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- choroba Alzheimera (ang. Alzheimer Disease)

- adamalizyny — biatka nalezace do klasy metaloproteinaz

(ang. A Disintegrin and Metalloproteinases)

- analiza wariancji (ang. analysis of variance)

- kinaza serynowo-treoninowa (ang. serine-threonine kinase)

- neurotropowy czynnik pochodzenia mézgowego (ang. Brain

Derived Neurotrophic Factor

- zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow, inaczej FGF2

(ang. Basic Fibroblast Growth Factor)

- morfogenetyczne biatko kosSci (ang. Bone Morphogenic

Protein)

- BromodeoksyUrydyna (ang. BromodeoxyUridine)

- albumina surowicy bydlecej (ang. bovine serum albumine)

- R6g Ammona (Cornu Ammonis)

- czasteczki adhezji komorkowej (ang. Cell Adhesion

Molecules)

- ptyn mézgowo-rdzeniowy (ang. cerebrospinal fluid)

- biatko zwiazane z mikrotubulami, charakterystyczne dla

migrujacych neurondw (ang. doublecortin)

- zakret zgbaty (ang. Dentate Gyrus)

- eksperymentalne autoimmunologiczne zapalenie mézgu

(ang. Experimental Allergic Encephalomyelitis)

- macierz zewnatrzkomorkowa (ang. extracellular matrix)

- naskérkowy czynnik wzrostu (ang. epithelial growth factor)
- czynnik indukcji metaloproteinaz macierzy
zewnatrzkomorkowej (ang. Extracellular Matrix
Metalloproteinase Inducer)

- kinaza biatkowa regulowana czynnikami zewngtrznymi

(ang. Exracellular signal-Regulated Kinase)

- kinaza biatkowa (ang. Focal Adhesion Kinase)

- bydleca surowica ptodowa (ang. Fetal Bovine Serum)

- czynnik wzrostu fibroblastow inaczej (ang. Fibroblast Growth

Factor)

- izotiocyjanian fluoresceiny (ang. fluorescein isothiocyanate)

- kwas y-aminomastowy

- galaktozyloceramidaza, antygen oligodendrocytow

(ang. galactosylceramidase)
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- glejowe kwasne biatko witdkienkowe (ang. Glial Fibrillary
Acidic Protein)

- warstwa ziarnista (ang. granular zone)

- linia ludzkich neuralnych komoérek macierzystych
wyprowadzona z krwi pgpowinowej (ang. Human Umbilical
Cord Blood derived Neural Stem Cell)

- insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (ang. Insulin-like Growth
Factor-1)

- interleukina

- kinaza N-konca biatka c-Jun (ang. c-Jun Nh2-terminal kinase)
- biatko obecne w jadrach komorek mitotycznych

- duzy inhibitor metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowe;j
(ang. Large Inhibitor of Matrix Metalloproteinases)

- biatko stabilizujace mikrotubule, (ang. Microtubule Associated
Protein 2)

- kinaza aktywowana mitogenami (ang. Mitogen Activated
Protein Kinase)

- metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowe;j

(ang. matrix metalloproteinases)

- metaloproteinazy btonowe (ang. Membrane Type Matrix
Metalloproteinases)

- neuralne czasteczki adhezji komorkowe;j

(ang. Neural Cell Adhesion Molecules)

- biatko jadrowe specyficzne dla dojrzatych neuronéw (ang.
Neuronal Nuclei Antigen)

- neurofilament tzw. cigzki o masie molekularnej 200kDa

(ang. 200 kDa Neurofilament protein)

- kwas N-metylo-D-asparaginowy (ang. N-methyl-D-aspartic
acid)

- neuralne komoérki macierzyste (ang. Neural Stem Cell)

- enolaza neuronowa (ang. Neuronal Specific Enolase)

- opuszka wechowa (ang. Olfactory Bulb)

- komorki nabtonka wechowego (ang. Olfactory Ensheating
Cells)

- Os$rodkowy Uktad Nerwowy

- roztwor soli fizjologicznej w buforze fosforanowym

(ang. Phosphate Buffered Saline)

- paraformaldehyd (ang. ParaFormAldehyde)

- fluorek fenylometylosulfonylowy (ang. phenylmethylsulfonyl
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fluoride)

- sieci perineuronalne (ang. perineuronal nets)

- bogata w proling kinaza tyrozynowa 2 (ang. Proline-rich
tyrosine (Y) Kinase 2)

- donosowy strumien migracji (ang. Rostral Migratory Stream)

- warstwa poczatkowa (stratum oriens)

- warstwa promienista (stratum radiatum)

- antygen dojrzatych astrocytow (ang. S100 calcium-binding
protein B)

- siarczan dodecylanu sodu (ang. sodium dodecyl sulfate)

- warstwa podziarnista (ang. subgranular zone)

- stwardnienie rozsiane (Sclerosis Multiple)

- strefa okolokomorowa (ang. subventricular zone)

- transformujacy czynnik wzrostu (ang. Transforming Growth
Factor o or p)

- tkankowy inhibitory metaloproteinaz (ang. Tissue Inhibitor of
Metalloproteinases)

- czynnik martwicy nowotworu (ang. Tumor Necrosis Factor)

- tkankowy aktywator plazminogenu (ang. tissue Plasminogen
Activator)

- neuronalne bialko neurofilamentowe, marker neuronow

- urokinazowy aktywator plazminogenu (ang. urokinase
Plasminogen Activator)

- czynnik wzrostu srodbtonka naczyn (ang. Vascular Endothelial
Growth Factor)
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STRESZCZENIE

Wyniki badan eksperymentalnych ostatnich dwudziestu lat wskazuja na aktywacje
procesOw neurogenezy w niektorych stanach patologicznych osrodkowego uktadu nerwowego.
Podwyzszona aktywno$¢ proliferacyjna komorek macierzystych/progenitorowych w strefach
neurogennych moézgu - w warstwie komorek podziarnistych (SGZ) zakrgtu zgbatego oraz
w okolicy komoér bocznych (SVZ), ich migracje do uszkodzonych struktur moézgowia
ir6znicowanie do odpowiednich fenotypow zaobserwowano wréznych modelach niedokrwienia.
Mozna zatem przypuszcza¢, ze w niektorych sytuacjach $rodowisko dojrzatego mozgu
prezentuje permisywny charakter indukujac aktywacj¢ neurogenezy. Mechanizmy molekularne
odpowiedzialne za pobudzenie endogennych komorek macierzystych/progenitorowych nie
zostaly jak dotad w pelni zdefiniowane. Intensywne badania procesOw neurogenezy w czasie
rozwoju embrionalnego wskazuja, ze podstawowym mechanizmem sterujacym procesami
proliferacji, migracji i réznicowania komoérek progenitorowych sa czynniki otaczajacego
srodowiska, w ktorym kluczowa role wydaja si¢ petni¢ biatka macierzy zewnatrzkomodrkowej
(ECM, ang. extracellular matrix) 1 ich receptory. Przej$cie komorki macierzystej na kolejne
etapy rozwoju zalezy prawdopodobnie od zmiany struktury ECM, gtoéwnie na drodze proteolizy
jej elementow biatkowych. Za proteolityczne przemodelowanie macierzy zewnatrzkomorkowej
w osrodkowym uktadzie nerwowym odpowiadaja gtownie dwie metaloproteinazy nalezace
do grupy zelatynaz — metaloproteinaza 2 (MMP-2) i metaloproteinaza 9 (MMP-9). Aktywacja
tych enzymow prowadzi do zmian oddziatywania pomig¢dzy komorkami a biatkami macierzy.
Zgodnie z takim zatozeniem, $cista interakcja komorka-ECM moglaby promowac proliferacje,
natomiast oslabienie czy inhibicja wzajemnych oddzialywan bylaby sygnalem inicjujacym
migracje¢ nowych komorek do miejsc przeznaczenia. Konsekwencja tego procesu jest
zmiana stopnia interakcji na linii komorka-ECM, modulacja wewnatrzkomorkowego szlaku
przekaznictwa sygnalow 1 w koncu podjecie decyzji o przejsciu komorki macierzystej na
kolejne etapy rozwoju. Zagadnienie roli sygnatu z macierzy zewnatrzkomorkowej w procesach
neurogenezy w dojrzalym mozgu nie bylo dotychczas przedmiotem badan. Natomiast
wyjasnienie tego problemu moze umozliwi¢ poznanie jednego z narzedzi kontroli nad ekspansja
in situ, co w perspektywie czasu moze przyspieszy¢ wprowadzenie terapii regeneracyjnej przez

stymulacje naturalnej repopulacji uszkodzonych komorek.

Celem prezentowanej rozprawy bylo okreSlenie udzialu przekaznictwa sygnalu
z macierzy zewnatrzkomorkowej w procesach neurogenezy endogennej po niedokrwieniu

przodomoézgowia dorostych myszoskoczkow mongolskich.

Badania prowadzono na modelu krotkotrwatego (5 minut) catkowitego niedokrwienia
przodomoézgowia myszoskoczka mongolskiego, ktore indukuje wybiorcze uszkodzenie

neuronéw piramidowych rejonu CA1 hipokampa, przy zachowaniu niezmienionej struktury
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zakrgtu zgbatego. W toku realizacji celu pracy okre§lono ex vivo stopien neurogenezy
w hipokampie mézgu myszoskoczka mongolskiego w r6znym czasie reperfuzji po niedokrwieniu
oraz aktywnos$¢ metaloproteinaz — metaloproteinazy 2 i metaloproteinazy 9. Zbadano takze
wplyw inhibitorow mataloproteinaz na proliferacj¢ i réznicowanie komorek linit HUCB-NSC.
Ostatni etap pracy obejmowat okreslenie ekspresji i aktywnosci kinaz (FAK, PYK2, Src,
ERK, JNK, Akt) uczestniczacych w przekaznictwie sygnalu z macierzy zewnatrzkomorkowej.
Oznaczenia te wykonano zarowno w uktadzie ex vivo w hipokampie mdzgu myszoskoczka
mongolskiego jak i w komorkach linii HUCB-NSC.

Badania ex vivo prowadzono na dwoch fragmentach hipokampa, rdézniacych sig
odpowiedzia na epizod niedokrwienny — fragmencie grzbietowym (ze struktura CAl)
i brzusznym (z zakrgtem zgbatym).

Proliferacje komoérek okreslano stopniem wbudowania 5-bromo-2-deoksyurydyny
(BrdU) do DNA podczas jego replikacji w fazie S cyklu komérkowego. Fenotyp komoérek
identyfikowano immunohistochemicznie przy zastosowaniu specyficznych przeciwcial.
Aktywnos$¢ metaloproteinaz oznaczano metoda zymografii in situ. Dla oznaczenia aktywnosci
i ekspresji kinaz komérkowych zastosowano metodg Western blot.

Otrzymane wynikiwskazujanaznaczacastymulacj¢proliferacji progenitoréw neuralnych
w SGZ zakretu zgbatego. Po uptywie 2-4 tygodni od momentu niedokrwienia nowe komorki
(wyznakowane BrdU) przemieszczaja sie do warstwy komorek ziarnistych i przeksztatcaja
w dojrzate neurony. W przeciwienstwie do znaczacej stymulacji endogennej neurogenezy
w zakrgcie zgbatym, w uszkodzonej w wyniku niedokrwienia warstwie piramidowej CA1 liczba
komoérek wbudowujacych BrdU byta niewiele wyzsza w porownaniu z kontrola. W pewnej ich
liczbie obecne byto nawet biatko NF-200, pojawiajace si¢ na wezesnym etapie rozwoju neuronu.
Niestety, komorki te nie przeksztatcaty si¢ w neurony dojrzate, ulegajac prawdopodobnie
programowanej $mierci poprzedzajacej ich dalszy rozwdj. W toku prowadzonych badan nie
znaleziono takze, oczekiwanego przez autorke pracy, dowodu przemieszczenia komorek
progenitorowych z neurogennej strefy SGZ do uszkodzonej w wyniku niedokrwienia warstwy
neuronéw piramidowych. Zatem spodziewana zdolno$¢ kompensacji utraconych neurondéw
przez endogenne progenitory w opisanych warunkach eksperymentalnych wydaje si¢ by¢ iluzja.

Jedna z bardziej interesujacych obserwacji jest wyrazna roznica poziomu aktywnosci
metaloproteinaz w badanych strukturach hipokampa. Stymulacji rozwoju neuralnych
komoérek macierzystych w zakrgcie zgbatym po niedokrwieniu przodomozgowia towarzyszy
wyrazny wzrost aktywnosci MMPs. Taki czasowo-przestrzenny zwiazek pomiedzy aktywacja
metaloproteinaz a przyspieszona proliferacja komorek macierzystych/progenitorowych
i ich poézniejszym roznicowaniem do dojrzalych neuronéw moze sugerowac istnienie
przyczynowego zwiazku pomigdzy tymi procesami. Za sluszno$cia tej sugestii przemawiaja
wyniki eksperymentdw wykonanych na hodowli komorek linii HUCB-NSC w obecnos$ci
inhibitora metaloproteinaz — SB-3CT. Obecnos$¢ inhibitora redukowata stopien proliferacji

komoérek oraz ich réznicowania w kierunku neuronéw. W tym samym eksperymencie
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notowano, w porownaniu z kontrola, wzrost liczby oligodendrocytéw 1 astrocytéw, wynikajacy
prawdopodobnie ze wzrostu proliferacji. O roli MMPs $wiadczy réwniez brak wptywu
na proces neurogenezy inhibitoroOw proteinaz serynowych i furyny.

Zmiany aktywnosci badanych metaloproteinaz we fragmencie grzbietowym przebiegaja
wedtug innego wzorca. Podczas gdy aktywno$¢ proteolityczna tych enzymdéw spada ponizej
poziomu kontroli w warstwie uszkodzonych neuronow piramidowych, w stratum oriens
i stratum radiatum notuje si¢ wyrazny wzrost aktywnosci.

