

hypersensitivity. These pain-related changes were observed

until the last time point tested, as shown using the von Frey

test. The mRNA level of XCL1 was significantly elevated 4 days

after CCI [F = 9.492; p < 0.0001], and this elevated level was

maintained until the 35th day after nerve injury [F = 9.492; p =

0.0033] (Figure 1C). In the protein study, the elevated level of

XCL1 protein was maintained from 1 day after CCI [F = 70.26;

p = 0.0011] up to day 35 [F = 70.26; p < 0.0001] (Figure 1D). The

protein level of XCR1 increased significantly 1 day after surgery

[F = 9.88; p = 0.0031] and remained elevated until day 7 in the

spinal cord [F = 9.88; p = 0.0102] (Figure 1E). The protein level

of ITGA9 was significantly reduced compared to that in naive

animals on day 7 after damage to the sciatic nerve [F = 2.37;

p = 0.0153] (Figure 1F).

B

C D

E F

A

FIGURE 1

Development of mechanical hypersensitivity after chronic constriction injury (CCI) of the sciatic nerve in mice (1, 4, 7, 14, 35 days) (A). Scheme
of tissue collection at the indicated time points for behavioral tests and mRNA/protein analyses (B). Time-dependent changes in the expression
of XCL1 mRNA by RT–qPCR (C) and protein by ELISA (D); XCR1 protein by Western blot (E) and ITGA9 protein by Western blot (F) in the spinal
cord of naive and chronic constriction injury-exposed mice (1, 4, 7, 14 and/or 35 days). The data are presented as the mean fold changes
relative to the control ± SEM (n =5–10). The results were evaluated using one–way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test for
comparisons of selected pairs. ✽p < 0.05; ✽✽p < 0.01; ✽✽✽p < 0.001 indicate significant differences between the naive vs. CCI-exposed groups at
each of the investigated time points: 1, 4, 7, 14, 35 days. “-”– naive.
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3.2 Effects of a single intrathecal
XCL1 nAb administration on
pain-related behavior measured 7
days after chronic constriction injury
of the sciatic nerve in mice

The analgesic effect of XCL1 nAb administration (Figure 2A) in

CCI-exposed mice was observed for doses of 1, 4, 8, and 16 mg/5 ml
in the von Frey (Figure 2B) and/or cold plate (Figure 2C) tests. The

dose of 1 mg/5 ml was effective 4 hours after administration [cold

plate: F = 15.04; p = 0.0025]. The doses of 4, 8, 16 mg/5 ml showed
their analgesic properties 1 hour after administration (4 mg/5 ml
[von Frey: F = 20.93; p = 0.0117; cold plate: F = 26.51; p = 0.0003], 8

mg/5 ml [von Frey: F = 20.93; p < 0.0001; cold plate: F = 26.51 p <

0.0001], 16 mg/5 ml [von Frey: F = 20.93; p = 0.0015; cold plate: F =

26.51 p < 0.0001]), and their effects were elevated until 48 hours (4

mg/5 ml [von Frey: F = 40.02; p < 0.0001; cold plate: F = 14.47; p =

0.0019], 8 mg/5 ml [von Frey: F = 40.02 p < 0.0001; cold plate:

F =14.47; p < 0.0001], 16 mg/5 ml[von Frey: F = 40.02 p < 0.0001;

cold plate: F = 14.47; p < 0.0001]). Two-way ANOVA confirmed a

significant interaction between the treatment and the analyzed time

points [von Frey: F =14.39; cold plate: F = 6.56].

3.3 Effects of a single intrathecal XCL1
nAb administration on morphine and
buprenorphine analgesia 7 days after
chronic constriction injury of the sciatic
nerve in mice

For the co-administration with opioids (Figure 3A) we have

chosen the dose of 8 mg/5 ml, basing on its the effectiveness as

shown in time-/dose- dependency study (Figure 2). Selected dose

of XCL1 nAb (8 mg/5 ml) and morphine (2.5 mg/5 ml) similarly

significantly reduced mechanical [F = 20.02; p = 0.0004]

(Figure 3B) and thermal [F = 66.85; p < 0.0001]

hypersensitivity (Figure 3C). Buprenorphine at a dose of 2.5

mg/5 ml also diminished both mechanical [F = 13.07; p < 0.0001]

(Figure 3D) and thermal [F = 31.43; p < 0.0001] (Figure 3E)

hypersensitivity in CCI-exposed mice.

The influence of XCL1 nAb on morphine analgesia was

significant and reduced both mechanical [F = 20.02; p = 0.0020]

(Figure 3B) and thermal [F = 66.85; p < 0.0001] (Figure 3C)

hypersensitivity compared to morphine administered alone.

Otherwise, there was no observable impact of the XCL1 nAb

on buprenorphine analgesia (Figures 3D, E).

B C

A

FIGURE 2

The effects of chemokine-C-motif ligand 1 (XCL1) neutralizing antibody (nAb) administered according to scheme (A), at a dose of 1, 4, 8, or 16
mg/5 ml, on mechanical (B) and thermal (C) hypersensitivity 7 days after chronic constriction injury (CCI) of the sciatic nerve in mice. The data are
presented as the mean ± SEM (n =6–8). The results were evaluated using one–way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test for
comparisons of selected pairs. ✽p < 0.05; ✽✽p < 0.01; ✽✽✽p < 0.001 indicate significant differences between the V– vs. nAb–treated groups at each
of the investigated time points: 1, 4, 24, 48 and 96 h. “V”– vehicle (PBS).
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3.4 Effects of chronic intraperitoneal
minocycline administration on
mechanical hypersensitivity and changes
in the protein levels of XCL1-, XCR-1-,
ITGA9-, IBA1-, and GFAP-positive cells 7
days after chronic constriction injury of
the sciatic nerve in mice

Chronic minocycline administration (Figure 4A)

significantly reduced mechanical hypersensitivity, which had

been fully developed in W–treated animals 7 days after CCI

[F = 87.26; p < 0.0001] (Figure 4B). The study revealed that after

chronic MC treatment, there was a significant reduction in the

protein levels of XCL1 [F = 6.43; p = 0.0326] (Figure 4C) and

IBA1 [F = 31.09; p = 0.0082] (Figure 4D) compared to CCI-

exposed mice. There were no changes in the level of

GFAP (Figure 4E).

The level of the XCR1 protein in the cytoplasmic fraction was

diminished [F = 3.37; p = 0.0252] in the W–treated group, and

MC did not influence this effect (Figure 4F). The protein level of

XCR1 in the membrane fraction was significantly elevated

(Figure 4G) in the W–treated group [F = 3.63; p = 0.0159]. It

was different in the group receiving MC, where the level of the

XCR1 protein in the membrane fraction was not changed

compared to naive animals (Figure 4G). Regarding the ITGA9

protein, the expression levels were not changed between the W–

and MC–treated groups in the cytoplasmic fraction (Figure 4H).

The protein level of ITGA9 in the membrane fraction in the CCI-

exposed group was significantly diminished [F = 3.96; p = 0.0115]

(Figure 4I). This was not the case in the group receiving MC, in

which the level of the ITGA9 protein in the membrane fraction

was not changed compared to that in naive animals (Figure 4I).

Additionally, the minocycline treatment diminished the levels of

p38, ERK, JNK and AKT (Supplementary File – Figure 1).

B C

D E

A

FIGURE 3

The influence of a chemokine-C-motif ligand 1 (XCL1) neutralizing antibody (nAb) (B–E) at a dose of 8 mg/5 ml on morphine (M) 2.5 mg/5 ml
(B, C) and buprenorphine (B) 2.5 mg/5 ml (D, E) effectiveness, administered according to scheme (A), 7 days after chronic constriction injury (CCI)
of the sciatic nerve in mice. The data are presented as the mean ± SEM (n =6). The results were evaluated using one–way ANOVA followed by
Bonferroni’s post hoc test for comparisons of selected pairs. ✽p < 0.05; ✽✽p < 0.01; ✽✽✽p < 0.001 indicate significant differences between the V
+W– and M–/B–/nAb–treated groups; ##p < 0.01; ###P < 0.001 indicate significant differences between the M– and M+nAb–treated groups;
&&p < 0.01; &&&P < 0.001 indicate significant differences between the nAb– and M+nAb–/B+nAb–treated groups. “V”– vehicle (PBS); “W” –
vehicle (water for injections).
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FIGURE 4

The influence of repeated (preemptive and then twice daily for 7 days) minocycline (MC) administration (A), at a dose of 30 mg/kg, on
mechanical hypersensitivity (B); XCL1 protein level in the cytoplasmic fraction by ELISA (C), IBA1 (D), GFAP (E), XCR1 (F), and ITGA9 (H) protein
levels in the cytoplasmic fraction by Western blot; XCR1 (G) and ITGA9 (I) protein levels in the membrane fraction by Western blot, seven days
after chronic constriction injury (CCI) of the sciatic nerve in mice. The data are presented as the mean fold changes relative to the control ±
SEM (n =5–14). The results were evaluated using one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test for comparisons of selected pairs;
✽p < 0.05; ✽✽p < 0.01; ✽✽✽p < 0.001 indicate significant differences between the naive vs. W–/MC–treated groups; #p < 0.05; ##p < 0.01; ###p <
0.001 indicate significant differences between the W– vs. MC–treated groups. “-”– naive; “W” – vehicle (water for injections).
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3.5 Effects of a single intrathecal ITGA9
nAb (YA4) and XCR1 antagonist (vMIP-II)
administration preceded by XCL1
injection in naive mice on mechanical
and thermal hypersensitivity

ITGA9 neutralization by YA4 diminished mechanical

(Figure 5B) and thermal (Figure 5C) hypersensitivity developed

after pronociceptive XCL1 administration (XCL1 was injected 2

hours before YA4) in naive animals (Figure 5A). The effect was

observed for the XCL1+YA4-treated groups compared to the

XCL1+V-treated group in both behavioral tests since 1 hour (3

hours after XCL1 administration) for doses of 0.05 mg/5 ml [von
Frey: F = 9.94; p = 0.0018; cold plate: F = 5.90; p = 0.0298], 0.5 mg/5
ml [von Frey: F = 9.94; p = 0.0402; cold plate: F = 5.90; p = 0.0011],

and 1 mg/5 ml [von Frey F = 9.94; p = 0.0002]. It was still effective

until the 4th hour (6th hour after XCL1 administration) for doses of

0.05 mg/5 ml [von Frey: F = 11.95; p < 0.0001; cold plate: F = 6.85; p

< 0.0001], 0.5 mg/5 ml [von Frey: F = 11.95 p < 0.0001; cold plate: F =

6.85; p = 0.0041], and 1 mg/5 ml [von Frey: F = 11.95 p < 0.0001; cold

plate: F = 6.85; p = 0.0135]. Twenty-four hours after administration

of YA4 (26 hours after XCL1 administration), there was still an

observable antinociceptive effect in the cold plate test [dose of 0.05

mg/5 ml: F = 3.82; p = 0.0164] (Figures 5B, C).

The analgesic effect ofXCR1blockadebyvMIP-II injectionwas

more dose-dependent and diminishedmechanical (Figure 5D) and

thermal (Figure 5E) hypersensitivity - the pronociceptive effect of

XCL1 administration (XCL1 was administered 2 hours before

vMIP-II) in naive animals (Figure 5A). The effect was observed

for the XCL1+ vMIP-II-treated groups compared to the XCL1+V-

treated group in both behavioral tests after 1 hour (3 hours after

XCL1 administration) for doses of 0.05 mg/5 ml [cold plate: F =

12.10; p = 0.0046], 0.5mg/5ml [von Frey: F = 13.72; p = 0.0139; cold
plate: F = 12.10; p < 0.0001], and 1 mg/5 ml [von Frey: F = 13.72; p <

0.0001; coldplate: F=12.10; p<0.0001]. Itwas still effectiveuntil the

4thhour (6thhour after XCL1 administration) for doses of 0.05mg/
5ml [cold plate: F = 6.72; p = 0.0494], 0.5mg/5ml [von Frey: F = 5.59;
p = 0.0293; cold plate: F = 6.72; p = 0.0119], and 1mg/5ml [vonFrey:
F = 5.59; p = 0.0051; cold plate: F = 6.72; p < 0.0001] (Figures 5D, E).