Logicznym ciagiem prowadzonych badan byto sprawdzenie, czy 1 w jaki sposob opisane
wyzej roznice aktywnosci metaloproteinaz moduluja wewnatrzkomorkowy szlak przekaznictwa
z ECM. W tym celu okres§lono aktywnos¢/fosforylacje dwdch kinaz tyrozynowych: kinazy FAK
1 kinazy PYK2, bgdacych pierwszymi odbiorcami sygnalu z macierzy zewnatrzkomorkowe;,
oraz ich potencjalnych substratow — kinazy Src, ERK, JNK 1 Akt. Wyniki uzyskane w toku
badan wskazuja na spadek fosforylacji kinazy FAK wytacznie w zakrecie zgbatym. Odpowiedz
kinazy koreluje ze wzrostem aktywnos$ci metaloproteinaz. Mozna zatozy¢, ze obnizenie
fosforylacji enzymu zmniejsza stopien adhezji do macierzy zewnatrzkomorkowej 1 utatwia
migracje komorek do strefy ziarnistej] DG. Obnizenie fosforylacji kinazy PYK2 we fragmencie
grzbietowym hipokampa przy zachowaniu statego poziomu kinazy FAK wskazuje, ze obie
kinazy maja odmienne wilasnosci funkcjonalne pomimo wysokiej homologii. Konsekwencja
obnizenia aktywnos$ci obu kinaz jest redukcja fosforylacji kinazy ERK, koncowego substratu
obu enzymow. Na podstawie braku specyficznosci odpowiedzi kinazy ERK trudno stwierdzi¢
j€j zaangazowanie w neurogenez¢ poniedokrwienna.

Pomimo istniejacych danych wskazujacych na udziat w regulacji proliferacji PI3/Akt
1 przezycia neuralnych komorek macierzystych/progenitorowych w moézgu dojrzaltym, nie
odbiegajacy od kontroli poziom aktywacji/fosforylacji kinazy Akt jak i JNK stawia pod znakiem
zapytania udziat tych enzyméw jako czynnikdéw krytycznych odpowiedzialnych za stymulacje
neurogenezy poniedokrwiennej w hipokampie mozgu myszoskoczka mongolskiego. Nalezy
jednak mie¢ na uwadze fakt, ze strefa neurogenna zakr¢tu zgbatego stanowi jedynie niewielka
cze$S¢ objetosci badanego fragmentu brzusznego hipokampa a heterogenne populacje komoérek
tej struktury moga dawac niejednoznaczne odpowiedzi w warunkach eksperymentu.

Opisane badania ex vivo nad udzialem kinaz biatkowych zostalty powtérzone w modelu
eksperymentalnym in vitro z zastosowaniem hodowli linii komérek HUCB-NSC. Odnotowany
znaczacy wzrost ufosforylowania kinazy FAK oraz ekspres;ji biatka kinazy w czasie intensywne;j
proliferacji i roznicowania komoérek HUCB-NSC moze wskazywac¢ na zaangazowanie enzymu
w proces neurogenezy w tym ukladzie do§wiadczalnym. Obnizenie poziomu fosforylacji
w komorkach traktowanych inhibitorem metaloproteinaz — SB-3CT koreluje z redukcja
dynamiki podzialéw komorkowych. Obecna w komorkach HUCB-NSC kinaza PYK2
prezentuje staty poziom przez caly czas prowadzonego eksperymentu i nie wydaje si¢ penic
roli w dojrzewaniu komorek HUCB-NSC. Podobnie kinazy MAP (ERK 1 JNK) oraz kinaza
Akt od poczatku do konca eksperymentu (4-14 dni) pozostawaty aktywne, prezentujac staly
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poziom fosforylacji 1 nie ulegaty modulacji w warunkach wzrostu aktywnosci kinazy FAK.
Na tle podwyzszonej aktywnosci katalitycznej 1 ekspresji biatka FAK zaskakuje brak zmian
aktywnosci jej substratow, ktore w tym ukladzie nie wydaja si¢ by¢ zwiazane z przekazem
sygnatu na $ciezce ECM—integryna—FAK. Dowodem posrednim moze by¢ takze brak wptywu
inhibitora metaloproteinaz.
Na podstawie tych danych nie jest mozliwe wyjasnienie roli aktywacji kinazy FAK
w czasie proliferacji i roznicowania. Zwiazanie liganda zewnatrzkomorkowego przez receptor
integrynowy 1 aktywacja kinazy umozliwia przylaczenie okoto 50 bialek sygnatowych
1 strukturalnych, ktére potencjalnie moga by¢ wlaczone w neurogenezg. Dodatkowa
trudnos¢ w okresleniu roli kinazy kontaktow adhezyjnych stanowi fakt, ze posredniczy ona
w dwukierunkowym przenoszeniu sygnatu. Podczas gdy sygnaly z zewnatrz kieruja zmiana
organizacji cytoszkieletu i1 jadrowa ekspresja genow, bialka sygnalowe przenoszace sygnat
z wnetrza komorki wplywaja na budowg ECM oraz na zachowanie sasiednich komorek
i tkanek. Nie wiemy czy 1 ktory kierunek przekazu sygnatu jest uprzywilejowany w okreslonych
warunkach doswiadczalnych.
Uzyskane wyniki pozwalaja na wyciagnigcie nastgpujacych wnioskow:
® (Catkowite niedokrwienie mézgu myszoskoczka mongolskiego stymuluje neurogeneze
w strefie podziarnistej (SGZ) zakr¢tu zgbatego hipokampa.
® (zasowo-przestrzenna korelacja procesu neurogenezy i aktywno$ci metaloproteinaz
w zakrgcie zegbatym wskazuje na zaangazowanie tych enzymow w rozwdj komorek
macierzystych/progenitorowych.
® Poniedokrwienna stymulacja neurogenezy endogennej nie zapewnia repopulacji
uszkodzonych komorek nerwowych sektora CA1 hipokampa.
® Aktywnos$¢ metaloproteinaz w strukturach CA1 - stratum oriens i radiatum moze by¢
zwiazana z procesami przemodelowania tkanki.
® Na podstawie uzyskanych wynikéw nie mozna jednoznacznie okresli¢c udziatu
badanych kinaz biatkowych - przekaznikow sygnatu z macierzy zewnatrzkomorkowej,

w neurogenezie poniedokrwiennej w hipokampie mozgu myszoskoczka mongolskiego.
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ABSTRACT

Many recent studies have noted that ischemia resembles other brain injuries in producing
enhanced neurogenesis in neuroproliferative regions of the adult rodent brain, including the
subventricular zone (SVZ) of the lateral ventricles and the subgranular zone (SGZ) of dentate
gyrus of the hippocampus. The discovery of neurogenic responses subsequent to ischemic
injury has led to the hypothesis that the expansion of the pool of endogenous progenitors
could augment the regenerative capacity of the damaged areas. Therefore, the identification of
mechanisms that promote the proliferation of progenitors, migration toward injured brain areas
and differentiation into the phenotype of lost neuronal cells has become particularly relevant to
the development of stem cell-based therapies. It is hypothesized that following ischemic insult,
neurogenesis proceeds as it does during embryonic development, involving the concerted
action of cell surface receptors and extracellular matrix molecules (ECM), thereby providing
an environment which may be instructive or permissive to neurogenesis-associated processes.
In this context, enzymes that modify the extracellular matrix and cell adhesion molecules are
particularly interesting. The matrix metalloproteinases -2 and -9 (MMP-2, MMP-9) are one of
such group of proteinases known to play important roles in the ECM remodelling required for
developmental processes. Cleavage of matrix components by proteolysis affects the interaction
between the ECM and intracellular signalling pathways that would determine further cell fate.
Despite ever-growing information concerning the involvement of MMPs in neurogenesis-
associated processes in vitro and ex vivo in experimental stroke models the proof of relevance
in vivo after transient forebrain ischemia is still missing.

This prompted us to investigate the role of signalling from extracellular matrix in the
endogenous neurogenesis after forebrain ischemia in the adult gerbil. We employed a well
defined model of 5 min. ischemia in Mongolian gerbils, which leads to neuronal death restricted
to the CA1 region of the hippocampus. Our attention was primarily focused on the temporal
and spatial relationship between the proliferation of neural stem/progenitor cells and /or further
differentiation with activity of metalloproteinases — MMP-2 and MMP-9. In an effort to further
elucidate the involvement of MMPs in neurogenesis-associated processes, we have also tested
the effect of MMPs inhibitors on the development of a neural stem cell line derived from human
umbilical cord blood (HUCB-NSCs). The last stage of investigation comprised the evaluation
of expression and activity of non-receptor tyrosine kinases (FAK, PYK?2, Src, ERK, JNK, Akt)
engaged in signal transduction from extracellular matrix.

The results showed that adult neuronal progenitors proliferate in situ in response to
ischemia. At the prolonged time of reperfusion (14 and 28 days) numerous progenitor cells
relocate into the granular cell layer and become mature granular neurons.

In contrast, in the damaged CA1 pyramidal layer only a small number of proliferating
cells was observed. Moreover, they did not express mature neuronal antigen, suggesting they

undergo programmed cell death before attaining maturity. There was also no evidence of SGZ

LuizaStanaszek_doktoratFinal.indd 14 @

7/11/2012 3:22:43 PM



neural stem cells migration into the CA1 to replace neurons lost after ischemia. From the above
it follows that in the present experimental conditions, the expected endogenous regenerative
capacity fails as a source of meaningful compensation for lost neuronal circuits.

One of the most interesting findings obtained in the current work is that ischemia
elicits contrasting effects on the spatial pattern of MMP activity that matches the progression
of proliferation in the DG across time and correlates well with the process of differentiation
of stem/progenitor cells into mature neurons. Such a spatio-temporal relationship between
activation of MMPs and neurogenesis may suggest a casual link between these processes. This
finds strong support in our cell culture experiments showing that inhibition of endogenous
activity in the presence of SB-3CT significantly reduced both their proliferation and their
differentiation toward the neuronal lineage. Simultaneously the number of oligodendrocytes
and astrocytes augmented compared to the control, probably due to increased proliferation.
These data support our in vivo results relative to the involvement of MMPs in the development
of progenitors. Further support to stress the importance of MMPs in neurogenesis as compared
with other proteinases stems from the failure of serine proteinase and furin inhibitors (Pefabloc
and Dec-RVKR-CMK) to modulate this process.

In contrast, in the ischemia-damaged pyramidal cell layer the activity of MMPs dropped
below the control levels during reperfusion. At comparable time points incipient activation
of MMPs was found in adjacent brain areas — stratum oriens and stratum radiatum. In these
regions increased MMPs activity may facilitate delayed tissue remodelling at the periphery of
the lesion.

Focal adhesion kinase (FAK) and proline-rich calcium dependent kinase (PYK?2) are
thought to pay a major role in transduction of extracellular matrix-derived signal into the cells.
Therefore, the last purpose of the current work was to check if the MMPs activity differentially
affects the FAK- and/or PYK2-coupled signalling in investigated hippocampal structures as
well as in the HUCB-NSCs culture. However, the obtained results do not allow to confirm the
participation of the FAK- or PYK2-dependent pathway in post-ischemic neurogenesis in gerbil
hippocampus.

In conclusion:

- global ischemia of a gerbil brain stimulates neurogenesis in the subgranular zone of the dentate
gyrus

- spatio-temporal correlation between the neurogenesis and metalloproteinases activity in the
dentate gyrus indicates the involvement of these enzymes in the development of stem/progenitor
cells

- enhancement of post-ischemic endogenous neurogenesis does not enable compensation for
lost neuronal circuits

- activity of metalloproteinases in the CA 1 regions — stratum oriens and stratum radiatum may
facilitate tissue remodelling

- on the basis of the obtained results it is not possible to state whether investigated non-receptor
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intracellular protein kinases — mediators of signal from ECM, participate in postischemic

neurogenesis in gerbil hippocampus.
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1. WSsTEP

1. 1. Wprowadzenie

,Gdy rozwdj zostal zakonczony, zrédto wzrostu i regeneracji aksonéw 1 dendrytéw

wyschto nieodwracalnie. W dorostym uktadzie nerwowym $ciezki nerwowe sa ustalone,
zakonczone 1 niezmienne. Wszystko moze zgina¢, nic nie moze si¢ zregenerowaé. Zadaniem
nauki w przyszto$ci bedzie zmienié, o ile to mozliwe, ten nieprzyjazny wyrok”.
Takie twierdzenie Santiago Ramon y Cajal, histolog 1 prekursor neurobiologii, zawarl w pracy
opublikowanej w roku 1913 (Colucci-D’Amato 1 wsp. 2006; Ramon y Cajal 1913). Zgodnie
z pogladem Cajala nowe komorki nerwowe tworza si¢ wylacznie w okresie prenatalnym.
Tkanka nerwowa jest ,,dlugotrwala”, zatem nie podlega procesom naprawy czy regeneracji
w okresie postnatalnym. Wysoka specjalizacja funkcji mozgu ssakow miala by¢, wedlug
owczesnych opinii, sprzeczna z tworzeniem nowych neuronéw w mozgu osobnikéw dojrzatych.
Utrzymywano, ze pojawienie si¢ nowych komorek, ich r6znicowanie do okreslonych fenotypow
oraz prawdopodobna migracja, mogltyby zmieni¢ istniejaca sie¢ neuronalna i prawdopodobnie
niekorzystnie modulowa¢ precyzyjne mechanizmy regulujace funkcje mozgu.

Poglad Cajala, uznawany za jeden z gldownych dogmatéw neurobiologii, przetrwat
az do lat 60-tych wieku XX. Jedna z przyczyn zahamowania rozwoju badan nad neurogeneza
na tak dlugi okres, byta nieznajomo$¢ odpowiednich technik badawczych 1 narzedzi. Dopiero
prace Altmana (Altman 1962; Altman i Das 1967), Kaplana i Hindsa (Kaplan i Hinds 1977)
oraz prace publikowane w latach 90-tych (Eriksson i wsp. 1998; Gage 1998) doprowadzity
do odkrycia, iz neurogeneza ma miejsce, cho¢ na znacznie nizszym poziomie w stosunku do

wieku embrionalnego, w mozgu 0so6b dorostych.