3.6 Effects of a single intrathecal ITGA9
nAb (YA4) and XCR1 antagonist (vMIP-II)
administration on mechanical and
thermal hypersensitivity 7 days after
chronic constriction injury of the sciatic
nerve in mice

The neutralization of ITGA9 by YA4 (Figure 6A) at a dose of 1

mg/5 ml started to influence mechanical hypersensitivity and

simultaneously was the most effective 4 hours after administration

[t = 5.58; p = 0.0006] and lasted until 24 hours [t = 3.22; p = 0.0097]

(Figure 6B). Similarly, in the case of thermal hypersensitivity,

neutralization started to be effective 1 hour after administration [t

= 2.72; p = 0.0190], was the most powerful 4 hours after

administration [t = 6.17; p < 0.0001], and similarly ceased but was

still effective at 24 hours [t = 2.35; p = 0.0366] (Figure 6C).

The blockade of XCR1 by vMIP-II injection (Figure 6A) at a

dose of 1 mg/5 ml also effectively diminished mechanical and

thermal hypersensitivity in the CCI model, but only 4 hours after

administration, as revealed both by the von Frey test [t = 3.06;

p = 0.0207] (Figure 6D) and the cold plate test [t = 3.56;

p = 0.0042] (Figure 6E).

3.7 Effects of a single intrathecal ITGA9
nAB (YA4) and XCR1 antagonist (vMIP-II)
administration on morphine and
buprenorphine analgesia 7 days after
chronic constriction injury of the sciatic
nerve in mice

The influence of YA4 on morphine analgesia (Figure 7A) was

significant andmore effectively reduced bothmechanical [F = 13.27;

p = 0.0239] (Figure 7B) and thermal [F = 15.54; p = 0.0025]

(Figure 7C) hypersensitivity compared to the administration of

substances alone. The influence of YA4 on buprenorphine

effectiveness (Figure 7A) was also observable. Strong reduction of

both mechanical [F = 50.06; p < 0.0001] (Figure 7D) and thermal [F

= 23.16; p < 0.0001] (Figure 7E) hypersensitivity was demonstrated

compared to separately injected compounds.

After administrationofvMIP-IIwithbuprenorphine (Figure7A),

attenuation of thermal [F = 24.00; p < 0.0001] (Figure 7I) and

mechanical [F = 42.60; p < 0.0001] (Figure 7H) hypersensitivity was

observed and was the strongest compared to single substance action.

Otherwise, there was no observable impact of vMIP-II on morphine

analgesia in either behavioral test (Figures 7F, G).

3.8 The cellular localization of XCL1,
XCR1 and ITGA9 in the spinal cord 7 days
after chronic constriction injury of the
sciatic nerve in mice revealed by
immunofluorescence staining

Results of the immunofluorescence analysis fromCCI-exposed

mice are shown in Figures: 8A-Z, 9A-Z, 10A-Z and from naive

animals in the Supplementary File: Figures 2A-Z, 3A-Z, 4A-Z. For

robustness of the visualization, two independent corresponding

regions of the spinal cord of each sectionwere compared, as shown

in Figures 8a–c, Figures 9a–c and Figures 10a–c.

Fluorescence immunohistochemical staining revealed clear

colocalization of XCL1 with GFAP-positive cells (Figures 8D,

H). No colocalization was observed between XCL1 and IBA1

(microglia marker) or NeuN (neuronal marker) (Figures 8L, P,

U, Z; respectively).
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FIGURE 5

The influence of ITGA9 neutralization by YA4 (B, C) or XCR1 blockade by vMIP-II (D, E), according to scheme (A), at a dose of 0.05 (I), 0.5
(II), 1 (III) mg/5 ml on mechanical (B, D) and thermal (C, E) hypersensitivity in naive mice after pronociceptive XCL1 100 ng/5 ml (X)
administration. Data are presented as the mean ± SEM (n =4–6). The results were evaluated using one-way ANOVA followed by Bonferroni’s
post hoc test for comparisons of selected pairs; ^p < 0.05; ^^p < 0.01; ^^^p < 0.001 indicate significant differences between the veh-(V+V)
vs. XCL1(X+V)–treated group; ✽p < 0.05; ✽✽p < 0.01; ✽✽✽p < 0.001 indicate significant differences between the XCL1(X+V)– vs. XCL1+YA4–/
XCL1+vMIP-II–treated groups. Abbreviations: “V”– vehicle (PBS).
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In contrast, in the case of XCR1, there was clear colocalization

with NeuN-positive cells (Figures 9U, Z). However, it is worth

emphasizing that a strong XCR1-positive signal was observed in

other cells but not in cells expressing GFAP (astroglia), IBA1

(microglia, macrophages), or NeuN (neurons) (Figure 9).

ITGA9 was also shown to colocalize with a neuronal marker

(NeuN) (Figures 10U, Z) but similarly to XCR1, not with

astroglia (Figures 10D, H) and IBA1-positive cells in the spinal

cord (Figures 10L, P).

Because the activation of IBA1 and GFAP was expected to be

visible in CCI-treated animals, the experiments designed to show

colocalization were focused on these groups. Nevertheless, to

maintain good laboratory practice, we also collected the stainings

performed on naive animals (Supplementary File – Figures 2–4). As

shown, after nerve injury, there was much stronger activation of

IBA1-positive (microglia/macrophages) and GFAP-positive cells in

the ipsilateral dorsal and ventral parts of the spinal cord (Figures 8a,

b, 9a, b, 10a, b) than in the respective supplementary data

(Supplementary File – Figures 2a, b, 3a, b, 4a, b).

4 Discussion

Ourresultsdemonstratedforthefirsttimetheupregulationinthelevel

of XCL1 mRNA/protein during neuropathy development (already one

dayafterCCI),whichwasmaintained forup to35days, andas revealedby

confocal analysis of immunofluorescent staining, these chemokines are

produced mainly by spinal astroglial cells. Importantly, our study also

B

C

D

E

A

FIGURE 6

The influence of ITGA9 neutralization by YA4 (B, C) or XCR1 blockade by vMIP-II (D, E), administered according to scheme (A), at a dose of 1
mg/5 ml on mechanical (B, D) and thermal (C, E) hypersensitivity 7 days after chronic constriction injury (CCI) of the sciatic nerve in mice. Data
are presented as the mean ± SEM (n =5–8). The results were evaluated using t tests for comparisons of selected pairs; ✽p < 0.05; ✽✽p < 0.01;
✽✽✽p < 0.001 indicate significant differences between the V– vs. YA4–/vMIP-II–treated groups. “V”– vehicle (PBS).
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unprecedentedly showed that blockade/neutralization of both XCL1

receptors, XCR1 by vMIP-II and ITGA9 by YA4, reverse XCL1

nociceptive properties. In addition, we proved that the XCL1

neutralizing antibody reduces mechanical and thermal hypersensitivity

and improvesmorphineanalgesia inCCI-exposedmice.Additionally, our

results indicated that the mechanisms of minocycline analgesic action in

neuropathy may also involve the decrease in the pronociceptive XCL1.

Moreover, behavioral studies provided thefirst evidence that vMIP-II and

B C

D E

F G

H I

A

FIGURE 7

The influence of ITGA9 neutralization by YA4 (B–E) or XCR1 blockade by vMIP-II (F–I) at a dose of 1 mg/5 ml on morphine (M) 2.5 mg/5 ml
(B, C, F, G) and buprenorphine (B) 2.5 mg/5 ml (D, E, H, I) effectiveness, administered according to scheme (A), 7 days after chronic constriction
injury (CCI) of the sciatic nerve in mice. Data are presented as the mean ± SEM (n =5–12). The results were evaluated using one-way ANOVA
followed by Bonferroni’s post hoc test for comparisons of selected pairs; ✽p < 0.05; ✽✽p < 0.01; ✽✽✽p < 0.001 indicate significant differences between
the V– vs. YA4–/vMIP-II–/M–/B–treated groups; #p < 0.05; ##p < 0.01; ###P < 0.001 indicate significant differences between the M–/B–treated vs.
M+YA4–/B+YA4–/B+vMIP-II–treated groups; &p < 0.05; &&p < 0.01; &&&p < 0.001 indicate significant differences between the YA4– vs. M+YA4–/B
+YA4– or vMIP-II– vs. M+vMIP-II–/B+vMIP-II–treated groups. “V”– vehicle (PBS); “W” – vehicle (water for injections).
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FIGURE 8

Immunofluorescence analysis of chemokine-C-motif ligand 1 (XCL1) localization in the lumbar (L4 to L6) spinal cord 7 days after chronic
constriction injury (CCI) of the sciatic nerve in mice. Dorsal (A–D, I–L, R–U) and ventral (E–H, M–P, W–Z) parts of lumbar spinal cord (a,b,c)
were shown as an approximate fragments of selected images. Representative immunofluorescence images from colocalization analysis
performed on spinal cord, paraffin-embedded 7 mM microtome slices: XCL1 (green: A, E, I, M, R, W) with astroglia marker glial fibrillary acidic
protein; (GFAP, red: B, F); microglia marker ionized calcium-binding adaptor molecule 1; (IBA1, red: J, N); and with neuronal marker neuronal
nucleus; (NeuN, red: S, X), Nuclei are in blue (C, G, K, O, T, Y). High magnification, three-dimensional image rendering shows XCL1 localization
inside GFAP-positive cells (yellow: D, H). Scale bars: 50 mm (a, b, c), 500 mm (A–Z).
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FIGURE 9

Immunofluorescence analysis of chemokine-C-motif receptor 1 (XCR1) localization in the lumbar (L4 to L6) spinal cord 7 days after chronic
constriction injury (CCI) of the sciatic nerve in mice. Dorsal (A–D, I–L, R–U) and ventral (E–H, M–P, W–Z) parts of lumbar spinal cord (a,b,c)
were shown as an approximate fragments of selected images. Representative immunofluorescence images from colocalization analysis
performed on spinal cord, paraffin-embedded 7 mM microtome slices: XCR1 (green: A, E, I, M, R, W) with astroglia marker glial fibrillary acidic
protein; (GFAP, red: B,F); microglia marker ionized calcium-binding adaptor molecule 1; (IBA1, red: J, N); and with neuronal marker neuronal
nucleus; (NeuN, red: S, X), Nuclei are in blue (C, G, K, O, T, Y). High magnification, three-dimensional image rendering shows XCR1 localization
inside NeuN-positive cells (yellow: U, Z). Scale bars: 50 mm (a, b, c), 500 mm (A–Z).
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YA4 diminish thermal and mechanical hypersensitivity in CCI-exposed

mice and enhance buprenorphine and, in the case of YA4, alsomorphine

analgesia. Importantly, immunofluorescencestainingindicatedthatXCR1

and ITGA9 are expressed on neurons. Remarkably, our results clearly

showed that blocking the XCL1-ITGA9 interaction appears to be more

potent in relieving neuropathic pain.

XCL1 is known to play an essential role in the classical immune

response (28). It is produced by subsets of T andNK cells during the

course of inflammation, leading to chemotaxis of these cells by

binding to XCR1 (28). However, in the course of neuropathy, the

CD4+ and CD8+ T helper cells are unchanged in the spinal cord, in

contrast to strongly activated glial cells (21). Recently, it was shown

that the mRNA and protein level of XCL1 is increased in primary

astroglia but not microglia in LPS-stimulated mouse cell cultures

(27). Moreover, importantly, XCL1 stimulation of primary

microglial and astroglial cells does not directly induce the

production of pronociceptive interleukins (IL-1b, IL-18, IL-6) and
chemokines (CCL3, CCL4, CCL9) (27). Therefore, we hypothesized

that in neuropathy, XCL1 acts through neuronally localized

receptors. Our immunofluorescence analysis proved that XCR1

and ITGA9 are located on spinal neurons, not micro- and astroglial

cells. In the present study, we demonstrated for the first time the

quick and strong upregulation of spinal XCL1, which lasts up to 5

weeks. Importantly, intrathecal injection of XCL1 in naive mice

evoked thermal and mechanical hypersensitivity after 1 h, which

lasted up to 24 h (7). Moreover, our studies provided the first

evidence that neutralization of XCL1 results in reductions in

thermal and mechanical hypersensitivity in CCI-exposed mice. In

turn, XCL1-evoked hypersensitivity in naive mice is abolished

by pretreatment with vMIP-II and YA4, suggesting that

both receptors are responsible for its pronociceptive properties.

Many studies have demonstrated that glial cells activated under

neuropathic pain conditions produce many pronociceptive

cytokines, including interleukins (23, 38, 39) and chemokines

(21–24, 40–44). We have followed that concept, and based on

our results, we propose that XCL1 is produced by astroglia and

activates neuronal XCR1 and ITGA9, which are both strongly

engaged in neuropathic pain development. It was already shown by

an in vitro study that minocycline, a glial inhibitor, treatment before

LPS stimulation prevented XCL1 mRNA upregulation in primary

astroglial cells (7). Our present results confirmed that consecutive

minocycline treatment (twice daily, 7 days) attenuates CCI-evoked

neuropathic pain by inhibiting microglia/macrophages and

diminishing the levels of p38, ERK, JNK and AKT, which is

congruent with literature data (13, 45–48). It was also

demonstrated that minocycline diminished hypersensitivity of

spinal neurons after traumatic spinal cord injury (49).

Importantly, we observed for the first time that minocycline

treatment also lowered the protein level of XCL1 in the CCI-

induced neuropathy model, which might be considered behind the

additional mechanism of its beneficial effects in neuropathy.

XCR1 is the well-known receptor for XCL1. It is expressed in T

cells, B cells and neutrophils (50), Schwann cells, oligodendrocytes

(51) and neurons (7, 51). Previous immunofluorescence studies

have shown that in the nervous system, XCR1 is expressed in

nonpeptidergic and non-IB4 binding terminals of A-delta and C-

fiber afferents and/or within excitatory interneurons (51). Our

immunofluorescence analysis of lumbar spinal cord sections

showed that XCR1 is expressed by neurons and other cells but

not microglia and astroglia. Importantly, the membrane, but not

cytoplasmic, fraction of spinal protein level XCR1 increased after

CCI but not in the group of animals receiving minocycline, which is

probably related to its ability to prevent glial activation (52). Since

minocycline causes a decrease in the level of XCL1, that is produced

by activated astroglial cells, regulation of the membrane level of

XCR1 may results from the ligand-receptor interactions favorably

altered by it. The pharmacological blockade of XCR1 by vMIP-II

was previously shown to inhibit the expression of pERK and

p38MAPK in tissue exposed to XCL1 (51), which is a similar

effect to that caused by minocycline treatment, as shown by our

study and others (13, 14). Moreover, it lowers spontaneously

hyperactive neuronal discharges, which are also characteristic of

central sensitization (51). The behavioral analysis performed in our

studies provided the first evidence that pharmacological blockade of

XCR1 by vMIP-II may evoke neuropathic pain relief. These

findings indicate that the XCL1/XCR1 axis can participate in

many aspects of neuro-glial interactions and play a significant

role in nociceptive transmission.

Importantly, XCL1 can also act through ITGA9 (30), an

extracellular matrix component, which was shown to participate

in the pathophysiology of some intractable disorders by the

regulation of the cell physiological state and acts through a

diversity of signaling pathways. This adhesion molecule exerts a

crucial function to regulate multistep processes, including

migration, proliferation, and metastasis (31, 53–55). Integrins

consist of two subunits, a and b, so they are heterodimers. On

cell membranes, they can interact with extracellular ligands and

serve as receptors to mediate intracellular signals. As adhesion

proteins, integrins are engaged in a variety of cellular functions

(56). If the local responses are disturbed, integrin activation may

occur, leading to tissue damage and inflammation (57). ITGA9,

which is formed of a9 and b1 subunits, is one of the less known.
Its role in nociceptive transmission needs to be studied, which is

why we focused on this topic in our work. The results of our

research revealed for the first time that after CCI, the protein level

of ITGA9 remains at a similar level in the cytoplasmic fraction

and is lowered in the membrane fraction, which may be caused by

the internalization of the receptor after its activation by XCL1 in

the course of neuropathy. Our immunofluorescence staining

indicated the presence of ITGA9 in spinal neurons but not in

microglial and astroglial cells. The importance of this receptor in

nociceptive transmission was proven for the first time by our

pharmacological research. The spinal blockade of ITGA9 by YA4

significantly diminished both thermal and mechanical

hypersensitivity evoked by CCI. The results are promising

because it was already shown that blocking ITGA9 has
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FIGURE 10

Immunofluorescence analysis of integrin alpha-9 (ITGA9) localization in the lumbar (L4 to L6) spinal cord 7 days after chronic constriction injury
(CCI) of the sciatic nerve in mice. Dorsal (A–D, I–L, R–U) and ventral (E–H, M–P, W–Z) parts of lumbar spinal cord (a,b,c) were shown as an
approximate fragments of selected images. Representative immunofluorescence images from colocalization analysis performed on spinal cord,
paraffin-embedded 7 mM microtome slices: ITGA9 (green: A, E, I, M, R, W) with astroglia marker glial fibrillary acidic protein; (GFAP, red: B, F);
microglia marker ionized calcium-binding adaptor molecule 1; (IBA1, red: J, N); and with neuronal marker neuronal nucleus; (NeuN, red: S, X),
Nuclei are in blue (C, G, K, O, T, Y). High magnification, three-dimensional image rendering shows ITGA9 localization inside NeuN-positive cells
(yellow: U, Z). Scale bars: 50 mm (a, b, c), 500 mm (A–Z).
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beneficial effects in mouse models of experimental autoimmune

encephalomyelitis (31) and arthritis (58). According to some

literature data from in vitro studies, XCL1 signaling via ITGA9

may be neuroprotective by increasing the number of

neurospheres, promoting neuronal differentiation and positively

affecting neurogenesis (59); it also potentiates the regeneration of

axons (60). On the other hand, some researchers have suggested

that its blockade can reverse the outcomes of autoimmune

diseases (31). Therefore, in our opinion, ITGA9 is an interesting

target for pharmacotherapy, and it is definitely tempting to look

for new pharmacological tools for its modulation.

Opioids are used in chronic pain treatment, but in

neuropathy, they exhibit lower effectiveness (16, 61). Many

studies have proven that pharmacological inhibition of glial

activation in neuropathy provides beneficial effects on opioid

analgesic efficacy (4, 62). Initially, the reason for this

phenomenon was the reduced release of cytokines (including

chemokines) by these cells (16, 61). Recent data in the literature

confirmed this theory, showing that intrathecal administration of

CCL2- and CCL7 neutralizing antibodies enhanced the analgesic

effects of morphine and buprenorphine in CCI-exposed mice (19).

Moreover, in cancer-induced bone pain, inhibition of CXCL10,

CXCL11 and CXCL13 enhanced morphine analgesic properties in

rats (63–65). Moreover, in diabetic neuropathic pain, intrathecal

administration of CCL1-, CCL3- and CCL9 neutralizing

antibodies enhanced morphine effectiveness (18, 20). Our results

provide the first evidence that an XCL1 neutralizing antibody

improves morphine (a strong agonist of MOR, with lower affinity

to DOR, KOR), but not buprenorphine (an agonist ofMOR/NOR;

antagonist of KOR/DOR), analgesia in CCI-exposed mice. Apart

from the fact that these opioids acting through different receptors,

which might be the explanation for why neutralization of XCL1

differently affects their analgesic properties, it is important to keep

in mind that they also showed different pharmacokinetics and

pharmacodynamics. Additionally it is known that chemokine

receptors may create heterodimers with the opioid receptors

MOR and DOR, which are involved in morphine analgesia (66–

68), however, no such data are available for NOR. Some

chemokines (e.g., CCL2, CCL5, CXCL12, CX3CL1) have already

been known to interfere with the analgesic effects induced by

morphine, DAMGO (selective ligand of MOR) and/or DPDPE

(selective ligand of DOR) due to heterologous desensitization (67,

68). To date, there are no reports that have documented

heterologous desensitization of NOR and chemokine receptors,

but this mechanism could be one of the reasons why

buprenorphine analgesia is improved by the blockade of XCR1.

However, this topic requires further in-depth investigation. We

previously proved that the blockade of other typical chemokine

receptors, such as CCR1 by J113863 (21), CCR2 by RS504393 (22)

and CCR5 bymaraviroc (69), enhanced the analgesic properties of

morphine and buprenorphine under neuropathy. What may be

surprising is that a blockade of ITGA9 acts similarly, which

enhances the analgesic effects of morphine and – to a greater

extent – the latter buprenorphine. However, this is not a typical

chemokine receptor. It was already shown that some integrins

play an important role in the modulation of opioid signaling in

trigeminal ganglion neurons. The b1 integrin subunit (present in

ITGA9) was shown to have a high degree of colocalization with

MOR in these neurons (70). These are particularly significant

results since they indicate for the first time that ITGA9 may be an

important potential target for the pharmacotherapy of

neuropathy. Therefore, our results are particularly important

because ITGA9 is not a typical chemokine receptor, which

indicates the complexity of neuroimmunological processes

occurring in neuropathy. We assume that one of the

mechanisms underlying the beneficial properties of chemokine

receptor blockers/antagonists is to prevent the anti-opioid effects

of chemokines. The inhibition of neuroimmune imbalance may

contribute to a potential therapeutic mechanism based on

increasing the efficacy of opioids in neuropathic pain treatment.

5 Conclusion

Based on the current results, we can confirm that XCL1/

XCR1 and XCL1/ITGA9 signaling play important roles in CCI-

induced neuropathy; however, ITGA9 seems to be a more potent

neuronal target and may serve as an innovative strategy for the

polypharmacotherapy of neuropathic pain in combination with

opioids. Moreover, our data suggest that minocycline, a widely

used antibiotic that affects many intracellular pathways, can

reveal high analgesic potential in neuropathy by influencing

more immune factors than was previously thought, including

XCL1. In view of the obtained data and current literature, we

suggest that modulation of XCL1 signaling may serve as a

promising target for combined therapy with opioids and

indicates minocycline repurposing potential in the treatment

of neuropathic pain. Moreover, both XCL1 receptors (XCR1 and

ITGA9), seem to be important novel targets with beneficial

properties for pharmacological intervention after nerve injury.

Both used pharmacological tools (MIP-II protein, YA4) are

available for experimental studies, but as far as we know, they

are not drugs used in the clinics. That is why we need more

studies, taking into consideration neuropathic pain of different

etiologies, especially in the light of the knowledge that both,

chemokines neutralization and neutralization/blockade of their

receptors are successfully used as a treatment of varied diseases.
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6. DYSKUSJA 

Wyniki badań będących podstawą tej pracy doktorskiej wskazują, że poznanie  

i porównanie zmian obserwowanych zarówno po uszkodzeniu mózgu jak i nerwów 

obwodowych jest ważne, ponieważ często charakteryzuje je wspólne podłoże 

immunologiczne. Poznanie tego podłoża może przyczynić się do znalezienia leków 

skutecznych w terapii skojarzonej urazów ośrodkowego i obwodowego układu nerwowego. 

6.1. Aktywacja wybranych populacji komórkowych po uszkodzeniu ośrodkowego  
i obwodowego układu nerwowego 

Wyniki naszych eksperymentów przeprowadzonych na tkance pochodzącej z kory 

mózgowej wskazują, że to neutrofile jako pierwsze ulegają aktywacji lub napływowi  

po urazie mózgu 
222. Poziom mRNA ich markera (Cd177) wzrasta osiągając najwyższą 

wartość w dniu 4 w korze mózgowej 
222

, czyli w miejscu urazu, co jest spójne  

z danymi wskazującymi, że rekrutacja neutrofili następuje w ciągu pierwszych dni 224.  

Co ważne w naszych badaniach wykazaliśmy po raz pierwszy, że podniesienie poziomu 

Cd177 następuje, choć w mniejszym stopniu, również w prążkowiu i hipokampie 
222. Dane 

literaturowe wskazują, że aktywowane we wczesnych stadiach uszkodzenia neutrofile wiążą 

się ze śródbłonkiem naczyń krwionośnych i trombocytami, co w konsekwencji utrudnia 

przepływ krwi 
225

. Z jednej strony komórki te są źródłem szeregu mediatorów prozapalnych, 

takich jak cytokiny, reaktywne formy tlenu i metaloproteinazy macierzy 226,227, z drugiej 

strony istnieją badania pokazujące, że wpływają również na regenerację nerwów poprzez 

uwalnianie TNF β, NGF, a także przeciwzapalnych IL-4 i IL-10 224. Przede wszystkim  

są one uważane jednak za komórki krótkotrwale zaangażowane w opisane procesy,  

w przeciwieństwie do komórek Cd8 + (limfocytów T supresorowych/cytotoksycznych) 228–230. 