1. 2. Krotka historia badan nad neurogeneza wieku dorostego

Odkrycie obecnosci komodrek mitotycznych w $cianach komor bocznych mézgu cztero-
miesigcznego szczura juz w roku 1912 (Allen E. 1912) nie wplyngto na zmiang opublikowanego
rok pdzniej twierdzenia Cajala. Dopiero w latach 60-tych XX wieku, wraz z rozwojem
autoradiografii, zaobserwowano dzielace si¢ komodrki w okre§lonych obszarach mozgu
dorostych gryzoni (Altman 1962; Altman i Das 1967). Autor opisal takze przemieszczanie si¢
nowopowstalych komorek ze strefy okotokomorowej do opuszki wechowej (Altman 1969).
Nieznajomos¢ specyficznych markeréw uniemozliwita okreslenie fenotypu wyznakowanych
radiograficznie komorek. Pigtnascie lat pozniej opisane badania zostaly powielone przez
Kaplana i1 Hindsa, ktorzy stosujac doskonalsza technike¢ obrazowania, jaka byta mikroskopia
elektronowa, potwierdzili obecno$¢ komorek proliferujacych w moézgu 3- miesigcznego szczura

(Kaplan i Hinds 1977). Morfologia nowych komorek wskazywata na fenotyp neuronalny. Prace
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te nie zostaly w petni zaakceptowane, poniewaz podstawa identyfikacji byty wytacznie kryteria
morfologiczne.

Brak narzedzi badawczych, umozliwiajacych jednoznaczne okreslenie fenotypu
nowopowstatych komorek, ponownie zablokowal dalszy rozwd¢j badan tej dziedziny biologii.
Nalezy jednak odnotowac sporadycznie pojawiajace si¢ publikacje wynikéw badan nad
neurogeneza u gatunkoéw nienalezacych do ssakow. Opisano regeneracj¢ siatkdwki oka u
ztotej rybki oraz regeneracj¢ w obszarze kory moézgowia u jaszczurki (Hitchcock 1 wsp. 1992;
Johns 1 Easter, Jr. 1977; Lopez-Garcia i wsp. 1992). Interesujacym obiektem badan staly si¢
réwniez ptaki §piewajace, u ktorych zaobserwowano powstawanie nowych neurondw w strefie
okotokomorowej. Komorki te kierowane byly gtéwnie do jadra kontrolujacego zdolno$¢ do
$piewu 1 integrowaly si¢ z istniejaca siecia neuronalna (Nottebohm 2002).

Wprowadzenie immuno- i cytochemicznych technik badawczych, umozliwiajacych
identyfikacj¢ fenotypow nowych komorek, zainicjowalo intensywny rozwoj badan nad
neurogeneza w mozgu dojrzalych osobnikow. Autorzy prac opublikowanych na poczatku lat
dziewigcdziesiatych udowodnili, ze wyizolowane z moézgu neuralne komorki macierzyste
(NSC, Neural Stem Cells) maja zdolnos¢ tworzenia nowych neuronéw i komoérek glejowych
(Reynolds i Weiss 1992; Richards i wsp. 1992). Zastosowanie 5-bromo-3-deoksyurydyny
(BrdU), znacznika wbudowujacego si¢ do DNA dzielacych si¢ komorek, potwierdzito uzyskane
wczesniej wyniki (Kuhn 1 wsp. 1996) wskazujace, ze nowe neurony tworza si¢ w dwoch
strukturach mézgu — w warstwie podziarnistej (SGZ, subgranular zone) zakretu zgbatego
hipokampa i w strefie okotokomorowej komor bocznych (SVZ, subventricular zone) (Doetsch
2003; Gage 1998; Gross 2000).

1. 3. Neurogeneza w mozgu dorostych ssakow

1. 3. 1. Nisze neuralnych komorek macierzystych w mozgu dorostych ssakow

W okresie postnatalnym neuralne komorki macierzyste zasiedlaja swoje naturalne
nisze tkankowe. Te wyspecjalizowane miejsca tworza specyficzne srodowisko przestrzenne,
odgrywajace istotng role w stymulacji i regulacji aktywnej neurogenezy (Alvarez-Buylla i Lim
2004; Kiel i Morrison 2008; Li i Xie 2005; Ma i wsp. 2005). Struktura nisz neuralnych komorek
macierzystych, w przeciwienstwie do nisz wystgpujacych w szpiku kostnym, jelicie, watrobie czy
skorze, nie zostala jeszcze do konca poznana. Przyjmuje si¢, ze w mozgu dorostych osobnikéw
nisze NSC tworza komorki srodbtonka, komdrki wysciodiki, astrocyty, komorki mikrogleju,
neuralne komorki macierzyste i dojrzate neurony (Ihrie 1 Alvarez-Buylla 2008; Jordan i wsp.
2007). Rusztowanie niszy tworza elementy macierzy zewnatrzkomorkowej, odpowiedzialne
za aranzacj¢ poszczegoOlnych sktadnikow niszy i prezentacje czynnikdéw neurotroficznych.

Wazna role w funkcjonowaniu niszy pelnia astrocyty, wspomagajace wszystkie procesy
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zwigzane z neurogeneza - od samoodnowy komorek po ich wbudowywanie w sie¢ neuronalng
(Ma 1 wsp. 2005; Song i wsp. 2002a). Komorki wysciotki poprzez kontakt komorka-komorka
moga indukowaé¢ samoodnowg komoérek SVZ, utrzymujac ich pulg na staltym poziomie
(Ramirez-Castillejo 1 wsp. 2006). Dzigki ruchowi rzesek wspomagaja one roéwniez migracje
szlakiem donosowym (RMS, Rostral Migratory Stream) (Sawamoto 1 wsp. 2006). Niezwykle
istotnym sktadnikiem niszy sa naczynia krwionos$ne kontaktujace si¢ z jej elementami
w miejscach, w ktorych brak jest warstwy astrocytow. Oddziatywanie i relacje poszczego6lnych
elementow niszy zapewniaja odpowiedni poziom czynnikoéw odpowiedzialnych za prawidtowa
neurogeneze.

Endogenna neurogeneza jest procesem ztozonym i wieloetapowym. Progenitory
neuralne proliferuja w strefie neurogennej, po czym migruja w kierunku miejsca przeznaczenia
1r6Znicuja si¢ do fenotypu neuronalnego, a nastgpnie dojrzewaja tworzac funkcjonalne neurony
(Balu i Lucki 2009).

Aktywny proces neurogenezy w mozgu dojrzatych ssakdw ma miejsce w wymienionych
wyzej strefach neurogennych. W obrgbie struktur zwanych ,,nie-neurogennymi” (takich jak
prazkowie, rejon CAl hipokampa, §ciana komor II i IV) stwierdzono réwniez obecno$¢
neuralnych komoérek macierzystych. Komorki te proliferuja i roznicuja si¢ w komorki gleju.
W warunkach patologicznych oraz in vitro, moga jednak przeksztatca¢ si¢ zarowno w neurony

jak 1 komorki gleju (Arias-Carrion i wsp. 2007; Emsley 1 wsp. 2005; Lie 1 wsp. 2004).
1. 3. 2. Neurogeneza w strefie okolokomorowej komor bocznych (SVZ)

Strefa okolokomorowa komor bocznych dojrzatego mozgu zawiera najwigksza liczbe
mitotycznie aktywnych komorek. Obecnos¢ proliferujacych komoérek progenitorowych
w obszarze okolokomorowym, a nastgpnie ich migracj¢ do opuszki wechowej poprzez
donosowy szlak migracji RMS, odkryto najpierw u makakéw a nastgpnie u gryzoni i ludzi
(Kam 1 wsp. 2009; Kornack 1 Rakic 2001). Na podstawie badan immunocytochemicznych
1 elektronomikroskopowych komorki SVZ zostaly dokladnie scharakteryzowane. Sa
to wolno proliferujace neuralne komorki macierzyste o charakterze astrocytarnym, prezentujace
biatko GFAP (ang. Glial Fibrillary Acidic Protein) i Nestyne (komoérki typu B). Komorki te
przeksztatcaja si¢ w aktywnie dzielace si¢ komorki typu C (Doetsch 1 wsp. 1999; Garcia 1 wsp.
2004), z ktorych powstaja neuroblasty (typ A). Komorki typu A zageszczaja si¢ 1 w formie
fancuchéw migruja szlakiem RMS do opuszki wechowej (OB, Olfactory Bulb) (Rycina 1)
(Alvarez-Buylla 1 Garcia-Verdugo 2002; Doetsch 2003; Gage 2002). Dystans ten u gryzoni
wynosi nawet kilkanascie milimetrow. Tunel tworzony przez wypustki astrocytow przyspiesza
migracje komorek, nadaje im kierunek i prawdopodobnie utatwia ich przezycie (Alvarez-Buylla
1 Garcia-Verdugo 2002). W opuszce wechowej neuroblasty roznicuja si¢ do dwoch typow
interneuronow: komorek ziarnistych 1 komorek okotokigbuszkowych. Menn i1 wsp. utrzymuja,

ze progenitory neuralne strefy okolokomorowej moga réoznicowac si¢ takze w oligodendrocyty
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(Menn i1 wsp. 2006). Caty proces trwa okoto 30 dni. Zgodnie z publikowanymi danymi okoto
50% nowopowstalych neurondw umiera po uptywie 15-45 dni (Petreanu i Alvarez-Buylla 2002;
Winner 1 wsp. 2002). Funkcja neurondw, ktore przezyty nie jest doktadnie okreslona, cho¢
rosnaca liczba dowodow sugeruje ich zaangazowanie w przetwarzanie informacji wechowych
(Lledo i Gheusi 2003).

| svz

Rycina 1. Strefa okolokomorowa mozgu wraz z RMS i opuszka wechowa (OB). Obrazek pobrany ze
strony http://www.crulrg.ulaval.cafrrechercheaxeschercheursarmen-saghatelyan.php, zmodyfikowany.

1. 3. 3. Neurogeneza w warstwie podziarnistej (SGZ) zakre¢tu z¢batego
hipokampa

Strefa podziarnista (SGZ) znajduje si¢ pomiedzy wnegka a warstwa komorek ziarnistych
(GZ, granular zone). Jest to rejon o szerokosci okoto 25 pm. Pierwsze hipokampalne komorki
progenitorowe z dorostego mdzgu zostalty wyizolowane przez Palmera w 1995 roku (Palmer
1 wsp. 1995; Palmer 1 wsp. 1999). Na podstawie morfologii 1 ekspresji charakteryzujacych je
markerow wyrdzniono nastepujace typy komoérek progenitorowych (Rycina 2):
- progenitory typu I (typ A) maja podobnie jak progenitory w SVZ charakter astrocytarny
1 zostaty nazwane astrocytami promienistymi. Komorki te wykazuja ekspresj¢ biatek GFAP oraz
Nestyny. Cialo tych komdrek ma ksztalt zblizony do trojkata oraz posiada dtugie promieniste
wypustki siggajace do warstwy ziarnistej (Seri 1 wsp. 2001). Morfologia proliferujacych
komorek sugeruje podzial asymetryczny, w wyniku ktorego powstaje kolejny typ progenitorow:
- progenitory typu II (typ D) powstaja w wyniku proliferacji astrocytow promienistych. Mate,
o nieregularnym ksztatcie progenitory typu Il nie stanowia grupy jednorodnej. Tworza one

zwarte agregaty ulokowane pomigdzy wypustkami astrocytow promienistych. Komorki
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te wykazuja ekspresje Nestyny i/lub DCX (ang. doublecortin) i charakteryzuja si¢ wysokim
potencjatem proliferacyjnym. Progenitory typu D migruja na mata odleglo$¢ i1 roznicuja sie
w neurony ziarniste (Seri i wsp. 2004).

Nowopowstate neurony ziarniste wykazuja ekspresj¢ markeréw dorostych neuronow
takich jak neurono-specyficzna enolaza (NSE, neuronal specific enolase), kalbindyna, receptor
NMDA 1 jadrowe biatko NeuN (Kuhn 1 wsp. 1996). W ciagu kilku dni wytwarzaja aksony
1dendryty (van Praagiwsp. 2002). Po uptywie 2-4 tygodni rozpoczyna si¢ proces synaptogenezy.
W okresie dwoch miesigey od podziatu nowe komorki wbudowuja si¢ do istniejacej sieci
neuronalnej w wigkszos$ci jako dojrzate neurony 1 wykazuja wtasciwosci elektrofizjologiczne.
Zgodnie z opinia szeregu autoréw (Imayoshi 1 wsp. 2008; Lagace i wsp. 2007; van Praag
1 wsp. 2002) w okresie postnatalnym komorki macierzyste zakretu zgbatego moga réznicowac
si¢ jedynie do jednego typu neurondéw - neuronow ziarnistych pobudzajacych, podczas gdy
W czasie rozwoju embrionalnego generuja takze interneurony GABA-ergiczne (Dupuy 1 Houser
1997).

Podobnie jak w przypadku neurogenezy w SVZ opisanej w poprzednim podrozdziale,
wigkszo$§¢ nowo wygenerowanych neuronéw po dwoch tygodniach wchodzi na droge
apoptozy (Biebl 1 wsp. 2000). Nie ma jednoznacznych opinii dotyczacych mozliwosci
powstawania astrocytow czy oligodendrocytow z komorek macierzystych zasiedlajacych
SGZ (jednobiegunowo$¢ neuralnych komoérek macierzystych). Nalezy jednak podkreslic,
ze prekursory neuralne izolowane z hipokampa i hodowane w obecnos$ci czynnika wzrostu
fibroblastow 2 (FGF-2, fibroblast growth factor-2) prezentowaly zdolnos¢ do réoznicowania we
wszystkie trzy typy komorek: astrocyty, oligodendrocyty 1 neurony (Emsley i wsp. 2005; Gage
1998).

Komérki proliferujgce

%’E‘jﬁ =%

3 4

omp box

Rycina 2. Rycina opracowana przez Kempermana przedstawiajaca etapy neurogenezy
(Kempermann i wsp. 2004), zmodyfikowana.
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1. 4. Regulacja neurogenezy wieku doroslego

Neurogeneza wieku dorostego, podobnie jak neurogeneza embrionalna, jest
procesem dynamicznym. Neuralne komorki macierzyste odpowiadaja na zmiany warunkow
fizjologicznych, na przyktad starzenie i zwiazane z tym procesem zmiany poziomu hormonow
ptciowych (Tanapat i wsp. 1999), bodZzce zewnetrzne, ¢wiczenia fizyczne czy wzbogacone
srodowisko (Abrous 1 wsp. 2005; Arias-Carrion 1 wsp. 2007; Kempermann i wsp. 1997; Kuhn
1 wsp. 1996). Czynniki te moga modulowac stopien proliferacji, migracji i roznicowania (Balu
i Lucki 2009; Grote i Hannan 2007).