Nasze dane również sugerują rolę tej populacji komórek w korze mózgowej, zarówno we 

wczesnej, a tym bardziej w późnej fazie po uszkodzeniu 222
. Co ważne zachodzenie zmian nie 

ogranicza się do tej struktury i są one obecne również w prążkowiu, wzgórzu i hipokampie. 

Jak pokazują dostępne źródła literaturowe, w mysim modelu urazowego uszkodzenia mózgu 

można zaobserwować wzrost liczby tych limfocytów w korze mózgowej aż do 8 tygodnia 231. 

Ponadto wykazano, że po zablokowaniu tych komórek przy użyciu przeciwciał 

monoklonalnych dochodzi do poprawy ogólnej kondycji myszy w modelu udaru mózgu 
232. 

Opierając się na istniejących badaniach 
231 można stwierdzić, że po uszkodzeniu mózgu 

zaktywowane komórki Cd8+ przyczyniają się do wtórnej degeneracji neuronów nie tylko  

w korze mózgowej, ale także w innych obszarach mózgu. Ważna rolę w ośrodkowym 
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układzie nerwowym niewątpliwie pełnią również oligodendrocyty, które formują osłonkę 

mielinową. Dane literaturowe wskazują, że nadekspresja Olig2 w komórkach 

progenitorowych oligodendrocytów jest mechanizmem ochronnym i korzystnie wpływa na 

naprawę mieliny 
233. Badania innych autorów wykazały, że immunoreaktywność 

oligodendrocytów przy użyciu mysiego przeciwciała CC1, które znakuje dojrzałe 

oligodendrocyty, zmniejsza się po urazowym uszkodzeniu mózgu w modelu szczurzym.  

Co ważne, występuje kolokalizacja z kaspazą 3, co wskazuje że komórki te ulegają 

apoptozie 227,234. Nasze dane pokazują, że poziom mRNA Olig2+, będącego markerem 

niedojrzałych oligodendrocytów, jest tylko krótko i nieznacznie podniesiony po urazie, 

zarówno w korze mózgowej jak i prążkowiu, czy hipokampie. Biorąc pod uwagę dane 

własne 222 i literaturowe 235 sugerujemy, że odbudowa populacji oligodendrocytów po 

urazowym uszkodzeniu mózgu jest niewystarczająca, co prawdopodobnie prowadzi do 

stopniowej degeneracji mieliny. Jednak temat ten wymaga dogłębnych badań w przyszłości. 

W dalszych eksperymentach skoncentrowaliśmy się na astrogleju, czyli na najliczniejszej 

populacji komórek glejowych których, co jest już dobrze udokumentowane, silna aktywacja 

następuje w korze mózgowej po urazowym uszkodzeniu mózgu 236,237. Jest to zgodne  

z uzyskanymi w naszych eksperymentach wynikami pokazującymi zwiększoną ekspresję 

GFAP w korze mózgowej, natomiast po raz pierwszy wykazaliśmy u myszy zmiany  

w prążkowiu, wzgórzu i hipokampie rozpoczynające się wkrótce po urazie i trwające aż do 5 

tygodni 222
. Już wcześniej pokazano, że podniesiony poziom GFAP w surowicy wydaje się 

być dobrym markerem prognostycznym u pacjentów po urazowym uszkodzeniu mózgu 
238.  

Z piśmiennictwa wynika, że astroglej może pełnić pewne funkcje ochronne w uszkodzonym 

mózgu, np. poprzez uwalnianie czynników neurotroficznych 21,239. W warunkach 

fizjologicznych mają one kluczowe znaczenie dla prawidłowego funkcjonowania bariery 

krew-mózg 
240, jednak w wyniku urazów ich nadmierna aktywacja skutkuje powstawaniem 

blizn glejowych, które stanowią barierę dla regeneracji i wydłużania aksonów 
21,241

. W świetle 

uzyskanych przez nas wyników, wskazujących na zmiany GFAP aż w czterech strukturach 

mózgu po jego urazowym uszkodzeniu, prowadzenie dalszych badań uważamy za 

niezmiernie istotne. Równie ważne populacje komórek to mikroglej i makrofagi, a coraz 

liczniejsze dane literaturowe wskazują, że odgrywają one także rolę w utrzymaniu 

homeostazy mózgu 242,243. Przeprowadzone przez nas analizy pokazują wzrost poziomu 

mRNA i białka IBA-1, który odzwierciedla długoterminową aktywację mikrogleju 

/makrofagów w korze mózgowej, prążkowiu, hipokampie i wzgórzu 222. W badaniach 

opublikowanych w roku 2020 wykazano, że monitorowanie poziomu IBA-1 w surowicy 
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dostarcza istotnych klinicznie informacji na temat patofizjologii leżącej u podstaw urazowego 

uszkodzenia mózgu 
244

. Również inni autorzy wskazują, że mikroglej i makrofagi ulegają 

aktywacji i/lub naciekają do uszkodzonych obszarów, zarówno we wczesnej, jak i późnej 

fazie po urazie mózgu 
245. Procesy te prowadzą m.in. do stanu zapalnego, który może mieć co 

prawda pewne funkcje ochronne, ale przede wszystkim powoduje wtórne uszkodzenie  

mózgu i przyczynia się do pogłębienia zmian neurodegeneracyjnych 245,246
. Aktywację  

mikrogleju w urazowym uszkodzeniu mózgu potwierdziliśmy z wykorzystaniem markera  

TMEM 119 247–249
, a nasze dane po raz pierwszy pokazały, że jego poziom jest podniesiony  

w korze mózgowej aż do 2 tygodni 
222. To sugeruje silną aktywację tej populacji komórek, co 

z pewnością przyczynia się do zaburzenia homeostazy. 

Podobne, jednak nie identyczne mechanizmy obserwowane są po uszkodzeniu nerwów 

obwodowych. Dane literaturowe sugerują, że uszkodzenie nerwu kulszowego powoduje 

rekrutację/aktywację zarówno mikrogleju/makrofagów i komórek astrogleju, a także neutrofili 

na poziomie rdzenia kręgowego 
117,121,186,250–253. W naszych eksperymentach, nie będących 

podstawą tej rozprawy doktorskiej, dowiedliśmy aktywacji neutrofili na poziomie rdzenia 

kręgowego w 7 dniu po podwiązaniu nerwu kulszowego 
121

. Ważnym osiągnięciem 

wspomnianych badań jest także pokazanie, że wyciszanie tych komórek poprzez 

zastosowanie podań hydrazydu 4-aminobenzoesowego zmniejsza nadwrażliwość u myszy, co 

potwierdza istotną rolę neutrofili w bólu neuropatycznym 121. Natomiast w przytoczonym 

eksperymencie nie zaobserwowaliśmy zmian poziomu markera limfocytów T Cd8+ 121,169, 

chociaż komórki te wydają się być silnie zaangażowane w procesy wtórnego uszkodzenia 

mózgu 
231,232

. W następnej kolejności, ze względu na obserwowane zmiany poziomu mRNA 

Olig2 po uszkodzeniu mózgu 
222

, przeprowadziliśmy podobne analizy na poziomie rdzenia 

kręgowego po uszkodzeniu nerwu kulszowego, jednakże nie wykazaliśmy istotnych 

różnic 223. Natomiast w świetle istniejącej literatury 254,255 
uważamy, że nie należy 

bagatelizować roli tych komórek, ponieważ m.in. są na nich zlokalizowane receptory XCR1, 

które są silnie zaangażowane w procesy nocyceptywne 192
, dlatego też warto byłoby 

kontynuować badania również w modelach neuropatii o odmiennej etiologii.  

 W ramach tej pracy doktorskiej podjęliśmy się również zbadania zmian markera 

aktywacji komórek mikrogleju/makrofagów (IBA-1) aż do 35 dnia po podwiązaniu nerwu 

kulszowego u myszy. Wykazaliśmy jego wzrost na poziomie białka utrzymujący się do  

7 dnia w rdzeniu kręgowym 
223. Jest to spójne z wynikami pochodzącymi z tego samego 

modelu eksperymentalnego u szczurów które dowodzą, że po stronie uszkodzenia następuje 

gwałtowna, silna aktywacja komórek IBA-1+ w dniu 7 na poziomie rdzenia kręgowego  
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i zwojów korzeni grzbietowych 169
. Dane literaturowe potwierdzają, że aktywacja, proliferacja 

i napływ mikrogleju/makrofagów ściśle korelują z rozwojem objawów bólu neuropatycznego, 

co sugeruje, że komórki te odpowiadają za jego inicjację 
256. Z kolei w przypadku astrogleju, 

dowiedliśmy wzrostu poziomu białka GFAP od 7 aż do 35 dnia 
223, co jest zgodne  

z badaniami wskazującymi, ta populacja przyczynia się do utrzymywania nadwrażliwości  

w neuropatii 123,169,256–258
. Co również istotne, komórki te są źródłem silnie pronocyceptywnej 

XCL1, której długotrwały wzrost na poziomie białka obserwowaliśmy po podwiązaniu nerwu 

kulszowego 127. Jest to dokładniej przedyskutowane w kolejnym rozdziale. 

Podsumowując, w zależności od czasu i rodzaju uszkodzenia układu nerwowego, wiele 

typów komórek odgrywa istotną rolę w rozwoju wtórnych zmian, zarówno rezydentne 

ośrodkowego układu nerwowego, jak np. astroglej, mikroglej, oligodendrocyty 259
, a także te, 

które napływają do miejsca uszkodzenia jak np. neutrofile, limfocyty T Cd8+ i makrofagi. 

Jednak niektóre populacje komórkowe, jak limfocyty T Cd8+ i oligodendrocyty, po 

uszkodzeniu ośrodkowego i obwodowego układu nerwowego cechuje odmienny wzorzec 

aktywacji. Z badań podstawowych wynika że, nowym podejściem terapeutycznym 

niewątpliwie powinno stać się blokowanie nadmiernej aktywacji komórek immunologicznych 

i glejowych, a także farmakologiczne promowanie ich fenotypu mającego właściwości 

neuroprotekcyjne.  

6.2. Układ dopełniacza po uszkodzeniu ośrodkowego i obwodowego układu 

nerwowego 

Układ dopełniacza składa się z białek, które modulują homeostazę tkanek wchodząc  

w interakcje z elementami wrodzonej i nabytej odpowiedzi immunologicznej. Jednak 

nadmierna aktywacja składników dopełniacza leży u podłoża wielu chorób 

neurodegeneracyjnych 260
. Wiedza na temat kaskady zdarzeń następujących po stłuczeniu 

mózgu jest niekompletna, dlatego badania prowadziliśmy zarówno w korze mózgowej, jak  

i w głębszych strukturach. 

Początkowo uważano, że cząsteczki będące składnikami kaskady układu dopełniacza 

dostają się do mózgu poprzez uszkodzoną barierę krew-mózg. Pojawiła się jednak hipoteza, 

że sam mózg może syntetyzować składniki dopełniacza w odpowiedzi na uszkodzenie.  

W eksperymentach przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej 

udokumentowaliśmy zróżnicowane, w zależności od czasu i badanej struktury mózgu, zmiany 

mRNA inicjatorów klasycznej (C1q, C1s, C1r) i lektynowej (MBL, kolektyna-11, fikolina A, 

fikolina B) drogi aktywacji układu dopełniacza u myszy w modelu urazowego uszkodzenia 

mózgu. Nasze wyniki po raz pierwszy dowiodły, że zmiany poziomu inicjatorów układu 
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dopełniacza zachodzą nie tylko bezpośrednio w miejscu urazu, czyli w korze mózgowej, ale 

także w innych obszarach mózgu, takich jak prążkowie, hipokamp i wzgórze 
222. Wyniki 

pochodzące z kory mózgowej są zgodne z dotychczasowa literaturą 
235,261,262, natomiast po raz 

pierwszy wykazaliśmy zmiany również w głębszych strukturach mózgu, co wydaje się 

niezwykle istotne. 

Z dostępnych danych wynika, że C1q może być wytwarzane przez mikroglej 
263,264, co 

potwierdziły nasze badania in vitro. Ponadto dostarczyły one pierwszych dowodów na to, że 

komórki te mogą być również źródłem C1s i C1r 
222

. W związku z tym sugerujemy, że 

mikroglej posiada zdolność do produkcji całego kompleksu C1, który uruchamia po aktywacji 

spowodowanej zakłóceniem homeostazy. Wzrost C1q odnotowano u ludzi podczas schorzeń 

neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzheimera, otępienie czołowo-skroniowe, 

infekcja wirusem Zachodniego Nilu i schizofrenia 98,265–267. W naszych badaniach 

dowiedliśmy, że po uszkodzeniu mózgu następuje znaczny wzrost poziomu mRNA C1q, od 

dnia 4 do 2 tygodni w korze mózgowej, wzgórzu, prążkowiu, a także w hipokampie do  

7 dni 222
. Co ważne, badania innych autorów w warunkach in vitro wykazały, że C1q hamuje 

wywołaną przez LPS produkcję TNFα, IL-1β i IL-6, co sugeruje jego przeciwzapalną rolę 
268. 

Co więcej C1q, pod nieobecność C1r i C1s, w warunkach in vitro korzystnie wpływa na 

przeżycie neuronów i wzrost neurytów 
269,270 oraz chroni neurony przed apoptozą wywołaną 

przez fibrylarny amyloid β 
271

. Jak udało nam się dowieść w modelu urazowego uszkodzenia 

mózgu, wraz z C1q, wzrastają poziomy mRNA C1r i C1s, nie tylko w korze mózgowej, ale 

także w innych obszarach mózgu (prążkowie, hipokamp i wzgórze) 
222

. Może być to jedną  

z głównych przyczyn rozwoju rozległego wtórnego urazu. Opisane wyniki i dostępna 

literatura mogą świadczyć o tym, że C1q wykazuje efekty neuroprotekcyjne jedynie działając 

niezależnie, natomiast zaangażowanie całego kompleksu C1 przyczynia się do rozwoju 

neurodegeneracji.  

Podczas gdy inicjatory klasycznej drogi aktywacji układu dopełniacza (C1q, C1s i C1r) 

mogą być syntetyzowane w mózgu, MBL czyli białko aktywujące układ dopełniacza na 

drodze lektynowej, jest wytwarzane głównie w wątrobie. Co ważne dowiedziono, że myszy 

pozbawione genów MBL-A i -C lub otrzymujące przeciwciała neutralizujące skierowane  

przeciwko tym czynnikom, wykazują poprawę funkcji motorycznych i zmniejszoną utratę 

komórek neuronalnych po urazie mózgu 272. Nasze wyniki dostarczają dowodów 

sugerujących, że na poziomie badanych przez nas obszarów mózgu nie dochodzi do 

biosyntezy MBL, nawet po jego uszkodzeniu. Ponadto nasze eksperymenty in vitro 

potwierdzają brak biosyntezy MBL w pierwotnych komórkach mikrogleju 
222. Jest to zgodne 
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z danymi literaturowymi wskazującymi, że MBL dostaje się do mózgu z krwi, poprzez 

uszkodzoną barierę krew-mózg 
273–275. Co ważne wykazaliśmy, że w przeciwieństwie do 

MBL, kolektyna-11 jest syntetyzowana w wybranych strukturach mózgu, jednakże po 

uszkodzeniu poziom jej mRNA ulega niewielkim zmianom 222
. Wyniki innych autorów, 

dowodzące że myszy pozbawione kolektyny-11 nie wykazują poprawy funkcji 

lokomotorycznych 103, zdają się potwierdzać, że ten inicjator szlaku lektynowego nie jest 

kluczowy dla rozwoju wtórnych zmian. Również fikoliny aktywują drogę lektynową 

dopełniacza, dlatego stały się przedmiotem naszych badań. U myszy obecne są tylko dwie 

fikoliny. Fikolina A jest odpowiednikiem ludzkiej fikoliny 2, a B fikoliny 1 276,277. Nasze 

wyniki dowodzą, że po uszkodzeniu mózgu poziom mRNA fikoliny A wzrasta we wczesnej 

fazie, natomiast zmiany fikoliny B są bardzo niewielkie, prawdopodobnie nieistotne 

biologicznie 222
, co pasuje do wcześniejszych wyników opisanych dla fikoliny 1 u ludzi 278. 

Co ważne, w eksperymentach in vitro wykazaliśmy, że w komórkach mikrogleju może 

zachodzić biosynteza fikoliny A (ale nie B) 222, co jest zgodne z danymi literaturowymi 279. 

Ponadto, dotychczasowe badania dowodzą, że po uszkodzeniu mózgu myszy pozbawione 

fikoliny A wykazują poprawę deficytów czuciowo-ruchowych w testach behawioralnych  

w porównaniu z myszami typu dzikiego 
103, co wskazuje na niekorzystne zaangażowanie tego 

czynnika w zachodzące procesy wtórne. 

Rola dopełniacza w bólu neuropatycznym nie była badana w ramach tej pracy 

doktorskiej, natomiast dane literaturowe sugerują, że stan zapalny zainicjowany przez 

kaskadę dopełniacza może zaburzać transmisję nocyceptywną 
76,84,280. Przy pomocy analizy 

mikromacierzy DNA wykazano już, że poziom wszystkich trzech inicjatorów klasyczniej 

drogi aktywacji układu dopełniacza wzrasta po podwiązania nerwów rdzeniowych  

w szczurzym modelu 281. Ponadto, w badaniach prowadzonych w modelu podwiązania nerwu 

kulszowego wykazano u myszy i szczurów, że podanie minocykliny hamuje aktywację 

mikrogleju, co pociąga za sobą obniżenie poziomu C1q oraz ulgę w bólu 282,283. Wciąż 

pozostaje do zbadania, czy na poziomie rdzenia kręgowego inicjatory drogi lektynowej biorą 

udział w procesach nocyceptywnych, co mamy nadzieję zweryfikować w przyszłości. 

Podsumowując, nadmierna aktywacja inicjatorów układu dopełniacza może być jedną  

z przyczyn rozwoju wtórnych zmian po urazowym uszkodzeniu mózgu. Obecnie wzrasta 

zainteresowanie blokowaniem czynników układu dopełniacza jako podejściem 

terapeutycznym mającym na celu zapobieganie uszkodzeniom tkanek w trudnych do leczenia 

schorzeniach. W naszych badaniach skupiliśmy się przede wszystkim na określeniu zmian 

poziomu mRNA inicjatorów ścieżek klasycznej i lektynowej od 1 do 35 dnia. Biorąc pod 
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uwagę doniesienia literaturowe, a także uzyskane przez nas wyniki uważamy, że w kaskadę 

prowadzącą do wtórnych uszkodzeń po bezpośrednim mechanicznym uszkodzeniu mózgu 

najbardziej zaangażowana wydaje się klasyczna droga aktywacji dopełniacza. Jednak droga 

lektynowa również bierze udział w powstawaniu deficytów po urazie, a szczególnie istotnym 

jej inicjatorem wydaje się być fikolina A. Nie wiadomo natomiast, czy w przypadku 

neuropatii, również to inicjatory klasycznej drogi dopełniacza są kluczowe. W związku  

z czym należy zbadać tę kwestię, ponieważ wyniki mogą w przyszłości usprawnić 

postępowania farmakologiczne. 

6.3. Rodzina MIP-1 po uszkodzeniu ośrodkowego i obwodowego układu 

nerwowego 

 W naszych badaniach w modelu urazowego uszkodzenia mózgu zaobserwowaliśmy 

wzrost poziomu białka CCL3 - najsilniejszy po 24 godzinach, ale wciąż wysoki po upływie  

7 dni 220
. Analiza immunohistochemiczna przeprowadzona przez nasz zespół pokazała, że 

CCL3 może być wytwarzana przez neurony 
118

. Potwierdzają to badania innych autorów, 

którzy dodatkowo wskazali, że za wydzielanie CCL3 odpowiadają również zaktywowane 

komórki mikrogleju 
284. W związku z tym sądzimy, że we wczesnych fazach urazowego 

uszkodzenia mózgu komórki neuronalne są głównym źródłem CCL3, ponieważ najwyższa 

aktywacja mikrogleju następuje po około 7 dniach 
223. Niedawno udowodniono, że CCL3 

reguluje mechanizmy plastyczności synaptycznej zaangażowane w procesy uczenia  

się i pamięci 285, a jej zmiany wykazano także w padaczce skroniowej 286 i chorobie 

Alzheimera 287,288
. Co ważne, podobny wzorzec aktywacji obserwowaliśmy również 

w przypadku CCL4 220
, która może być uwalniana przez neurony 

289, neutrofile 290,291, 

mikroglej 118 i astroglej 292. Jest ona jedną z głównych chemokin wydzielanych przez 

śródbłonek mikronaczyniowy i działa jako silny chemoatraktant dla neutrofili 
293

. Mimo, że  

w warunkach fizjologicznych w mózgu ulega jedynie słabej ekspresji, jej poziom wzrasta  

w chorobie Alzheimera 288,294, chorobie zwyrodnieniowej stawów 
295, w cukrzycy typu 1 296 

oraz trakcie przewlekłego zapalenia oskrzeli 
297

. W przypadku CCL9, również 

zaobserwowaliśmy wzrost po urazowym uszkodzeniu mózgu, zmiany te były jednak niższe 

niż w przypadku CCL3 i CCL4 
220. Natomiast badania immunohistochemiczne wskazują, że 

CCL9 kolokalizuje z NeuN 118,298, ale nie z IBA-1 i GFAP, co świadczy o tym, że to neurony 

są głównym źródłem tej chemokiny, będącej silnym chemoatraktantem dla neutrofili 299. 

Warto jednak zaznaczyć, że CCL9 nie ulega ekspresji u ludzi, ma jednak ortolog - CCL23, 

którego poziom jest podniesiony u pacjentów po uszkodzeniu mózgu 
300. Jest ponadto 

uważany za biomarker złego rokowania zarówno po udarze niedokrwiennym 301, jak  
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i krwotocznym 302. Przytoczone wyniki oraz dane literaturowe sugerują, że u pacjentów po 

urazach mózgu ważną rolę mogą odgrywać CCL3, CCL4 oraz CCL23, co wymaga dalszych 

wnikliwych badań.  

Charakterystyczną cechą chemokin jest ich plejotropowość, czyli zdolność do interakcji  

z więcej niż jednym receptorem chemokinowym. Członkowie rodziny MIP-1 wchodzą 

w interakcje z CCR1 i/lub CCR5 176. Według danych literaturowych, w ośrodkowym układzie 

nerwowym te receptory są obecne na neuronach 118,303,304, neutrofilach 305, mikrogleju 
288,303,306 i astrogleju 303,307

. Nasze wyniki, będące podstawą tej pracy doktorskiej, 

potwierdzają obecność CCR1 i CCR5 w pierwotnych komórkach mikrogleju i astrogleju 

uzyskanych z kory mózgowej myszy. Jednak nie zaobserwowaliśmy zmian poziomu białka 

dla CCR1 i CCR5 w korze mózgowej 220, podobnie jak inni autorzy w przypadku myszy 

zakażonych trzęsawką 
308

. Można zatem przypuszczać, że pomimo nasilenia ich biosyntezy, 

ekspozycja CCR1 i CCR5 na ich agonistów prowadzi do szybkiego spadku liczby miejsc 

wiązania na powierzchni komórki. Wyniki naszych badań sugerują, że we wczesnej fazie 

uszkodzenia mózgu chemokiny z rodziny MIP-1 mogą nasilać naciekanie komórek 

immunologicznych do miejsca urazu. Co więcej, Joy i wsp. 181 ujawnili, że antagonista CCR5 

(marawirok) poprawia zdolność uczenia się i funkcje poznawcze u zwierząt po stłuczeniu 

mózgu. Autorzy zwracają uwagę, że CCR5 może okazać się ważnym punktem uchwytu  

w leczeniu udaru i urazowego uszkodzenia mózgu.  