Dotychczas nie zostaly wyjasnione precyzyjne mechanizmy komorkowe i molekularne
sterujace cyklem zyciowym komorek macierzystych, a szczegolnie istotnym z punktu widzenia
praktycznego przej$ciem z fazy spoczynkowej do proliferujacej oraz zachowaniem rownowagi
pomigdzy przezyciem a eliminacja. Anatomiczne i histologiczne wlasciwoscinisz neurogennych,
obecnos$¢ komorek srodblonka (Shen i wsp. 2004), kapilarnych naczyn krwionosnych (Palmer
1 wsp. 2000), astrocytow (Ma 1 wsp. 2005; Song 1 wsp. 2002a) 1 komorek wysciotki (Lim 1 wsp.
2000) a przede wszystkim uwalniane przez nie czynniki moga petni¢ istotna rolg¢ w kontroli
NSCs. Wzajemne interakcje komorek nisz neurogennych jak i ich oddziatywanie z elementami
macierzy zewnatrzkomorkowej maja takze znaczacy wplyw na zachowanie progenitorow
w dojrzatym mozgu. Opisano na przyktad, ze obecne w niszach efryny i ich receptory reguluja
dynamikg proliferacji (Conover i wsp. 2000; Holmberg i wsp. 2005).

Liczna grupg molekul pelniacych kluczowa rolg w regulacji proliferacji i roznicowania
NSCs stanowia czynniki wzrostu i neurotrofiny, migdzy innymi nablonkowy czynnik wzrostu
(EGF, epithelial growth factor) i czynnik wzrostu fibroblastow 2 (FGF-2, inaczej bFGF, basic
fibroblast growth factor), insulino-podobny czynnik wzrostu (IGF-1, insulin-like growth factor),
czynnik neurotroficzny pochodzenia mézgowego (BDNF, brain derived neurotrophic factor).
Interesujace jest spostrzezenie, ze tzw. ,,gorace miejsca proliferacji” sa czgsto zlokalizowane
w sasiedztwie naczyn krwiono$nych, co sugeruje udzial uwalnianego czynnika wzrostu
srodblonka naczyn (VEGEF, vascular endothelial growth factor) (Jin i wsp. 2002).

W regulacje¢ neurogenezy wieku dorostego wiaczone sa takze biatka morfogenetyczne
kosci (BMPS, bone morphogenic proteins), promujace powstawanie komorek glejowych
in vitro 1 in vivo (Lim 1 wsp. 2000). W zakrecie zgbatym kontrolna funkcje nad proliferacja
neuroblastéw i ich réznicowaniem w neurony petnia biatka Wnt, wydzielane przez astrocyty
stref neurogennych w mézgach dorostych osobnikéw (Lie i wsp. 2005). Inhibicja Wnt znaczaco
obniza stopien neurogenezy w hipokampie.

W oparciu o wyniki prac eksperymentalnych postuluje si¢ udziat Notch i specyficznych
receptorow Notchl w proliferacji i wyborze kierunku réznicowania progenitoréw neuralnych
w SVZ i SGZ. Aktywacja tej drogi przekazywania sygnalow wydluza takze czas przezycia
komorek poprzez regulacje mitogenu Sonic hedgehog (Shh) (Androutsellis-Theotokis 1 wsp.
2006; Breunig i wsp. 2007).
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Badania ostatnich lat wskazuja takze na udzial neuroprzekaznikéw (glutaminianu,
kwasu y-aminomastowego (GABA)) 1 monoamin (serotonina, noradrenalina 1 dopamina),
w regulacji proliferacji, migracji, dojrzewania neurondéw 1 synaptycznej integracji (Arias-
Carrion 1 wsp. 2007).

Niewatpliwie, prawidlowy przebieg neurogenezy jest mozliwy jedynie w odpowiednim
srodowisku. Pod wptywem specyficznej stymulacji sSrodowiskowej komorki macierzyste moga
przechodzi¢ z fazy spoczynkowej do proliferujacej, wytwarzajac komorki potomne. Kluczowa
role w tym mechanizmie przypisuje si¢ biatkom macierzy zewnatrzkomorkowej ECM 1 ich
receptorom zlokalizowanym na powierzchni komorki.

Autorkarozprawy jest §wiadoma, ze przytoczone dane nie wyczerpuja listy potencjalnych
czynnikow wptywajacych na neurogenez¢. Wiedza na temat regulacji neurogenezy wieku
dorostego, pomimo ogromnej liczby dostepnych w literaturze informacji nadal ma charakter
fragmentaryczny. Wigkszos$¢ opublikowanych danych pochodzi z badan prowadzonych na
hodowlach komorek macierzystych. Badania in vivo koncentrowaty si¢ gtownie na obserwacji
efektow wywolanych egzogennym podaniem wybranego biatka czy zwiazku lub zablokowaniu
okreslonych drég przekazu sygnatu.

1. 5. Funkcjonalne znaczenie neurogenezy wieku doroslego

w warunkach fizjologicznych

Pomimo intensywnych badan nad fizjologiczna rola procesu neurogenezy w dojrzatym
mozgu, nasza wiedza na ten temat pozostaje w dalszym ciagu ograniczona. Tworzenie
nowych neuronow i synaps w hipokampie jak i1 przebudowa ,drzewek” dendrytycznych,
leza prawdopodobnie u podtoza procesu zapamigtywania, uczenia (Gould 1 wsp. 1999) oraz
modulacji stanow lekowych (Santarelli 1 wsp. 2003). U szczuréw poddanych treningowi
umystowemu i wykonujacych zadania z uzyciem pamigci hipokampalnej notowano 2- i 3-krotny
wzrost liczby komorek o fenotypie neuronalnym w poréwnaniu ze szczurami nie poddanymi
treningowi. Zgodnie z tym spostrzezeniem, zahamowanie neurogenezy w hipokampie obnizato
zdolnos¢ zwierzat eksperymentalnych do uczenia si¢ i powtdrnego wykonywania wyuczonych
poprzednio zadan (Shors 1 wsp. 2001).

Istnieje hipoteza, ze zablokowanie neurogenezy w rejonie hipokampa jest jednym
z czynnikow prowadzacych do depresji (Santarelli 1 wsp. 2003). Potwierdzeniem tej hipotezy
mogla by¢ skuteczno$¢ leczenia lekami antydepresyjnymi obserwowana jedynie przy
zachowaniu integralnej struktury SGZ. Nalezy jednak uwzgledni¢ tutaj prawdopodobny
wplyw zniszczenia mikrosrodowiska w wyniku napromieniowania zakrgtu zg¢batego w toku
prowadzonych badan (Pollak i wsp. 2008). Nie mozna zatem okresli¢ bezposredniego zwiazku
przyczynowo-skutkowego pomigdzy depresja i obnizonym stopniem neurogenezy.

Bardziej zrozumiata wydaje si¢ by¢ funkcja nowych neurondéw opuszki wechowe;.
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Prawidtowe funkcjonowanie uktadu wechowego wymaga zdolnosci dynamicznego
przystosowania do zmieniajacego si¢ $rodowiska zapachowego poprzez wzbogacenie
istniejacej sieci o nowe neurony (Carleton 1 wsp. 2003). Neurogeneza jest wigc w tym
przypadku sktadowa mechanizmu adaptacji, zapewniajacego plastycznos¢ i szybka przebudowe
potaczen synaptycznych w odpowiedzi na zmiany $rodowiska. Wzbogacone srodowisko
zapachowe promuje podziaty komdérkowe w obszarze okotlokomorowym (SVZ), co wiaze si¢
z uwrazliwieniem 1 wydluzaniem pamigci wechowej u badanych zwierzat (Rochefort 1 wsp.
2002). Sugeruje si¢ ponadto, ze neurogeneza promuje rozroznianie zapachéw (Alvarez-Buylla
1 Garcia-Verdugo 2002).

1. 6. Neurogeneza w patologii osSrodkowego ukladu nerwowego.

Wplyw niedokrwienia mozgu

Interesujace wyniki badan eksperymentalnych zgromadzone w ostatnich latach
wskazuja na znaczaca aktywacj¢ procesOw neurogenezy u dorostych zwierzat w niektorych
stanach patologicznych osrodkowego ukladu nerwowego (OUN). Obserwacje te sklaniaja
do sugestii, ze w niektorych sytuacjach §rodowisko ograniczajace neurogeneze w warunkach
fizjologicznych z nieznanych przyczyn staje si¢ permisywne dla rozwoju komorek nerwowych.

Podwyzszona znacznie aktywnos$¢ proliferacyjna w strefach SGZ 1 SVZ a nastgpnie
migracje¢ do uszkodzonych, czasami odlegtych, struktur mozgowia 1 roznicowanie
do odpowiednich fenotypoéw opisano w chorobach zwyrodnieniowych OUN (Jin 1 wsp. 2004),
po urazach mechanicznych (Parent 2003) oraz w wyniku r6znych typéw niedokrwienia -
zarowno ogniskowego jak 1 catkowitego (Kawai i wsp. 2006; Sharp 1 wsp. 2002; Zhang 1 wsp.
2008). Co ciekawe, proliferacj¢ endogennych progenitorow obserwowano nie tylko w znanych
okolicach neurogennych, ale takze w rejonach, w ktorych nie obserwowano neurogenezy
w warunkach fizjologicznych (Johansson i wsp. 1999; Yamamoto i wsp. 2001).

Nasilong proliferacj¢ komoérek w SVZ i SGZ, ich migracje w kierunku uszkodzone;j
struktury prazkowia a nastgpnie roznicowanie w neurony opisano w modelu udaru mézgu
(Arvidsson 1 wsp. 2002; Jablonska 1 wsp. 2010; Jin 1 wsp. 2001; Sharp 1 wsp. 2002; Zhang
1 wsp. 2008). Okoto 60% nowych komorek prezentowato fenotyp neuronalny. Stymulacje
neurogenezy obserwowano rowniez w wyniku catkowitego niedokrwieniu mézgu dorostych
zwierzat. Liczba komorek BrdU-pozytywnych wyraznie wzrastata w warstwie podziarnistej DG
(Liu 1 wsp. 1998; Sharp 1 wsp. 2002; Zhang 1 wsp. 2008). Modelowym przyktadem stymulacji
neurogenezy w nastepstwie catkowitego niedokrwienia moézgu dorostych myszoskoczkow
mongolskich jest praca Schmidta i Reymanna dokumentujaca w sposob niezwykle czytelny
wzrost proliferacji w zakrgcie zgbatym hipokampa a nastgpnie pojawienie si¢ nowopowstatych
neuronéw w uszkodzonym przez epizod niedokrwienny rejonie CA1l (Schmidt i Reymann

2002). Regeneracje uszkodzonych piramidowych neuronéw hipokampa po niedokrwieniu
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mozgu szczura opisat rowniez Nakatomi 1 wsp. (Nakatomi 1 wsp. 2002).

Czynniki stymulujace neurogeneze po niedokrwieniu nie zostaly w petni zdefiniowane.
Sugeruje sig, ze liczne z nich, zaangazowane w regulacj¢ neurogenezy u zdrowych
osobnikow, biora rowniez udziat w odpowiedzi neurogennej po uszkodzeniu niedokrwiennym
(Lichtenwalner 1 Parent 2006).

Uwalnianie neuroprzekaznikéw pobudzajacych i1 aktywacja ich receptorow w wyniku
niedokrwienia mdzgu inicjuje szereg zaburzen procesow biochemicznych 1 molekularnych,
ktore moga bezposrednio lub posrednio wptywac na ekspresj¢ 1 uwalnianie szeregu molekut
(takich jak chemokiny, czynniki wzrostu 1 neurotrofiny, morfogeny, enzymy proteolityczne,
molekuly macierzy zewnatrzkomoérkowej) mogacych mie¢ wptyw stymulujacy lub hamujacy na
poszczegdlne etapy neurogenezy (Lichtenwalner i Parent 2006). Istnienie wielu proponowanych
mechanizméw, ktére moga by¢ uruchamiane w warunkach patologii niedokrwiennej, jest
przejawem ogromnej ztozonosci tych procesow. Najbardziej prawdopodobnym wydaje sie
by¢ uruchamianie kilku réznych mechanizmoéw, dziatajacych raczej kooperacyjnie anizeli
sekwencyjnie.

W skomplikowanym obrazie wzajemnych potaczen 1 wspodizaleznosci reakeji
poniedokrwiennych (Rycina 3) znaczaca role wydaja si¢ pelni¢ zaburzenia $rodowiska
zewnatrzkomorkowego, niosace za soba zmiang¢ prawidlowego kontaktu komorki
z macierza zewnatrzkomoérkowa. Konsekwencja tych zdarzen moze by¢ dodatkowa modulacja
wewnatrzkomorkowych szlakow przekazywania sygnatow, ktore moga ukierunkowywac los
komorek w strong ich $mierci lub przezycia. Postuluje si¢ ponadto, ze niektore z tych drog
sygnalowych, moga uczestniczy¢ w procesie neurogenezy poniedokrwiennej wplywajac
migdzy innymi na ekspresj¢ genoéw (Kalluri 1 Dempsey 2008). Niewatpliwie jednak, zarowno
z uwagi na heterogennos$¢ tkanki jak i stymulacj¢ roznorodnych szlakow przekaznictwa, nasza
wiedza o przebiegu tego procesu jest ciagle petna luk i1 niescistosci. W oparciu o dane literatury,
wskazujace na znaczenie $rodowiska zewnatrzkomorkowego w neurogenezie embrionalnej,
postanowiono omowic szerzej role macierzy zewnatrzkomoérkowej, enzymow bioracych udziat
w jej proteolitycznym przemodelowaniu oraz wewnatrzkomoérkowe $ciezki przekazywania

sygnatu z otaczajacego komorki srodowiska.
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Niedokrwienie

Glikoliza beztlenowa
Zaburzenie gospodarki energetycznej
Zaburzenie gospodarki jonowej

e | S

depolaryzacja btony I::> uwolnienie i akumulacja glutaminianu w ekscytotoksycznosé
komoérkowej szczelinach synaptycznych

b d

akumulacja sodu w komérce aktywacja receptoréw NMDA-AMPA
obrzek cytotoksyczny i liza naptyw Ca do komaérki
komorki {}
uwolnienie cytokin aktywacja proteaz i fosfolipaz
degradacja neurofilamentow hydroliza fosfolipidow

zniszczenie btony komérkowe;j

zniszczenie cytoszkieletu

{

zaburzenie struktury
komorki

Rycina 3. Uproszczony schemat szlakow sygnalowych indukowanych niedokrwieniem.