W odcinku lędźwiowym rdzenia kręgowego myszy po podwiązaniu nerwu kulszowego, 

tylko dwie chemokiny z rodziny MIP-1 wykazywały silny wzrost na poziomie białka - CCL3 

i CCL9, ale nie CCL4 223
, co jest spójne z wcześniejszymi wynikami w modelu neuropatii 

cukrzycowej uzyskanymi przez zespół prof. Miki 118. Co więcej, CCL3 było już wcześniej 

postulowane jako dobry biomarker rozwoju cukrzycy typu 1 u ludzi 309. Dlatego wydaje się, 

że spośród członków rodziny MIP-1, inaczej niż było to w przypadku urazowego uszkodzenia 

mózgu, przede wszystkim CCL3 i CCL9 są zaangażowane w zaburzenia homeostazy. Nasze 

wyniki wykazały, że przeciwciała neutralizujące skierowane przeciwko CCL3 odwróciły 

nadwrażliwość na bodźce mechaniczne i termiczne po podwiązaniu nerwu kulszowego 223.  

W naszych badaniach obserwowaliśmy również silny wzrost CCL9, co sugeruje istotną rolę 

tej chemokiny, zwłaszcza w początkowej fazie neuropatii u myszy. Ponadto, podobnie jak  

w przypadku CCL3, również podpajęczynówkowe podanie przeciwciała neutralizującego 

CCL9 zahamowało rozwiniętą nadwrażliwość 223. Co ważne, podobne działanie przeciwciał 

skierowanych przeciwko CCL3 i CCL9 obserwowano także w neuropatii cukrzycowej 
118. 

Biorąc pod uwagę powyższe wyniki, uważamy, że wśród członków rodziny MIP-1, CCL9 
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podobnie jak CCL3, jest ważnym czynnikiem pronocyceptywnym u myszy. Chociaż CCL9 

ulega ekspresji tylko u gryzoni, dowiedziono że jej ludzki ortolog - CCL23 silnie wzrasta  

w płynie mózgowo-rdzeniowym pacjentów z bólem neuropatycznym 310. Wyniki nasze oraz 

innych autorów sugerują, że u pacjentów CCL3 oraz CCL23 mogą być ważnymi 

potencjalnymi punktami uchwytu dla terapii, co wymaga jednak dalszych wnikliwych badań.  

W dalszej części eksperymentów opisywanych w tej pracy skupiliśmy naszą uwagę na 

receptorach rodziny MIP-1: CCR1 i CCR5. Ich neuronalna lokalizacja w rdzeniu kręgowym 

sugeruje ważną rolę w transmisji nocyceptywnej i wyjaśnia, dlaczego CCL3 i CCL9 mają  

tak silne i szybkie działanie pronocyceptywne po podaniu podpajęczynówkowym 117,118. 

Wykazaliśmy po raz pierwszy, że pojedyncze podanie podpajęczynówkowe antagonisty 

CCR1 (J113863) i antagonistów CCR5 (TAK-220, AZD-5672), w sposób zależny od dawki, 

zmniejsza nadwrażliwość bólową rozwiniętą w modelu bólu neuropatycznego wywołanego 

podwiązaniem nerwu kulszowego 223. Jest to zgodne z danymi literaturowymi dowodzącymi, 

że J113863 obniża nadwrażliwość u myszy po podaniu kompletnego adiuwantu Freunda 311  

i w modelu neuropatii cukrzycowej wywołanej podaniem streptozotocyny 
118. Natomiast 

antagoniści CCR5 (TAK-220 i AZD-5672), nowo zastosowani po podwiązaniu nerwu 

kulszowego, uśmierzają ból podobnie jak marawirok badany u myszy i szczurów 123,170,186.  

Co więcej, ci silni i selektywni antagoniści wykazują korzystne działanie, mimo że poziom 

CCR1 i CCR5 nie zmienia się w rdzeniu kręgowym. Podobną sytuację opisano już  

w przypadku innych receptorów z grupy CC-, np. CCR1, CCR5 i CCR4 w modelu 

wywołanym podaniem streptozotocyny 
118,312

, a także CCR1 i CCR3 w bólu neuropatycznym 

wywołanym przez podwiązanie nerwu kulszowego 117. Uzyskane przez nas wyniki dowiodły, 

że łączne blokowanie CCR1 i CCR5 ma właściwości przeciwbólowe, ale co zaskakujące nie 

jest bardziej efektywne od pojedynczej blokady każdego z tych receptorów. Niemniej warto 

pamiętać, że przy jednoczesnym podaniu różnych substancji nie można całkowicie wykluczyć 

interakcji pomiędzy nimi oraz przewidzieć w jaki sposób wpłyną one na heterologiczną 

desensytyzację receptorów 
313.  

 Podsumowując, w naszych badaniach dowiedliśmy zmian wszystkich chemokin  

z rodziny MIP-1 po uszkodzeniu mózgu, natomiast na poziomie rdzenia kręgowego po 

uszkodzeniu nerwu kulszowego tylko dwie z nich (CCL3 i CCL9) wydają się odgrywać 

ważną rolę u myszy. Obie te chemokiny mają silne właściwości pronocyceptywne, a ich 

blokada przynosi ulgę w bólu. Uzyskane wyniki są kolejnym dowodem, że dalsze badanie roli 

receptorów dla rodziny MIP-1 jest istotne, ponieważ mogą one być w przyszłości kluczowymi 

punktami uchwytu w leczeniu zaburzeń neuroimmunologicznych o różnej etiologii. Badania 
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nasze i innych naukowców, oraz fakt, że antagonista CCR5 (marawirok) jest już stosowany  

w praktyce klinicznej, wskazują na ten receptor jako ciekawy cel molekularny w przyszłej 

terapii chorób związanych z uszkodzeniami układu nerwowego. 

6.4. XCL1 po uszkodzeniu ośrodkowego i obwodowego układu nerwowego 

Dane kliniczne dowodzą, że XCL1 jest chemokiną zaangażowaną w odpowiedź 

immunologiczną kilku schorzeń. Wzrost jej poziomu został wykryty między innymi  

u pacjentów dotkniętych chorobą Leśniowskiego-Crohna 190,  reumatoidalnym zapaleniem 

stawów 
187,314, a także w zakażeniu HIV-1 191

. W naszych badaniach dostarczyliśmy 

pierwszych dowodów na zmiany poziomu XCL1 w korze mózgowej po jej urazowym 

uszkodzeniu, a także, co szczególnie nowatorskie, w głębszych strukturach mózgu (we 

wzgórzu i hipokampie) u myszy 
221. Chemokina ta wywołuje swoje efekty działając poprzez 

klasyczny receptor chemokinowy XCR1 116,156
, którego ekspresję wykazano na mysich 

komórkach dendrytycznych 
315, limfocytach T i B oraz neutrofilach 316

, a ostatnio również na 

komórkach neuronalnych 128
. W naszych analizach dowiedliśmy, że po urazowym 

uszkodzeniu mózgu poziom mRNA XCR1 jest silnie podniesiony we wszystkich badanych 

strukturach, chociaż nie wychwyciliśmy zmian na poziomie białka 
221. Ostatnio pojawiła się 

praca, w której dowiedziono, że XCL1 może działać również poprzez receptor integrynowy 

ITGA9 158
, białko adhezyjne zaangażowane w procesy neurodegeneracyjne 

317,318. W naszych 

eksperymentach obserwowaliśmy wzrost ekspresji mRNA ITGA9 w korze i hipokampie. 

Jednakże analiza poziomu białka tego czynnika, podobnie jak to było w przypadku XCR1, 

również nie wykazała istotnych zmian 
221

. Można przypuszczać, że jest to związane z silną 

ekspozycją XCR1 i ITGA9 na XCL1, co wymaga jednak dalszych wnikliwych badań. Nasze 

wyniki sugerują po raz pierwszy, że osie XCL1/XCR1 i XCL1/ITGA9 mogą uczestniczyć  

w rozwoju wtórnych zmian zachodzących w korze mózgowej, hipokampie i wzgórzu po 

urazie mózgu. Uważamy XCL1 za jeden z kluczowych czynników wtórnego uszkodzenia,  

a spośród receptorów dla tej chemokiny nie tylko klasyczny XCR1 ale także niedawno 

zidentyfikowany w tej roli ITGA9, może być ważnym punktem uchwytu dla farmakoterapii. 

Jest to tym bardziej obiecujący wynik, że przeciwciała neutralizujące XCL1 znoszą postęp 

choroby w modelu stwardnienia rozsianego 158. 

Badania kontynuowaliśmy na poziomie rdzenia kręgowego w modelu bólu 

neuropatycznego. Po raz pierwszy dowiedliśmy szybkiego i silnego wzrostu poziomu XCL1 

w rdzeniu kręgowym, który trwał aż do 5 tygodni. Co ważne, wcześniejsze badania zespołu 

prof. Miki pokazały, że podpajęczynówkowe podanie XCL1 myszom zdrowym wywołuje  
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w krótkim czasie nadwrażliwość na bodźce termiczne i mechaniczne utrzymującą się do 24 

godzin 128. Natomiast eksperymenty stanowiące podstawę tej pracy doktorskiej dostarczyły 

pierwszego dowodu na to, że neutralizacja XCL1 skutkuje zmniejszeniem nadwrażliwości 

termicznej i mechanicznej u myszy po podwiązaniu nerwu kulszowego 
127. Z kolei 

nadwrażliwość wywołana podpajęczynówkowym podaniem XCL1 zdrowym zwierzętom jest 

odwracana przez vMIP-II (antagonistę XCR1), jak i YA4 (przeciwciało neutralizujące 

ITGA9) 127, co sugeruje, że obydwa te receptory są odpowiedzialne za pronocyceptywne 

działanie XCL1. Na podstawie naszych wyników immunohistochemicznych możemy wysnuć 

hipotezę, że XCL1 na poziomie rdzenia kręgowego jest wytwarzana przez astroglej i może 

aktywować oba neuronalnie zlokalizowane receptory - XCR1 i ITGA9 127
. Co ważne blokada 

ITGA9 przez YA4 po podaniu podpajęczynówkowym wydaje się być bardziej efektywna  

w zmniejszaniu nadwrażliwości wywołanej przez uszkodzenie nerwu kulszowego, niż 

blokada XCR1 przez vMIP-II 127. Ponadto, wcześniejsze badania in vitro wykonane przez 

zespół prof. Miki dostarczyły dowodów, że zastosowanie minocykliny, będącej inhibitorem 

mikrogleju/makrofagów 
319

, przed stymulacją LPS pierwotnych komórek astrogleju zapobiega 

biosyntezie XCL1 128
. Przeprowadzone przez nas badania behawioralne wykazały, że 

wielokrotne dootrzewnowe podawanie minocykliny osłabia wywołaną przez podwiązanie 

nerwu kulszowego nadwrażliwość oraz obniża poziom XCL1 
127

, co można uznać za 

dotychczas nieznany mechanizm analgezji tego leku w neuropatii. Ponadto, w badaniach  

in vitro dowiedliśmy, że użycie XCL1 w pierwotnych komórkach mikrogleju i astrogleju 

wydaje się nie indukować bezpośrednio produkcji pronocyceptywnych interleukin (IL-1β,  

IL-18, IL-6) i chemokin (CCL3, CCL4, CCL9) 221. Pośrednio dowodzi to, że XCL1 działa 

poprzez neuronalnie zlokalizowane receptory 127. Odkrycia te świadczą o tym, że osie 

XCL1/XCR1 jak i XCL1/ITGA9 mogą uczestniczyć w wielu aspektach interakcji 

neuronalno-glejowych i odgrywać znaczącą rolę w transmisji nocyceptywnej. Co ważne, 

zgodnie z dostępną literaturą blokowanie ITGA9 ma korzystny wpływ w mysim modelu 

zapalenia stawów 
320

, dlatego też poszukiwanie nowych narzędzi farmakologicznych 

mogących skutecznie blokować zarówno XCR1 jak i ITGA9 wydaje się ważne z klinicznego 

punktu widzenia.  

Podsumowując, wyniki naszych badań po raz pierwszy pokazują, że XCL1 wzrasta 

na poziomie mRNA i/lub białka w korze mózgowej, wzgórzu i hipokampie po uszkodzeniu 

kory mózgowej oraz w rdzeniu kręgowym po uszkodzeniu nerwu kulszowego. XCL1/XCR1  

i XCL1/ITGA9 wydają się być kluczowymi parami sygnalizacyjnymi, uczestniczącymi  

w procesach immunologicznych w ośrodkowym układzie nerwowym, a ponadto są 
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zaangażowane w transmisję nocyceptywną. W świetle uzyskanych danych i aktualnego 

piśmiennictwa sugerujemy, że modulacja sygnalizacji XCL1 może służyć jako obiecujący 

punkt uchwytu dla przyszłych terapii. Zwłaszcza, że zarówno neutralizacja pewnych 

chemokin, jak i blokada kilku receptorów chemokinowych są z już powodzeniem stosowane 

w klinice. 

6.5. Chemokiny (CCL3, CCL9 i XCL1) oraz ich receptory a leki opioidowe  

Opioidy są z powodzeniem stosowane w leczeniu bólu przewlekłego, jednak w neuropatii 

wykazują mniejszą skuteczność 
105,321

. Powoduje to konieczność stopniowego zwiększania 

dawek, co nierozerwalnie wiąże się ze wzrostem ryzyka wystąpienia działań niepożądanych 

207,322,323. Mechanizm leżący u podstaw tego zjawiska jest nadal słabo zbadany. Dowiedziono 

już, że farmakologiczne hamowanie aktywacji gleju w neuropatii poprawia skuteczność 

analgetyków opioidowych 
324,325

. Wyniki badań prowadzonych w Zakładzie Farmakologii 

Bólu w ostatnich latach wskazywały, że niektóre chemokiny są nie tylko ważnymi 

mediatorami pronocyceptywnymi, ale również ich zwiększone uwalnianie zmniejsza 

skuteczność przeciwbólową opioidów 105
. Dowiedziono, że podpajęczynówkowe podanie 

przeciwciał neutralizujących CCL2 i CCL7 nasila działanie przeciwbólowe morfiny  

i buprenorfiny u myszy w modelu bólu neuropatycznego 
116. Natomiast wyniki uzyskane  

w naszych badaniach po raz pierwszy wskazują, że zablokowanie CCL3, CCL9 oraz XCL1 

przez zastosowanie przeciwciał neutralizujących znacząco poprawia analgezję morfinową po 

podwiązaniu nerwu kulszowego 
127,223

. Jednak spośród zastosowanych narzędzi 

farmakologicznych, to neutralizacja XCL1 zasługuje na szczególną uwagę ze względu na 

długi czas utrzymywania się efektów, aż do 48 godzin 
127,223. Warto jednak podkreślić, że 

przeciwciało neutralizujące XCL1 poprawia efektywność morfiny (silnego agonisty MOR 

oraz agonisty DOR i KOR), ale nie buprenorfiny (agonisty MOR/NOR oraz antagonisty 

KOR/DOR) 127
. Początkowo wynik ten wydawał się zaskakujący, jednakże należy wziąć pod 

uwagę fakt, że receptory chemokinowe mogą tworzyć heterodimery z receptorami 

opioidowymi MOR i DOR, które są zaangażowane w działanie analgetyczne morfiny 

218,219,326
. Z kolei brak jest takich danych dla NOR, który jest niewątpliwie istotny dla efektów 

analgetycznych buprenorfiny. Nasze wyniki wskazują, że dalsze badania z wykorzystaniem 

różnych leków opioidowych stosowanych w klinice są konieczne. Ta strategia terapeutyczna 

jest szczególnie obiecująca ze względu na silne powinowactwo i selektywność przeciwciał 

monoklonalnych, a także długi okres półtrwania. Jako terapia skojarzona z morfiną 

umożliwiłaby zmniejszenie jej dawek i częstości przyjmowania, a tym samym 
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zminimalizowałaby niepożądane efekty, których obserwuje się wiele począwszy od nudności, 

świądu, zaburzeń ze strony układu nerwowego oraz układu pokarmowego, do najbardziej 

niebezpiecznych, czyli depresji ośrodka oddechowego.  

Ze względu na uzyskanie obiecujących wyników, przeprowadziliśmy również badania 

polegające na łącznych podaniach opioidów i substancji, które blokują receptory dla CCL3, 

CCL9 oraz XCL1 127,223. Koncepcja zastosowania antagonistów receptorów chemokinowych 

w połączeniu z morfiną w modelach bólu neuropatycznego wywodzi się z eksperymentów 

prowadzonych przez nasz zespół od wielu lat. Wykazaliśmy już skuteczność antagonistów dla 

CCR2 (RS504393) 106, CCR3 (SB328437) 121, CCR4 (C021) 119,312, CCR5 (marawiroku) 170 

oraz CXCR3 (NBI-74330) 120, zarówno w uśmierzaniu bólu neuropatycznego, jak również we 

wzmacnianiu analgezji morfinowej. Biorąc pod uwagę fakt, że monoterapia ma niską 

skuteczność w leczeniu neuropatii 
327

, postanowiliśmy sprawdzić, czy niebadane wcześniej 

pod tym kątem, selektywne narzędzia farmakologiczne mogą zwiększyć skuteczność morfiny 

po łącznym podaniu. Jest to ważnie ponieważ, oprócz zwiększania skuteczności 

terapeutycznej jednoczesne podawanie leków zmniejsza również ryzyko wystąpienia działań 

niepożądanych ze względu na możliwość zastosowania niższych dawek 328. Naszym zdaniem 

farmakoterapia skojarzona jest uzasadniona, jeśli stosowane substancje mają różne 

mechanizmy działania, tak jest właśnie w przypadku jednoczesnego podawania narzędzi 

farmakologicznych blokujących receptory chemokinowe i opioidowe. Mechanizmy leżące  

u podstaw rozwoju tolerancji na morfinę obejmują uniewrażliwienie i internalizację 

receptorów opioidowych oraz ich heterodimeryzację z innymi receptorami sprzężonymi  

z białkami G 
219,326,329,330. W badaniach in vitro wykazano, że może dochodzić do zjawiska 

heterologicznej desensytyzacji 326 pomiędzy receptorami chemokinowymi i opioidowymi, co 

opisano dla CCR5-MOR 329,331, CXCR2-DOR 332. W naszych badaniach dowiedliśmy, że 

antagonista CCR1 poprawia przeciwbólowe właściwości morfiny, co jest zgodne z wynikami 

uzyskanymi wcześniej u myszy z neuropatią cukrzycową 118 oraz u szczurów w modelu 

uszkodzenia nerwu kulszowego 169
. Na podstawie dostępnych danych możemy jedynie 

przypuszczać, że wzmocnienie analgezji morfinowej wywołane przez J113863 jest związane 

z faktem, że CCR1 obecny na komórkach neuronalnych współwystępuje z MOR 
333. Zjawisko 

to jest jednak jeszcze bardziej skomplikowane, ponieważ wiadomo, że CCR1 jest w stanie 

tworzyć heterodimery również z CCR5 334,335
. Fakt ten może tłumaczyć, dlaczego zarówno 

antagoniści CCR1 (J113863), jak i CCR5 (TAK-220, AZD-5672) w podobny sposób 

poprawiają działanie przeciwbólowe morfiny 
223

. Natomiast pozostaje do wyjaśnienia 

dlaczego blokada XCR1 (vMIP-II) korzystnie wpływa na analgezję wywołaną podaniem 
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buprenorfiny, ale nie morfiny. Natomiast blokada atypowego receptora ITGA9 poprzez YA4 

nasila działanie przeciwbólowe zarówno morfiny jaki buprenorfiny 
127. Zjawisko to wymaga 

dalszych badań, jednakże wiadomo już, że podjednostka integryny β1 (obecna w ITGA9) 

wykazuje wysoki stopień kolokalizacji z MOR na komórkach neuronalnych 
336

. Są to 

szczególnie istotne wyniki, ponieważ po raz pierwszy zwracają uwagę, że ITGA9 może być 

ważnym potencjalnym punktem uchwytu w politerapii neuropatii. 

Po urazowym uszkodzeniu mózgu często pojawia się ból ośrodkowy, który jest 

uśmierzany poprzez zastosowanie opioidowych leków przeciwbólowych, takich jak morfina, 

fentanyl, sufentanyl, remifentanyl, alfentanyl i fenoperydyna 200
. Nie wykazano znaczących 

różnic przy porównywaniu efektywności tych opioidów, natomiast wykazano że fentanyl 

obniża ciśnienie wewnątrzczaszkowe lepiej niż morfina i sufentanyl 200
. Badacze sugerują, że 

pierwotny uraz indukuje proces obejmujący pobudzanie komórek immunologicznych  

i glejowych, a głównie mikrogleju. Aktywacja ta, która jest dodatkowo pobudzana ekspozycją 

na opioidy, podczas wtórnego uszkodzenia zaostrza stan zapalny nerwów, modyfikuje 

plastyczność synaptyczną i wpływa na rozprzestrzenianie agregatów białka tau pogłębiając 

neurodegenerację 337. W związku z tymi doniesieniami oraz uzyskanymi wynikami uważamy, 

że poszukiwanie substancji wyciszających zmiany immunologiczne może w przyszłości 

zaowocować poprawą terapii urazowego uszkodzenia mózgu - konieczne są jednak dalsze 

wnikliwe badania farmakologiczne w zwierzęcych modelach.  

Podsumowując, nasze badania i dostępna literatura pokazują, że zastosowanie 

antagonistów receptorów chemokinowych może nie tylko korzystnie wpłynąć na zmiany 

immunologiczne po uszkodzeniu układu nerwowego, ale także przynieść ulgę w bólu. Co 

ważne w naszych doświadczeniach udało się wytypować 2 chemokiny (CCL3 i XCL1) oraz  

4 receptory (CCR1, CCR5, XCR1, ITGA9), które w przyszłości mogą posłużyć jako nowe 

potencjalne punkty uchwytu w uśmierzaniu bólu neuropatycznego, także w połączeniu  

z lekami opioidowymi. Przywrócenie zaburzonej równowagi neuroimmunologicznej może 

przynieść korzyści terapeutycznie, w tym przyczynić się do zwiększenia skuteczności 

opioidów w klinice. 
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7. PODSUMOWANIE WYNIKÓW I WNIOSKI 

 
 
 
 
 
 
 

Po kontrolowanym stłuczeniu kory mózgowej (bezpośrednie uszkodzenie ośrodkowego 

układu nerwowego) dowiedziono: 
Ciechanowska i wsp. Immunobiology 2020, Pharmacol Rep 2020, Int J Mol Sci 2021  

I. Zaangażowania wybranych komórek immunologicznych i glejowych oraz czynników 

układu dopełniacza poprzez wykazanie: 
ex 

vivo 
 

 wzrostu poziomu mRNA i/lub białka markerów komórkowych neutrofili, limfocytów T 

Cd8+, mikrogleju/makrofagów, astrogleju, oligodendrocytów w 4 strukturach mózgu 
 silnego wzrostu poziomu mRNA czynników zarówno klasycznej (C1q, C1s, C1r) jak  

i lektynowej (fikolina A) drogi aktywacji układu dopełniacza 
 kolokalizacji C1q w korze mózgowej z komórkami mikrogleju/makrofagów  

i neuronów, ale nie astrogleju 
in 

vitro 
 wzrostu poziomu mRNA C1q, C1s, C1r, ale nie kolektyny 11 i fikoliny A,  

w pierwotnych hodowlach mikrogleju po stymulacji LPS 
Nasze badania sugerują, że za inicjację procesów wtórnego uszkodzenia mózgu odpowiadają 

w pierwszej kolejności zaktywowane, napływające neutrofile, a następnie również 

mikroglej/makrofagi i astroglej. Dlatego modulacja tych komórek wydaje się mieć znaczny 
potencjał terapeutyczny. Wyniki uzyskane w warunkach in vitro wskazują, że mikroglej 
prawdopodobnie jest w dużej mierze odpowiedzialny za biosyntezę inicjatorów drogi 
klasycznej, ale w niewielkim stopniu lektynowej. Ponadto dowiedliśmy, że wśród inicjatorów 
klasycznej drogi aktywacji dopełniacza, cały kompleks C1 (C1q, C1s, C1r), a w przypadku 
drogi lektynowej fikolina A, odgrywają ważną rolę po uszkodzeniu mózgu we wszystkich 

badanych strukturach (kora, prążkowie, wzgórze i hipokamp). W związku z tym celowanie  
w te czynniki może okazać się skuteczną strategią w leczeniu uszkodzeń mózgu.  
II. Udziału rodziny MIP-1 poprzez wykazanie: 
ex 

vivo 
 obecności CCR1 i CCR5 oraz zależnego od czasu wzrostu poziomu mRNA i białka 