1. 7. Macierz zewnatrzkomorkowa

Macierz zewnatrzkomorkowa (ECM) jest podstawowym elementem wypetniajacym
przestrzenie migdzy komorkami. Stanowi ona okoto 20% calkowite] masy mozgu. Sklada
si¢ z szeregu roznych czasteczek polaczonych zarowno pomigdzy soba jak i1 z biatkami bton
komoérkowych. W ten sposdb tworzy sig przestrzenna sie¢ stanowiaca rusztowanie dla komorek.
Gléwnymi skladnikami macierzy sa glikozaminoglikany (wolne lub potaczone z biatkami),
biatka wtokienkowe (kolageny, elastyna, fibrylina) oraz glikoproteiny, w tym glikoproteiny
fibrylarne (fibronektyna, laminina, kolageny, witronektyna, tenascyna). Glikoproteiny fibrylarne,
chociaz wystgpuja w tkance nerwowej w mniejszej ilosci anizeli w innych tkankach, petnia
w niej istotna rolg. Elementy ECM, na przyktad izoformy lamininy oraz kolagen IV, wspomagaja
wzrost wypustek nerwowych (Novak 1 Kaye 2000; Wright 1 wsp. 2002). Istotnym sktadnikiem
macierzy osrodkowego uktadu nerwowego jest wystgpujacy w stanie wolnym (nie polaczony
z biatkami) glikozaminoglikan — hialuronian. Pozostale glikozaminy, w tym istotne w procesach
plastycznych pochodne siarczanu chondroityny, potaczone sa z rdzeniem biatkowym tworzac

proteoglikany (Berardi i wsp. 2004). Proteoglikany decyduja o prawidtlowym zespoleniu
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komorek ze soba oraz z otaczajaca ich macierza. Specyficznymi, wystgpujacymi tylko
w moézgu proteoglikanami nalezacymi do grupy agrekanu, sa neurokan 1 brewikan. Wiaza si¢
do biatek adhezji komorkowej 1 biora udziat w regulacji tego procesu. Kontroluja ponadto
wzrost dendrytow oraz synaptogeneze (Galtrey 1 Fawcett 2007; Rauch 2004).

Szczegbdlna forma macierzy sa sieci okolo neuronalne (PNN, Perineuronal Nets). Sa
to siatkowate struktury powstate na drodze agregacji niektorych skladnikéw. Struktury
te otaczaja ciata dojrzatych komorek nerwowych, gtownie GABA-ergicznych, oraz aksony
1 dendryty, tworzac swego rodzaju izolacje¢ dla poszczegdlnych neurondéw (Celio 1 wsp. 1998).
W uktadzie nerwowym sktadniki macierzy sa produkowane i wydzielane na zewnatrz zar6wno
przez komorki neuronalne jak 1 glejowe.

Wiasnosci fizyczne elementow macierzy zapewniaja stabilno§¢ mechaniczna
1 utrzymanie przestrzennej organizacji tkanki. Polisacharydy charakteryzuja si¢ wysokim
stopniem hydrofilnos$ci i fatwo$cia tworzenia zeli 1 dzigki tym witasciwosciom sa odporne na
dziatanie sit §ciskajacych. Biatka natomiast prezentuja wysoka odpornos¢ na rozciaganie.

Rola ECM nie ogranicza si¢ do tworzenia podpory dla komorek nerwowych. Jest ona
niezbedna dla utrzymania homeostazy jonowej, zapewnia odzywianie neurondéw i gleju oraz
bierze czynny udziat w regulacji aktywnos$ci synaptycznej (Wright 1 wsp. 2002).

Macierz zewnatrzkomorkowa petni tez role ,,magazynu” czasteczek sygnatowych takich jak
cytokiny i czynniki wzrostu (Mott 1 Werb 2004).

Elementy ECM wptywaja na funkcjonowanie i aktywno$¢ komoérek poprzez regulacje
ich odpowiedzi na sygnaly pochodzace ze S$rodowiska. Oddzialywanie komoérek z ECM
odbywa si¢ przy udziale powierzchniowych czasteczek adhezji komorkowej (CAM, Cell
Adhesion Molecules) oraz ich receptorow. W osrodkowym uktadzie nerwowym szczeg6lna role
odgrywaja receptory integrynowe, z ktorymi wiaza si¢ biatka macierzy zewnatrzkomorkowe;.
Rolg integryn w utrzymaniu komorek macierzystych 1 progenitorow we witasciwej pozycji
w niszach, ich udziat w aktywacji szlakow transdukcji sygnatow koniecznych dla proliferacji
1 przezycia, udokumentowano poczatkowo w badaniach nie-neuronalnych komorek
macierzystych (komorki macierzyste keratynocytéw 1 krypt jelitowych) (Fuchs i Segre 2000;
Rao 1 Civin 2005). Obecnie podkresla si¢ takze ich znaczaca rolg¢ w OUN.

Inne typy receptorow to receptor dla hialuronianu — CD44, regulujacy migracje komorek
W czasie rozwoju embrionalnego 1 w inwazji nowotworow (Naor 1 wsp. 1997) oraz receptory
typu N-CAM (ang. Neural Cell Adhesion Molecules) zaangazowane w adhezj¢ komorkowa
(Storms 1 wsp. 1996).

Na podstawie dostepnych danych mozna $miato wysuna¢ hipoteze, ze skoordynowane
wspotdziatanie elementow ECM 1 receptorow powierzchni komoérki oraz aktywnosé
komoérkowych bialek lezacych na szlaku przekaznictwa sygnalu jest konieczne dla
prawidtowego przebiegu podstawowych procesow biologicznych takich jak proliferacja,

migracja, rdznicowanie, plastycznos$¢ synaptyczna i apoptoza (Wright i wsp. 2002).
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1. 7. 1. Rola macierzy zewnatrzkomorkowej w neurogenezie

Nasza dotychczasowa wiedza, dotyczaca roli elementow ECM w neurogenezie,
oparta jest na wynikach badan in vitro. Obecnos¢ biatek macierzy, a szczegodlnie fibronektyny
1 lamininy, w hodowli embrionalnych komoérek macierzystych jak i progenitorow neuralnych
z krwi pgpowinowej stymulowata znaczaco proliferacjg, migracjg i r6znicowanie w kierunku
neuronéw oraz wzrost neurytow (Buzanska 1 wsp. 2009; Ma 1 wsp. 2008; Mruthyunjaya
1 wsp. 2010; Szymczak 1 wsp. 2010; Tate 1 wsp. 2004). Wptyw na réznicowanie komorek P12
oraz embrionalnych progenitorow korowych miat rowniez kolagen I 1 IV (Cooke 1 wsp. 2010;
O’Connor 1 wsp. 2001), przy czym kolagen IV hamowat rownoczesnie proliferacj¢ (Ali 1 wsp.
1998; Szymczak 1 wsp. 2010).

Opisany przez Letourneau wzrost objgtosci macierzy zewnatrzkomorkowej w czasie
migracji progenitorow neuralnych, ich réznicowania 1 wydtuzania aksondéw, moze rowniez
sugerowac¢ wplyw jej elementéw na rozwoj komorki (Letourneau i wsp. 1994). Po zakonczeniu
dojrzewania komorki ekspresja biatek ECM ulegata redukcji.

Jak juz wspomniano w tej rozprawie, ECM jest struktura dynamiczna 1 ulega
przemodelowaniu podczas rozwoju komorek nerwowych. Kontrolowana precyzyjnie przez
proteazy degradacja bialek ECM najpewniej zmienia charakter oddziatywan pomigdzy
komoérkami a otaczajacym je $rodowiskiem 1 w ten sposdb wptywa na poszczegdlne etapy
rozwoju komorki. Zgodnie z takim zatozeniem, $cista interakcja komorka/ECM mogtaby
promowa¢ proliferacj¢, natomiast ostabienie czy inhibicja wzajemnych oddziatywan
bytaby sygnalem inicjujacym migracje nowopowstatych komoérek do miejsc przeznaczenia
1 r6znicowanie do odpowiedniego fenotypu. W tym kontekscie enzymy, ktére modyfikuja ECM

1 molekuty adhezyjne, wydaja si¢ by¢ szczegdlnie interesujace.

1. 8. Metaloproteinazy macierzy zewngtrzkomorkowej (MMPs)

1. 8. 1. Charakterystyka ogolna metaloproteinaz

Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej (MMPs),zwane inaczej matryksynami,
tworza rodzing sktadajaca si¢ z 28 réznych enzymow proteolitycznych (kodowanych przez rozne
geny), z czego 24 znaleziono u ssakow 1 nadano im kolejne numery (Morrison i wsp. 2009).
MMP naleza obok seralizyn, astacyn i proteaz ADAM (posiadajacych domeng dezintegryny
1 metaloproteinazy, (ang. A Disintegrin And Metalloproteinase) do grupy metzyncyn w
obrgbie nad-rodziny metaloproteinaz. Metzyncyny charakteryzuja si¢ konserwowang struktura
centrum katalitycznego (zawierajacym trzy histydyny wiazace jony cynku (Ethell i Ethell
2007). Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej sa endopeptydazami wydzielanymi

do przestrzeni zewnatrzkomoérkowej lub zakotwiczonymi w blonie. Na podstawie rdznic
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struktury domen MMPs podzielono je na 4 gtowne podgrupy: kolagenazy, stromielizyny,
zelatynazy 1 metaloproteinazy blonowe (MT-MMPs, ang. membrane type MMPs) (Fanjul-
Fernandez 1 wsp. 2010).

Przez wiele lat uwazano, ze aktywne formy MMPs zlokalizowane sa wylacznie
zewnatrzkomorkowoaichpodstawowymsubstratemsamolekutymacierzy zewnatrzkomorkowe;.
Badania ostatnich lat dostarczyty dowodéw na zdolno$¢ tych enzymow rowniez do proteolizy
substratow wewnatrzkomérkowych (Kim 1 wsp. 2005; Schulz 2007). Obecnos¢ aktywnych
form MMP-2, MMP-9, i MMP-13 wykazano w jadrach komoérek neuronalnych i glejowych

Kolagenazy (MMP-1, -8, -13, -18)
Y DG

Zelatynazy  (MMP-2, -9)

|| ] 11
Stromielizyny (MMP-3, -10)

e e | e b et et
Metaloproteinazy btonowe (MMP-14, -15, -16, -24)

o e | @T et e 4

Metaloproteinazy btonowe (MMP-17, -25)

[:] Peptyd sygnatowy D tacznik membranowy
[:] Propeptyd E’J Domena trans-membranowa typu |
D Miejsce trawienia konwertazy D Ogon cytoplazmatyczny

D Powtérzenia fibronektyny I D Domena trans-membranowa typu I|
D Powtérzenia fibronektyny I

D tacznik

[ ]Domena hemopeksyny

Rycina 4. Struktura bialek rodziny metaloproteinaz (zmodyfikowana).
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(Cuadrado 1 wsp. 2009; Sbai 1 wsp. 2010; Wojcik-Stanaszek 1 wsp. 2011). Kontrolowana
proteoliza licznych substratéow MMPs, na przykltad czynnikow wzrostu, cytokin,
receptorow, enzymoOw naprawy DNA, biatek macierzy zewnatrzkomorkowej, bialek
adhezyjnych, prowadzi do przemodelowania tkanki nerwowej, co jest warunkiem
prawidtowego przebiegu procesOw fizjologicznych (proceséw rozwojowych, migracji
1 réznicowania komodrek macierzystych). Zaburzenie mechanizméw kontrolujacych
aktywno$¢ metaloproteinaz ma udzial w szeregu patologii OUN (neurodegeneracje,

stany zapalne progresja guzow) (Mannello i Medda 2012; Sternlicht i Werb 2001).

MMP-2
MMP-9

sekwencja sygnalowa N [l facznik  SE——

propeptyd [— domena hemopeksyny ‘
domena katalityczna
miejsce wiagzace cynk powtdrzenia typu
fibronektyna

Rycina 5. Schemat budowy Zelatynaz: MMP-2 i -9. Rycina opracowana przez Netta Sela-

Passwell 1 wsp. (Sela-Passwell 1 wsp. 2010), zmodyfikowana.

1. 8. 2. Struktura molekularna metaloproteinaz

Wigkszo$¢ znanych metaloproteinaz sktada si¢ z 5 podstawowych domen biatkowych.
Pierwsza z nich znajduje si¢ na koncu aminowym tancucha polipeptydowego (N’-koniec). Jest
to sekwencja sygnatowa odpowiedzialna za sekrecj¢ enzymu z siateczki $rodplazmatycznej w
kierunku btony komoérkowej. Nastgpna domena jest domena pro-peptydowa o dlugosci okoto
80 aminokwasOow. Zawiera ona wysoce konserwatywny motyw Pro-Arg-Cys-Gly(Val-/Asn-)
Pro-Asp-. Cysteina wchodzaca w sktad tej domeny wiaze si¢ poprzez grupg -SH z niezbgdnym
do aktywacji jonem cynku, zapewniajac utrzymanie enzymu w formie nieaktywnej. Domena
katalityczna metaloproteinaz zbudowana jest z okoto 170 aminokwasow. Zawiera ona kolejny
wysoce konserwatywny motyw: His-Glu-X-X-His-X-X-Gly-X-X-His, w ktorym 3 histydyny
stanowia miejsce wigzania cynku (o czym wspomniano wyzej). W domenie katalitycznej
znajduje sig takze tzw. zakr¢t metioninowy, ktory wraz z histydynami tworzy miejsce aktywne
enzymu (Mannello i Medda 2012; Sternlicht i Werb 2001). Pomigdzy domena katalityczna
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akoncem karboksylowym znajduje si¢ odcinek polipeptydowy roznej dlugosciu poszczegdlnych
MMPs, pehiacy funkcje “lacznika” (ang. hinge region). Wplywa on na specyficzno$é
substratowa enzymow. Na koncu karboksylowym znajduje si¢ ostatnia z domen (liczaca okoto
210 aminokwaséw) majaca strukture podobna do hemopeksyny (ang. hemopexin-like domain).
Hemopeksyna to gtownie biatko krwi, bardzo wydajnie wiazace wolny hem. Poprzez C-koncowa
domeng hemopeksyno-podobna MMPs moga wiaza¢ heparyng a takze wchodzi¢ w interakcje z
tkankowymi inhibitorami metaloproteinaz - TIMP (ang. tissue inhibitor of metalloproteinases)
(Nagase i Woessner, Jr. 1999). Domena ta u wigkszo$ci metaloproteinaz zaangazowana jest
w wiazanie biatek macierzy (Roeb i wsp. 2002).

Budowa ro6znych metaloproteinaz nie jest jednakowa. MMP-7 i -26 zbudowane sa
tylko z 3 domen: sekwencji sygnatowej, pro-domeny oraz domeny katalitycznej. W MMP-2
1 MMP-9, noszacych nazwg zelatynaz (odpowiednio A i B), w domenie katalitycznej znajduja si¢
3 tandemowe bogate w cysteing powtorzenia (kazde o dlugosci 58 aminokwaséw), podobne
do domeny typu drugiego fibronektyny. Domena fibronektynowa zelatynaz wiaze kolagen oraz
elastyny. Metaloproteinaza 9 w rejonie lacznika posiada dodatkowa domeng typu kolagenu
V, jednak jego rola do tej pory nie zostata wyjasniona (Sternlicht i Werb 2001). Poniewaz
zelatynazy sa tematem cze$ci moich badan, zamie$citam bardziej czytelny schemat ich budowy
(Ryc. 5).

1. 8. 3. Mechanizmy regulacji metaloproteinaz

W warunkach fizjologicznych metaloproteinazy maja zapewni¢ odpowiednie
srodowisko zewnatrzkomorkowe, prawidtowe interakcje pomiedzy komorkami poprzez
utrzymanie odpowiedniej struktury macierzy zewnatrzkomoérkowej oraz regulacje sygnatow
zewnatrzkomorkowych. Utrzymanie fizjologicznego poziomu proteolizy substratow wymaga
precyzyjnej kontroli aktywnosci MMPs. Aktywno$s¢ MMPs podlega regulacji na 3 giéwnych
poziomach: transkrypcji, aktywacji oraz inhibicji.

W zalezno$ci od petnionej funkcji, lokalizacji oraz specyficzno$ci substratowej,
MMPs r6znia sig profilem ekspresji genow. Ekspresja ta zalezy od wielu czynnikow, zar6wno
aktywujacych (czynniki wzrostu, cytokiny, czynniki chemiczne, transformacje onkogenne
komorki) jak 1 hamujacych (transformujacy czynnik wzrostu f — TGF-B (ang. transforming
growth factor), kwas retinowy, glikokortykoidy) (Nagase i Woessner, Jr. 1999). Liczne
czynniki aktywujace, na przyktad interleukiny, czynniki wzrostu, interferony czy czynnik
indukcyjny metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej (EMMPRIN, ang. extracellular
matrix metalloproteinase inducer) wptywaja na ekspresj¢ i/lub aktywacj¢ proto-onkogenow:
c-fos 1 c-jun tworzacych heterodimery funkcjonujace jako czynnik transkrypcyjny AP-1. AP-1
wiaze si¢ do specyficznej sekwencji DNA w rejonie promotorowym genu i stymuluje proces
transkrypcji MMPs. Drugim czynnikiem transkrypcyjnym jest Nf kappa B. Na transkrypcje

genow MMPs wptywaja takze receptory integrynowe oraz biatka macierzy i ich fragmenty
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proteolityczne. Przykladem moze by¢ kolagen, ktéry indukuje ekspresj¢ MMP-1, podczas gdy
jego fragment proteolityczny ma dziatanie przeciwne i hamuje produkcje MMP-1 (Sternlicht
i Werb 2001).

Wigkszo$¢ metaloproteinaz syntetyzowana jest w postaci nieaktywnego proenzymu
(zymogenu). Aktywacja zymogenu nastgpuje poprzez dysocjacj¢ wiazania cysteina-cynk (tzw.
cysteine-switch). Jedna z najlepiej poznanych drog aktywacji jest odcigcie domeny proenzymu
na drodze proteolizy. Na przyktad plazmina powstajaca w wyniku dziatania urokinazowego
aktywatora plazminogenu ma zdolno$¢ aktywacji wielu MMPs. Podobna role moga petnié inne
proteinazy, takie jak MMP-2 czy stromielizyna, zdolne do aktywacji MMP-9 (Yong i wsp. 1998).
W obecnosci zwiazkoéw reagujacych z grupami sulthydrylowymi (wolne rodniki, nadtlenki,
zwiazki metali cigzkich) moze réwniez doj$¢ do indukcji aktywnej formy metaloproteinaz
(Nagase i Woessner, Jr. 1999; Ra i Parks 2007; Sternlicht i Werb 2001).

Unikalnym przykladem aktywacji jest proenzym MMP-2. Jest on aktywowany przy
udziale MTI-MMP (MMP-14) oraz TIMP-2 — tkankowego inhibitora metaloproteinaz.
Zlokalizowana w btonie MT1-MMP faczy si¢ z N-koncowa domena TIMP-2. Z kolei C-koncowa
domena zwiazanego inhibitora dziata jako receptor dla domeny hemopeksyny w pro-MMP-2.
Zwiazanie pro-MMP-2 przez TIMP-2 umozliwia odcigcie propeptydu przez MT1-MMP
i aktywacje metaloproteinazy 2 (Strongin i wsp. 1995). Metaloproteinazy btonowe oraz MMP-
11 i MMP-23 aktywowane sa wewnatrzkomorkowo przez konwertazg furyny.

Aktywnos$¢ metaloproteinaz jest rowniez kontrolowana przez ich specyficzne inhibitory
tkankowe — TIMP, ktére formuja kompleks z enzymem w stosunku 1:1. Inhibicja ma charakter
odwracalny. Do chwili obecnej poznano 4 tkankowe inhibitory MMPs. Sa to biatka o cigzarze
21-30 kDa, zbudowane z dwoch podstawowych domen. Domeng N-koncowa tworzy odcinek
polipeptydowy (homologiczny u wszystkich 4 inhibitorow), ktoéry oddziatywuje z centrum
aktywnym enzymoéw i blokuje ich aktywno$¢. Domena C-koncowa wptywa na polaczenie
inhibitora z fragmentem polipeptydowym metaloproteinaz o charakterze hemopeksyny.
Poszczegdlne TIMPs charakteryzuja si¢ réznym stopniem specyficznosci dla poszczegdlnych
metaloproteinaz. Na przyktad TIMP-1 hamuje aktywno§¢ MMP-9 i ma najbardziej ograniczony
zakres dziatania. TIMP-2 nie tylko hamuje MMP-2, ale paradoksalnie ma udziat w jej aktywacji.
TIMP-3 ma najszerszy zakres dziatania i jest jedynym inhibitorem zwigzanym z ECM. TIMP-
4 znaleziono w wielu tkankach i sugeruje sig, ze jest zaangazowany w specyficzne tkankowo
funkcje fizjologiczne. Oprocz bezposredniego wiazania TIMP moga taczy¢ si¢ w wigksze
kompleksy z pro-zelatynaza A tworzac — LIMP (ang. large inhibitor of metalloproteinases).
Blokuja one stromielinazy, kolagenazy i zelatynazg A.

Pierwotna koncepcja zaktadala, ze rownowaga pomigedzy poziomem aktywnych MMPs
1 ich inhibitorow reguluje aktywnos$¢ proteolityczna. Okazato si¢ jednak, ze wielu efektow
aktywnos$ci TIMP w procesach biologicznych nie mozna ttumaczy¢ wytacznie inhibicja MMPs.
Inhibitory tkankowe petnia swoje wlasne, nie sprecyzowane do konca, funkcje.

Obok omawianych TIMPOw inhibitorami metaloproteinaz sa takze a2-makroglobluliny.
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Inhibicja przy udziale a2-makroglobluliny ma charakter nieodwracalny a utworzony kompleks

usuwany jest na drodze endocytozy.

1. 8. 4. Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej w fizjologii
i patologii OUN

Proteoliza biatek ECM, prowadzaca do jej przebudowy, jest procesem niezbgdnym dla
prawidlowego przebiegu rozwoju zarodkowego 1 morfogenezy tkanek. Wskazuje to na udziat
metaloproteinaz w podstawowych procesach biologicznych (Vui1 Werb 2000). Metaloproteinazy
zaangazowane sa W poszczegOlne etapy rozwoju 1 dojrzewania ukladu nerwowego.
Na podstawie badan wzoru ekspresji mRNA 1 biatka enzymatycznego r6znych MMPs w rozwoju
embrionalnym i postnatalnym mozna wnioskowac, iz ekspresja tych biatek zmienia si¢ w czasie
rozwoju moézgu (Cunningham 1 wsp. 2005; Fager i Jaworski 2000; Hayashita-Kinoh 1 wsp.
2001; Rivera i wsp. 1997). Prawdopodobnie poszczegdlne enzymy tej rodziny petnia odmienne
funkcje, poniewaz rézne struktury i typy komorek prezentuja odmienny poziom ekspresji
tych biatek na kolejnych etapach rozwoju. U 15 dniowych zarodkow mysich zwigkszony
poziom mRNA MMP-9 w komdrkach progenitorowych korelowal czasowo 1 przestrzennie
zrozwijajacymisig strukturami: przysadka, splotem naczyniéwkowym czy zwojami nerwowymi
siatkowki jak 1 z agregatami komorek majacych bra¢ udziat w organizacji silnie unaczynionej
istoty szarej (Canete 1 wsp. 1995; Canete-Soler i wsp. 1995). Wyniki badan prowadzonych
na oseskach mysich z wyciszonym genem MMP-9 wskazuja na zaangazowanie tej Zelatynazy
B w regulacje migracji i programowanej $mierci prekursorow komorek ziarnistych w czasie
rozwoju mézdzku. Udzial zelatynazy B w procesie migracji oraz wydtuzania aksonow zostat
potwierdzony wynikami badan in vitro na komorkach izolowanych z m6zdzku 12-15 dniowych
oseskow mysich. Autorzy postuluja takze wiaczenie tego enzymu w intensywnie przebiegajaca
w tym czasie synaptogenezg (Vaillant 1 wsp. 1999; Vaillant 1 wsp. 2003). Luo udokumentowat
wplyw MMP- 2 i -9 na morfogenezg mo6zdzku. W wyniku inhibicji obu zZelatynaz miato
miejsce zwigkszenie objgtosci zewngtrznej warstwy ziarnistej oraz spowolnienie migracji w
warstwie molekularnej skrawkow organotypowych moézdzku (Luo 2005). Zaobserwowano
ekspresj¢ biatka MMP-9 oraz aktywnej formy tego enzymu w czasie procesu mielinizacji w
rozwijajacym si¢ nerwie wzrokowym mysich oseskow. Udzial metaloproteinaz w procesie
mielinizacji potwierdzity badania in vitro dokumentujace obecno$¢ aktywnych form MMP-21-9
w wypustkach oligodendrocytow oraz hamowanie ich wzrostu poprzez inhibicjg¢ wymienionych
enzymow (Oh 1 wsp. 1999).

Zmiany struktury macierzy zewnatrzkomorkowej w wyniku degradacji proteolitycznej
uwazane sa za niezbedny element niektorych form plastyczno$ci synaptycznej dorostego
moézgu (Kaczmarek 1 wsp. 2002; Wright 1 Harding 2004). Kluczowa rolg przypisuje si¢ dwom
zelatynazom: MMP-2 1 MMP-9. Obecno$¢ obu proteinaz znaleziono w neuronach, astrocytach

oraz komorkach mikrogleju u ludzi 1 gryzoni (Cuzner i wsp. 1996; Planas i wsp. 2001; Wojcik
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1 wsp. 2009; Wojcik-Stanaszek 1 wsp. 2011).

Zaburzenie mechanizméw kontrolnych i nadmierna aktywacja zewnatrzkomérkowych
enzymoéwproteolitycznychtowarzyszylicznymstanompatologicznym OUN. Znaczacaaktywacje
metaloproteinaz w tkance nerwowej obserwowano mi¢dzy innymi w patologii niedokrwiennej
moézgu 1 rdzenia, arteriosklerozie, w przewleklych chorobach autoimmunologicznych
1 zwyrodnieniowych — stwardnieniu rozsianym (SM, Sclerosis Multiplex) 1 w chorobie
Alzheimera oraz w chorobach nowotworowych. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze do§wiadczenia
z uzyciem modeli zwierzgcych typu nokaut nie wykazaty jednoznacznie zadnej przewlekle;
choroby OUN zwiazanej bezposrednio z mutacjami w poszczegolnych genach MMP. Podobnie
jak wyniki do§wiadczen ze zwierzgtami transgenicznymi, u ktdrych ma miejsce zwigkszona
ekspresja pojedynczych genow MMP. Wskazuja one jedynie na udziat niektorych z tych biatek
w inwazji 1 angiogenezie nowotwordw. Warto zaznaczy¢, ze zaden z modeli myszy typu nokaut
nie byt letalny. Wynika to prawdopodobnie z kompensacji braku pojedynczego biatka MMP
przez inne enzymy.