CCL3, CCL4 oraz CCL9 w wybranych strukturach mózgu (kora, wzgórze) 
in 

vitro 
 obecności receptorów CCR1 i CCR5 na powierzchni komórek mikrogleju i astrogleju  

w pierwotnych hodowlach komórkowych z kory mózgowej 
Przeprowadzone analizy pozwoliły wytypować trzy chemokiny CCL3, CCL4 oraz CCL9 
jako kluczowe dla rozwoju wtórnych zmian na poziomie mózgu u myszy. Wyniki wskazują, 

że dwie z nich, które występują u ludzi - chemokina CCL4 i CCL3 oraz ich receptory, 
stanowią obiecujące punkty uchwytu i być może w przyszłości zaowocują poprawą terapii po 

urazowym uszkodzeniu mózgu. 
III. Znaczenie osi XCL1/XCR1 oraz XCL1/ITGA9 poprzez wykazanie: 
ex 

vivo 
 obecności receptorów XCR1 oraz ITGA9 na poziomie mózgu oraz wzrostu poziomu 

XCL1 na poziomie białka 24h po urazie w korze i wzgórzu, a w hipokampie do 7 dni 
in 

vitro 
 możliwości biosyntezy XCL1 poprzez komórki astrogleju po stymulacji LPS 
 braku wpływu XCL1 na aktywację pierwotnych hodowli mikrogleju i astrogleju 

Bazując na uzyskanych wynikach wysunęliśmy hipotezę, że XCL1 może działać poprzez 

neuronalnie zlokalizowane receptory, a jej źródłem komórkowym może być astroglej. Nasze 
dane pokazały po raz pierwszy, że XCL1 jest jednym z kluczowych czynników inicjujących 
zmiany wtórne. Natomiast, spośród receptorów dla tej chemokiny nie tylko klasyczny XCR1, 
ale także niedawno zidentyfikowany w tej roli atypowy receptor ITGA9, mogą być ważnymi 

punktami uchwytu dla interwencji farmakologicznej po urazowym uszkodzeniu mózgu. 
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Po podwiązaniu nerwu kulszowego (bezpośrednie uszkodzenie obwodowego układu 

nerwowego) dowiedziono: 
 Ciechanowska i wsp. Front Immunol 2022 i Brain Sci 2023  

I. Zaangażowania wybranych komórek immunologicznych i glejowych poprzez wykazanie: 

ex vivo  wzrostu poziomu mRNA/białka markerów komórkowych mikrogleju/makrofagów, 
astrogleju w rdzeniu kręgowym 

Wyniki pokazują, że w pierwszym tygodniu po uszkodzeniu nerwów obwodowych następuje 

aktywacja mikrogleju/makrofagów oraz astrogleju, którego poziom pozostaje znacznie 
podniesiony aż do 35 dnia. Nasze dane sugerują, że za rozwój bólu neuropatycznego 

odpowiadają w znacznej mierze wymienione komórki immunologiczne i glejowe, w związku 

z czym ich modulacja ma znaczny potencjał terapeutyczny. 

II. Udziału rodziny MIP-1 poprzez wykazanie: 

ex vivo  zależnego od czasu wzrostu poziomu białka CCL3, CCL9, ale nie CCL4 oraz 

obecności CCR1 i CCR5 na poziomie rdzenia kręgowego  
in vivo  że podpajęczynówkowe, jednorazowe podanie  

 przeciwciał neutralizujących CCL3 i CCL9 powoduje: 
o obniżenie rozwoju nadwrażliwości na bodźce mechaniczne i termiczne 
o lepsze efekty przeciwbólowe, po łącznym podaniu z morfiną  
 antagonistów CCR1 (J113863) i CCR5 (TAK-220, AZD-5672) powoduje: 
o obniżenie rozwoju nadwrażliwości na bodźce mechaniczne i termiczne 
o lepsze efekty przeciwbólowe, po łącznym podaniu z morfiną 

Przeprowadzone analizy pozwoliły wytypować dwie chemokiny CCL3 i CCL9 jako kluczowe 

dla rozwoju procesów nocyceptywnych na poziomie rdzenia kręgowego u myszy. Wyniki 
sugerują, że występująca u ludzi chemokina CCL3, jak i jej receptory CCR1 i CCR5, są 

ważnymi potencjalnymi punktami uchwytu dla terapii bólu neuropatycznego. 

III. Znaczenia osi XCL1/XCR1 oraz XCL1/ITGA9 poprzez wykazanie: 

ex vivo  obecności receptorów XCR1 oraz ITGA9 oraz długotrwałego wzrostu poziomu 
XCL1 na poziomie rdzenia kręgowego 

 że XCL1 jest wytwarzana przez astroglej, a XCR1 i ITGA9 są obecne na neuronach 
in vivo 

 
 że podpajęczynówkowe, jednorazowe podanie  
 XCL1 ma właściwości probólowe działając poprzez: 
o typowy receptor chemokinowy XCR1 
o atypowy receptor chemokinowy ITGA9 
 przeciwciała neutralizującego XCL1 powoduje: 
o obniżenie rozwoju nadwrażliwości na bodźce mechaniczne i termiczne 
o lepsze efekty przeciwbólowe, po łącznym podaniu z morfiną  
 antagonisty XCR1 powoduje: 
o obniżenie rozwoju nadwrażliwości na bodźce mechaniczne i termiczne  
o lepsze efekty przeciwbólowe, po łącznym podaniu z buprenorfiną 
 przeciwciała neutralizującego ITGA9 powoduje: 
o obniżenie rozwoju nadwrażliwości na bodźce mechaniczne i termiczne 
o lepsze efekty przeciwbólowe, po łącznym podaniu z morfiną i/lub buprenorfiną 

Nasze badania pokazują, że XCL1 działając poprzez oba receptory - XCR1 i ITGA9, 
przyczynia się do rozwoju procesów nocyceptywnych na poziomie rdzenia kręgowego. 

Spośród przebadanych receptorów, to atypowy ITGA9 wydaje się być bardziej obiecującym 
punktem uchwytu, jednak obydwa są godne uwagi w poszukiwaniu nowej strategii leczenia 

bólu neuropatycznego, również w skojarzeniu z lekami opioidowymi. 
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8. WNIOSKI KOŃCOWE  
W modelu urazowego uszkodzenia mózgu u myszy wykazaliśmy wzrost poziomu markerów 

komórkowych neutrofili w korze mózgowej, a ponadto mikrogleju/makrofagów i astrogleju w aż 

czterech badanych strukturach mózgu. Są to obszary niezwykle istotne w prawidłowym 

funkcjonowaniu: hipokamp (odpowiedzialny głównie za pamięć), wzgórze (za integrację 
informacji czuciowych i ruchowych oraz procesy uwagi), prążkowie (za natężenie  
i ukierunkowanie ruchów) oraz wreszcie będąca miejscem uszkodzenia kora mózgowa (za 
procesy związane z emocjami, motywacją, pamięcią i nocycepcją). Postulujemy więc, że 

modulacja wytypowanych komórek immunologicznych i glejowych może mieć znaczący 

potencjał terapeutyczny, szczególnie biorąc pod uwagę wydzielane przez nie czynniki 
immunologiczne jakimi są inicjatory układu dopełniacza, a także chemokiny o silnie probólowym 

działaniu. Dowiedliśmy, że ekspresja składników kompleksu C1 (C1q, C1r,C1s), który inicjuje 

klasyczną drogę aktywacji układu dopełniacza jest nasilona we wszystkich badanych strukturach 
mózgu, natomiast spośród inicjatorów lektynowej drogi - tyko fikoliny A. Wyniki badań 

wykonanych w warunkach in vitro sugerują, że komórki mikrogleju są w dużej mierze 

odpowiedzialne za biosyntezę inicjatorów szlaku klasycznego, ale w niewielkim stopniu 

lektynowego. W naszej opinii silna aktywacja inicjatorów układu dopełniacza do pewnego stopnia 
odpowiada za rozwój wtórnych zmian, a ich blokowanie może stać się ważnym, nowym 
podejściem terapeutycznym. Ponadto, wykazane po raz pierwszy zmiany w poziomie chemokin 
(CCL3, CCL4, CCL9 i XCL1) oraz ich receptorów (CCR1, CCR5, XCR1, ITGA9) po 
uszkodzeniu mózgu sugerują, że również one, bądź ich analogi, mogą stanowić obiecujące punkty 

uchwytu do przyszłych farmakoterapii urazów ośrodkowego układu nerwowego. 
Wyniki uzyskane na poziomie rdzenia kręgowego w modelu uszkodzenia nerwu 

kulszowego, także wskazują na silne zaangażowanie komórek mikrogleju/makrofagów  
i astrogleju w obserwowane procesy immunologiczne. Natomiast inaczej niż po bezpośrednim 

uszkodzeniu ośrodkowego układu nerwowego, zaobserwowaliśmy znaczny wzrost poziomu 
CCL3, CCL9, ale nie CCL4. Ponadto, nasze eksperymenty ujawniły potencjał przeciwbólowy 

zarówno przeciwciał neutralizujących chemokiny CCL3 i CCL9, jak również antagonistów CCR1 

(J113863) i CCR5 (TAK-220, AZD-5672). Co więcej, zastosowane narzędzia farmakologiczne 

wykazały lepsze działanie przeciwbólowe po łącznych podaniach z morfiną, co w przyszłości 

może skutkować możliwością zastosowana leków o podobnym mechanizmie działania w terapii 

skojarzonej z opioidami. Uzyskane wyniki są spójne z danymi literaturowymi wskazującymi, że 
receptory chemokinowe mogą tworzyć heterodimery z receptorami opioidowymi, z tego powodu 

uważamy że ich zablokowanie korzystnie wpływa na przeciwbólowe efekty agonistów 

opioidowych. Biorąc pod uwagę fakt, że CCL9 nie występuje u ludzi uważamy, że ważną częścią 

terapii po uszkodzeniach układu nerwowego powinno stać się przede wszystkim poszukiwanie 

leków obniżających poziom CCL3, a także blokujących CCR1 i CCR5. Ponadto, rezultaty 
naszych badań wskazują, że silne pronocyceptywne efekty XCL1 są związane z neuronalną 

lokalizacją jej receptorów - XCR1 i ITGA9, a dodatkowo wskazują na receptor ITGA9 jako 
szczególnie obiecujący punkt uchwytu dla przyszłych strategii terapeutycznych. Co ważne 

farmakologiczna blokada zarówno ITGA9, XCR1 jak i XCL1 jest korzystna w przypadku terapii 
skojarzonej z opioidami o różnym mechanizmie działania.  

Wyniki badań będących podstawą niniejszej rozprawy doktorskiej wskazują, że 

mechanizmy zachodzące zarówno na poziomie mózgu po jego bezpośrednim urazie, jak i na 
poziomie rdzenia kręgowego po uszkodzeniu nerwu kulszowego mają w znacznym stopniu 
wspólne podłoże immunologiczne. Uzyskane dane pozwalają wnioskować, że częścią przyszłej 

terapii zaburzeń funkcjonowania układu nerwowego po jego uszkodzeniu powinno stać się 

zastosowanie substancji modulujących funkcje komórek immunologicznych oraz glejowych. 
Ponadto, dokładniejsze zrozumienie zaangażowania inicjatorów układu dopełniacza, a także 

poszczególnych chemokin może doprowadzić do powstania innowacyjnych i skutecznych 
farmakoterapii skojarzonych o mniejszym ryzyku skutków niepożądanych. Jednak konieczne są 

dalsze prace eksperymentalne, ponieważ postęp w medycynie jest ograniczony zarówno przez 

etyczne jak i metodologiczne problemy związane z prowadzeniem badań na poziomie układu 

nerwowego. 
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