Przewazajaca czg$¢ badan nad rola biateck MMP w mozgu dotyczy udzialu tych
enzymoéw w chorobach nowotworowych, szczegdlnie w glejakach. Jest to jeden z czynnikoéw
potencjalnie ufatwiajacych progresj¢ nowotworu. Przebudowa ECM umozliwia migracj¢
komoérek nowotworowych. Ponadto podwyzszona aktywno$¢ metaloproteinaz stymuluje
angiogenez¢ w okolicy guza, wptywa na proliferacjg 1 przezycie komérek nowotworowych.
Wykazano, iz stopien ztosliwosci wielu glejakow jest skorelowany z aktywnos$cia niektorych
proteaz (np.: MMP-2, -9 oraz MT-MMPs). Zastosowanie inhibitorow wymienionych enzymow
skutkowato zahamowaniem progresji guza (Forsyth 1 wsp. 1999; Nakada i wsp. 2001; Yong
1 wsp. 2001).

Innym schorzeniem OUN, w ktorym biatka MMP moga odgrywac¢ znaczacq rolg, jest
stwardnienie rozsiane. U chorych pacjentow zaobserwowano zwigkszony poziom MMP-9
w plynie mozgowo rdzeniowym (CSF, ang. cerebrospinal fluid) oraz wzrost mRNA MMP-9
w leukocytach i surowicy. Zwigkszeniu ulegat takze stosunek poziomu MMP-9 do poziomu
jego inhibitora tkankowego TIMP1 (Gijbels i wsp. 1992; Lichtinghagen 1 wsp. 1999; Yong
1 wsp. 2001). Badania tkanki nerwowej chorych na SM wykonane post mortem wykazaly
podwyzszona ekspresj¢ MMP-2, -3, -7 1 -9 w obszarach mé6zgu objgtych procesem zapalnym
(Cuzner 1 wsp. 1996). Glowne zrodto MMPs stanowity limfocyty i makrofagi oraz komorki
tkanki nerwowej: mikroglej, astrocyty czy neurony (Anthony i wsp. 1997; Yong i wsp. 2001).

Podwyzszony poziom MMPs (MMP-9 i MMP-7) zanotowano w mozgach zwierzat
wmodelueksperymentalnego autoimmunologicznego zapaleniamézgu (EAE, ang. Experimental
Allergic Encephalomyelitis). Sugeruje si¢, ze wzrost aktywnosci enzymow powoduje degradacje
btony podstawnej i zwigkszona przepuszczalno$¢ naczyn a w konsekwencji przechodzenie
komorek zapalnych z krwi do mézgu. W wyniku tego procesu dochodzi migdzy innymi
do zniszczenia otaczajacej aksony ostonki mielinowe;.

Nalezy doda¢, ze niektdre metaloproteinazy maja zdolno$¢ do proteolitycznego cigcia
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czynnikoOw pro-zapalnych takich jak czynnik martwicy nowotworu - proTNF (ang. tumor
necrosis factor), proTGF-a, IL-6 (interleukina 6) 1 przeksztatcania ich w formy aktywne (Yong
1 wsp. 2001).

Prowadzone sa badania majace na celu wyjasnienie roli MMPs w chorobie Alzheimera
(AD, ang. Alzheimer Disease). Zaobserwowano, ze biatko MMP-9 ulega ekspresji w neuronach
hipokampa u pacjentéw chorychna AD. Poza tym poziom aktywnosci MMP-9 w osoczu chorych
na AD jest znaczaco wyzszy w poroOwnaniu z osobnikami zdrowymi (Lorenzl 1 wsp. 2003),
przy zachowaniu niezmiennego poziomu MMP-2, TIMP-1 i TIMP-2. Natomiast stwierdzono
obecnos¢ biatek TIMP post mortem u chorych na AD (Peress 1 wsp. 1995). Autorzy tych badan
sugeruja, ze dochodzi do wzmozonej produkcji lub aktywacji MMP w miejscu powstania
ztogdw beta-amyloidu, gdyz biatka TIMP lokalizuja si¢ w miejscu aktywnej proteolizy.

Wzrost aktywno$ci metaloproteinaz w mozgu opisano takze w niedokrwieniu
catkowitymiogniskowym. W modelu ogniskowego niedokrwienia mozgu szczura obserwowano
podwyzszone poziomy aktywnos$cimetaloproteinaz-21-9, przy czymwydaje sig, ze w pierwszych
godzinach od niedokrwienia aktywowana jest MMP-2 a dopiero pdzniej (24-48 godz.) MMP-9
(Candelario-Jalil 1 wsp. 2009). Aktywacja metaloproteinaz prowadzi do przerwania ciagtosci
bariery krew-moézg 1 przenikania do tkanki nerwowej elementow morfotycznych krwi.
Podwyzszone poziomy MMPs korelowaty z dynamika $mierci komérek nerwowych w ognisku
uszkodzenia. Zastosowanie inhibitorow MMPs lub przeciwciat blokujacych ich aktywnos¢
zapobiegata przerwaniu bariery krew-moézg oraz zmniejszata rozmiar udaru eksperymentalnego
(Rosenberg i wsp. 1998). W autopsyjnym materiale pobranym z m6zgow ludzkich podwyzszone
poziomy MMPs utrzymywaly si¢ jeszcze kilka dni a nawet miesigcy po przebytym udarze
(Clark 1 wsp. 1997). Badania prowadzone w Zakladzie Neurobiologii Naprawczej (IMDiK
PAN) wykazaly wzrost aktywno$ci metaloproteinaz (2 1 9) we wrazliwej na niedokrwienie
strukturze CA1 hipokampa w modelu catkowitego niedokrwienia przodomédzgowia. Wzrost
aktywnosci proteolitycznej korelowat ze $§miercia neuronéw piramidowych (Zalewska 1 wsp.
2002).

Istotnym elementem nadmiernej aktywacji metaloproteinaz jest proteoliza biatek ECM
(Zalewska 1 wsp. 2003). Powstate na tej drodze fragmenty polipeptydowe moga utraci¢ zdolnos¢
wiazania z wlasciwymi receptorami integrynowymi. Konsekwencja tych zdarzen moze by¢
przerwanie lub ostabienie kontaktu na linii komérka — ECM 1 zmiana lub nawet zahamowanie
wewnatrzkomorkowego szlaku przekaznictwa. Koncowym efektem utraty interakcji komorki

z otoczeniem jest jej Smier¢ okreslana terminem ,,anoikis” (Cunningham 1 wsp. 2005).
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1. 9. Integryny i wewnatrzkomorkowe szlaki przekaznictwa

sygnalow z macierzy zewngtrzkomorkowej

Prawidlowy przebieg podstawowych proceséw biologicznych takich jak proliferacja,
migracja, réznicowanie czy apoptoza wymaga skoordynowanego wspoétdziatania elementow
macierzy zewnatrzkomorkowej i receptoréw zlokalizowanych na powierzchni komorki.
Hipotetyczny schemat takiego wspoldziatania ilustruje rycina 6. W OUN istotna rolg petnia
receptory zwane integrynami. Sa to heterodimeryczne receptory transblonowe, zbudowane
z podjednostek o 1 B potaczonych wiazaniem nie-kowalencyjnym. Dotychczas opisano
18 podjednostek o 1 8 podjednostek B, ktéorych kombinacja warunkuje specyficznosé
substratowa receptorow (Bjorklund i Koivunen 2005; D’Abaco i Kaye 2007; Hynes 2002).
Integryny nie posiadaja aktywnosci katalitycznej, ale ulegaja fosforylacji. Jest to jeden ze
sposobow regulacji oddziatywan domen cytoplazmatycznych receptorow z licznymi biatkami
adaptorowymi i sygnatowymi (Fagerholm i wsp. 2004). Kluczowym biatkiem, bioracym udziat
w przekazywaniu sygnatow od btonowych receptorow integrynowych do wngtrza komorki,
jest niereceptorowa kinaza tyrozynowa zwana kinaza kontaktoéw adhezyjnych lub kinaza FAK
(ang. Focal Adhesion Kinase). Umozliwia ona odpowiedz komoérki na zmiany w skladzie
macierzy zewnatrzkomorkowej (Astier i wsp. 1997; Lim 1 wsp. 2004; Schlaepfer i Hunter
1998). Zwiazanie liganda zewnatrzkomoérkowego przez receptor integrynowy wywoluje
zmiany konformacyjne biatka kinazy, dzigki ktérym mozliwe jest przytaczenie okoto 50 biatek
sygnatowych 1 strukturalnych utozonych w hierarchicznie aktywowany kompleks adhezyjny.
Kompleks ten jest nie tylko fizycznym tacznikiem migdzy zewnatrzkomdérkowym substratem,
ale takze miejscem inicjacji wielu komorkowych $ciezek sygnalowych, na ktore skladajq sig
kaskady fosforylacji szeregu biatek efektorowych (Carragher i Frame 2004; Hynes 2002).
Kinaza FAK jednoczes$nie wiaze cytoplazmatyczne domeny receptorow czynnikoOw wzrostu,
przyczyniajac si¢ do integracji obu typow szlakow sygnatowych (Sieg i wsp. 2000).

Zwiazanie domeny cytoplazmatycznej B integryny warunkuje autofosforylacje Tyr
397 1 odstonigcie miejsca wiazania biatek z domena SH2, migdzy innymi kinaz z rodziny Src.
Przytaczenie kinazy Src powoduje dalsze zmiany konformacyjne i maksymalna aktywacjg
kinazy FAK, a w konsekwencji fosforylacj¢ kolejnych tyrozyn w jej czasteczce. Substratami
aktywnej/ufosforylowanej kinazy FAK moga by¢ zaréwno kinazy aktywowane mitogenami
(MAP kinazy) jak i kinaza PI3K/Akt (ang. phosphoinositide-3-kinase/serine/threonine protein
kinase Akt).

Fragmentaryczne dane literaturowe wskazuja, ze zarowno integryny jak i kinaza FAK
oraz wymienione wyzej biatka efektorowe sa zaangazowane w regulacj¢ neurogenezy. Integryny
B1 biora udziat w embriogenezie (Graus-Porta i wsp. 2001), sa ekspresjonowane na powierzchni
ludzkich progenitoréw neuralnych i biora udziat w procesie migracji i réznicowania (Marchetti
1 wsp. 2010; Mobley i McCarty 2011; Tate 1 wsp. 2004).
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Rycina 6. Schemat wewnatrzkomérkowego szlaku przekaZnictwa sygnalu z ECM. Wg. van
Nimwegena (van Nimwegen i van de Water 2007), zmodyfikowany.

Kinaza kontaktoéw adhezyjnych uczestniczy w rozwoju mozgu (Beggs 1 wsp. 2003)
1 w embriogenezie, o czym $wiadczy wysoka smiertelnos¢ embrionéw z wylaczona funkcja
kinazy (Ili¢ 1 wsp. 1995; Weis 1 wsp. 2008). Podkreslany przez wielu badaczy udziat kinazy
FAK w procesie proliferacji i réznicowania wynika prawdopodobnie z aktywacji kinaz MAP
— kinazy ERK (ang. extracellular signal-related protein kinase) i kinazy JNK (ang. c-Jun NH2
terminal kinase) (Song i wsp. 2002b; Weston i wsp. 2002) oraz kinazy Akt/PKB (Campos i wsp.
2004; Tate 1 wsp. 2004). Jest to zgodne z obserwacja, ze zahamowanie aktywnosci fosfataz
tyrozynowych skutkowato wzrostem aktywnosci kinaz Akt/PKB i1 ERK oraz stymulacja
proliferacji komorek progenitorowych w SVZ (Matsumoto 1 wsp. 2006) jak rowniez w warstwie
ziarnistej hipokampa (Shioda i wsp. 2008).

Do tej samej podrodziny biatkowych kinaz tyrozynowych zaliczana jest takze bogata
w proling kinaza PYK2 (ang. proline rich tyrosine kinase 2), rozpoznana poczatkowo jako
kinaza tyrozynowa aktywowana czynnikami podnoszacymi st¢zenie wewnatrzkomorkowe
Ca?" PYK2 znana jest z literatury takze jako CAKPB, RAFTK, lub CADTK. Gen kodujacy
PYK2 powstat prawdopodobnie w wyniku duplikacji genu kodujacego pierwotna wersje FAK.
Oba geny charakteryzuja si¢ 45% homologia sekwencji nukleotydowe;j (Corsi 1 wsp. 2006).
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Ekspresje PYK2 znaleziono w r6znych obszarach mézgu (Avraham 1 wsp. 1995; Xiong i wsp.
1998). Liczni autorzy sugeruja, ze PYK2, podobnie jak FAK, bierze udziat w przekazywaniu
sygnalow z receptorow integrynowych, co zostato potwierdzone w oparciu o badania ré6znych
typéw komorek (Astier 1 wsp. 1997; Duong 1 Rodan 2000). Ufosforylowany na resztach
tyrozynowych enzym aktywuje, podobnie jak FAK, kinazy MAP i kinaz¢ Akt (Chen 1 wsp.
1996) 1 moze kompensowac brak kinazy FAK w komorkach nie-neuronalnych (fibroblastach
1 komorkach nowotworu piersi) (Fan 1 Guan 2011; Sieg i wsp. 1998; Ueki 1 wsp. 1998). Pewna
ilo$¢ publikowanych danych wskazuje na negatywna role PYK2 w procesach regulacji cyklu
komoérkowego. Takie negatywne dziatanie ma by¢ zwiazane z aktywacja $ciezek sygnatowych
z udzialem JNK (Zhao 1 wsp. 2000). Bardzo mato wiadomo na temat zaangazowania kinazy
PYK2 w regulacje proceséw rozwojowych komorek macierzystych. Interesujacym wydaje si¢
by¢ odkrycie obecnosci PYK2 w jadrach komoérek OUN. Taka lokalizacja sugerowa¢ moze
udziat kinazy w procesach transkrypcyjnych (Aoto i wsp. 2002) i by¢ moze w procesach

zwiazanych z neurogeneza.
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2. Z.ALOZENIA I CEL PRACY

Na prze strzeni ostatnich dziesigciu lat zgromadzono szereg dowodow wskazujacych
ze niedokrwienie moézgu stymuluje neurogenezg u dorostych gryzoni. Podwyzszona aktywnos¢
proliferacyjna progenitoréw neuralnych w okolicach neurogennych: strefie okotokomorowe;j
oraz warstwie podziarnistej hipokampa, migracj¢ do uszkodzonych struktur moézgowia oraz
réznicowanie do odpowiednich fenotypow opisano w réznych typach niedokrwienia. Mecha-
nizmy stymulujace odpowiedZz neurogenna po uszkodzeniu niedokrwiennym dotychczas nie
zostaty w pelni zdefiniowane. Niedokrwienie mézgu uruchamia szereg roéwnolegle przebiega-
jacych szlakow biochemicznych, z ktérych kazdy moze wptywaé na poszczeg6lne etapy neu-
rogenezy.

Zgodnie z ogolnie akceptowana hipoteza gldéwnym czynnikiem sterujacym rozwojem
komorek macierzystych po epizodzie niedokrwiennym jest ich §rodowisko, w ktorym kluczo-
wa rolg pelnia biatka macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM) oraz ich receptory umieszczone na
powierzchni komorki. Przemodelowanie struktury macierzy przy udziale aktywowanych nie-
dokrwieniem zewnatrzkomodrkowych enzymow proteolitycznych, gtdéwnie metaloproteinazy-2
1 metaloproteinazy-9, zmienia charakter interakcji komorki z otaczajacym srodowiskiem. Kon-
sekwencja tych zdarzen moze by¢ modulacja wewnatrzkomérkowego przekaznictwa sygnatow
1 podjecie decyzji o przejsciu komorki macierzystej na kolejne etapy rozwoju. Wyjasnienie roli
sygnatu z macierzy zewnatrzkomorkowej w neurogenezie poniedokrwiennej nie byto dotych-

czas tematem podejmowanych prac eksperymentalnych.

Podstawowym celem podjetych badan bylo okreSlenie udzialu przekaznictwa sygnalu
z macierzy zewngtrzkomorkowej w neurogenezie po niedokrwieniu mozgu dorostego

myszoskoczka mongolskiego.

W badaniach zastosowano ogolnie akceptowany model niedokrwienia mézgu myszoskoczka
mongolskiego, ktore indukuje wybidrcze uszkodzenie neurondéw piramidowych rejonu CAl
hipokampa (czgs¢ grzbietowa hipokampa), przy zachowaniu niezmienionej struktury zakrgtu
zgbatego (czg$¢ brzuszna).

Dla realizacji podstawowego celu pracy zaplanowano nastgpujace cele szczegotowe:

1. Okreslenie stopnia neurogenezy w hipokampie mozgu myszoskoczka mongolskiego
w rdznym czasie po przywroceniu krazenia.

2. Okreslenie aktywnos$ci metaloproteinaz (zelatynaz) — metaloproteinazy 2
1 metaloproteinazy 9 w hipokampie mozgu myszoskoczka mongolskiego w réoznym
czasie po przywroceniu krazenia.

3. Zbadanie wptywu inhibitorow metaloproteinaz na proliferacj¢ i réznicowanie komoérek
linii HUCB-NSC.

4. Okreslenie ekspresji i aktywnosci kinaz (FAK, PYK2, Src, AKT, ERK, JNK) lezacych
na szlaku przekaznictwa sygnalu z macierzy zewnatrzkomorkowej w hipokampie
modzgu myszoskoczka mongolskiego w rdznym czasie po przywroceniu krazenia oraz
w komorkach linit HUCB-NSC.
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3. MATERIALY I METODY

3. 1. Material doswiadczalny

Wszystkie eksperymenty przeprowadzone byly na zwierzetach pochodzacych
z hodowli IMDiK PAN. Zwierzgta przebywaty w klatkach w pomieszczeniu o standardowych
warunkach laboratoryjnych (temperatura 22°C, stata wilgotnos¢) i do momentu doswiadczenia
byty karmione i pojone ad libitum z zachowaniem naturalnego cyklu dobowego.

Eksperymenty w ukladzie in vivo prowadzone byly na dorostych myszoskoczkach
mongolskich (Meriones unguiculatus) ptci meskiej o masie ciata 60-70g w pierwszym dniu
doswiadczenia.

Procedury doswiadczen zostaly zatwierdzone przez IV Lokalna Komisje Etyczna ds.
Doswiadczen na Zwierzetach w Warszawie.

Czes¢ badan zostata wykonana na statej linii neuralnych komorek macierzystych ludzkie;j

krwi pepowinowej (HUCB-NSC).

3. 2. Badania in vivo

3. 2. 1. Model calkowitego niedokrwienia mozgu.

Niedokrwienie mozgu indukowano przez zaci$nigcie chirurgicznymi klipsami
naczyniowymi obu tetnic szyjnych wspolnych na okres 5 minut. W czasie zabiegu stosowano
narkozg halotanowa. Zwierzgta oddychaty poczatkowo mieszaning 2,5% halotanu w O,/N,O
(30:70, v/v), po czym stezenie halotanu obnizano do 1,5%. Podczas zabiegu utrzymywano stata
temperaturg ciala zwierzecia (37°C, pomiar per rectum) przez uzycie stolika grzewczego. Po
zakonczeniu epizodu niedokrwiennego klipsy naczyniowe usuwano. Aby zapobiec hipotermii
poniedokrwiennnej po zabiegu zwierzg¢ta umieszczano na okres dwoch godzin pod lampa
grzewcza. Grupg kontrolng stanowily myszoskoczki mongolskie poddane catej procedurze
zabiegowej, ale bez zaciskania tgtnic szyjnych. Czas przezycia zwierzat po przywroceniu
krazenia (reperfuzji) wynosit 6, 9, 11, 14, 21 1 28 dni.

Wybor myszoskoczka mongolskiego podyktowany byl wystepujaca u tego gatunku
anomalia budowy tetnic podstawy modzgu polegajaca na braku tetnic taczacych tylnych kota
Willisa. Eksperymentalne zatrzymanie krazenia krwi w obu tgtnicach szyjnych wspolnych
prowadzi do catkowitego niedokrwienia przodomoézgowia. Konsekwencja tego stosunkowo
prostego zabiegu jest selektywne uszkodzenie neuronéw warstwy piramidowej w rejonie CA1

(R6g Ammona, Cornu Ammoni) hipokampa.
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3. 2. 2. Analiza wbudowania 5-bromo-2-deoksyurydyny (BrdU)

Zdolnos¢ komoérek do proliferacji okreslano stopniem wbudowania BrdU do DNA
podczas jego replikacji w fazie S cyklu komdrkowego. Dla detekcji wbudowanych czasteczek
zastosowano przeciwciato anty-BrdU.

BrdU podawano myszoskoczkom mongolskim dootrzewnowo w roztworze soli
fizjologicznej (0.9% roztwor NaCl) z dodatkiem 0.07% NaOH zgodnie z podanymi nizej
protokotami:

- w cze$ci doswiadczen zwierzgta otrzymywaty jednorazowe iniekcje znacznika w dawce 50
mg/kg masy ciala 24 godziny przed pobraniem materiatu do analizy. T¢ procedurg stosowano
w celu okreslenia dynamiki wbudowania BrdU w r6znych sekwencjach czasu po niedokrwieniu
(6-28 dni)

- w pozostatych doswiadczeniach zwierzeta otrzymywaty iniekcje BrdU dwa razy dziennie,
kazdorazowo 50 mg/kg masy ciata przez 3 kolejne dni, poczawszy od 6 dnia po indukcji
niedokrwienia. Material do analizy pobierano po 7, 14 1 28 dniach po przywrdceniu krazenia.

Taki sposob postgpowania pozwalal na okreslenie fenotypu komdrek wbudowujacych znacznik.

3. 2. 3. Pobranie materialu do badan

W zalezno$ci od charakteru planowanych analiz zwierz¢ta dekapitowano po uprzedniej
perfuzjilub zjej pominigciem. Myszoskoczki przeznaczone do badania endogennej neurogenezy
byly usypiane Vetbutalem i perfundowane przez serce poczatkowo buforowana sola fizjologiczna
(PBS, 80 mM Na,HPO,, 20 mM NaH_PO, pH 7.5, 100 mM NaCl) schtodzona do temperatury 4°C
a nastgpnie buforowanym 4% roztworem paraformaldehydu (PFA; SIGMA). Po zakonczeniu
perfuzji zwierzgta dekapitowano 1 wyizolowane mozgi dodatkowo utrwalano przez 3 godziny
w 4% PFA w temperaturze 4°C. Utrwalong tkank¢ poddawano krioprotekcji przez 12 godzin
w 20% roztworze sacharozy w 0,1 M PBS w 4°C. Tak przygotowany material mrozono
w suchym lodzie i przechowywano w temperaturze -70°C do czasu dalszego postgpowania
eksperymentalnego.

Bezposrednio przed wykonaniem skrawkow zamrozone mozgi byly przenoszone
do kriostatu, doprowadzane do temperatury -20°C i krojone w ptaszczyznie czolowej na skrawki
o grubos$ci 25 um. Plywajace skrawki przechowywano w temp. -20°C w buforze zapobiegajacym
zamrozeniu tkanki (0,01 M NaH,PO,, 0,04 M Na HPO,, 30% glikol etylenowy, 30% gliceryna).

Zwierzgta przeznaczone do badan aktywno$ci metaloproteinaz metoda zymografii
in situ oraz do badan immunochemicznych metoda Western Blottingu byly dekapitowane
z pominigciem perfuzji. Dla okreslenia aktywnosci metaloproteinaz wyizolowane mozgi
mrozono natychmiast na suchym lodzie i przechowywano w temp. -70°C do czasu
przygotowania skrawkow. Pocigte na kriostacie skrawki umieszczano na odtluszczonych
szkietkach podstawowych pokrytych 2% roztworem silanu (SIGMA) w acetonie (Eurochem)

1 poddawano dalszej analizie.
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Do badan immunochemicznych pobrane moézgi chlodzono w roztworze soli
fizjologicznej, a nastgpnie izolowano z nich hipokampy. Hipokampy dzielono pod binokularem
wzdhuz szczeliny (fissura) na fragment grzbietowy zawierajacy wrazliwe na niedokrwienie
komorki rejonu CA1 oraz oporna na uszkodzenie niedokrwienne czg$¢ brzuszna z zakrgtem
zebatym 1 strukturami CA2-4. Wszystkie czynnosci wykonywano w temperaturze 0-4°C.
Wyizolowane struktury mrozono natychmiast w suchym lodzie i do momentu wykonania

oznaczen przechowywano w temperaturze -70°C.

3. 2. 4. Analiza immunohistochemiczna

W celu okres$lenia stopnia proliferacji progenitoréw 1 identyfikacji fenotypu komoérek
wykonano szereg reakcji immunohistochemicznych stosujac znaczniki specyficzne
dla okreslonych fenotypéw komorek neuralnych. Oceng stopnia proliferacji komorek
progenitorowych przeprowadzono na podstawie reakcji z monoklonalnym szczurzym
przeciwcialem anty-BrdU. Fenotyp komorek neuralnych w hipokampie moézgu okreslano
w oparciu o identyfikacje bialek ulegajacych ekspresji w mtodych lub dojrzaltych komoérkach
neuronalnych (NF200 i NeuN) oraz w astrocytach (GFAP). Listg stosowanych przeciwciat
pierwszorzedowych zamieszczono w tabeli (Tabela nr 1).

Przed wykonaniem reakcji przygotowane skrawki moézgu plukano roztworem PBS
(3 x 5 min., temp. 20°C). Dla detekcji komorek BrdU-pozytywnych inkubowano skrawki
w 2 M HCI (60 minut, temp. 37°C) w celu denaturacji DNA. Kwasne $srodowisko rownowazono
przy pomocy 0,1 M buforu boranowego (0,2 M kwas borny, 0,05 M boraks, pH 8,4) (3 x 5 min.,
temp. 20°C) 1 ptukano ponownie w PBS (3 x 5 min., temp. 20°C).

Niespecyficzne wiazanie przeciwciat blokowano permeabilizujac réwnocze$nie btony
komorkowe przez inkubacje (1 godz. w temp. 20°C) w 10% surowicy krwi koziej (Gibco)
w PBS (pH 7,4) zawierajacej 0.5% Tritonu X 100. Skrawki mdzgu inkubowano (12 godz.
w temp. 4°C) z odpowiednimi przeciwciatami pierwszorzegdowymi rozcienczonymi w PBS.
W celu immunodetekcji dwoch antygendw na tym samym preparacie inkubacj¢ z kolejnym
przeciwcialem pierwszorzgdowym prowadzono przez 1 godzing w temp. 20°C.

Dla rozwinigcia reakcji barwnych skrawki inkubowano z odpowiednimi przeciwciatami
drugorzedowymi skoniugowanymi z fluorochromami przez 1 godz. w temperaturze pokojowej
w komorze bez dostgpu $wiatla. Rodzaj stosowanych przeciwciat drugorzgdowych podano
w formie tabeli (Tabela nr 2). Nadmiar czynnika blokujacego jak i stosowanych przeciwciat,
usuwano przez kolejne ptukania (3 x 5 minut w PBS). Jadra komoérek barwiono 5 pM roztworem
Hoechst33258 (Sigma)w PBS (pH 7,4) w temp. 20°C przez 30 min. Po odptlukaniuniezwiazanego
barwnika (3 x 5 min. w PBS) preparaty przenoszono na szkietka podstawowe i1 zamykano
przy uzyciu medium - Fluorescent Mounting Medium (Dako), ktére zapobiegalo wygaszaniu
emitowanej fluorescencji. Dla kontroli specyficznos$ci reakcji immunohistochemicznych

stosowano te same procedury z pominigciem przeciwciala pierwszorzgdowego. Do momentu
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analizy preparaty przechowywano w zaciemnionych pojemnikach w temperaturze 4°C.

Przeciwciala Rozcienczenie
Fenotyp Producent
(gospodarz) (izotyp)
. . . Monoklonalne anty-BrdU 1:200
Komorki proliferujace Serotec
(szczur) (IgG2a)
.. . . Monoklonalne anty-Ki67 1:100
Komorki proliferujace Novocastra
(mysz) (IgGl)
Monoklonalne anty-NF200 ) 1:500
Miode neurony Sigma
(mysz) (IgG1)
Monoklonalne anty-Tuj1 1:750
Milode neurony Covance
(mysz) (IgG2a)
. Monoklonalne anty-NeuN . 1:500
Dojrzale neurony Chemicon
(mysz) (IgG1)
. Monoklonalne anty-MAP2 . 1:500
Dojrzale neurony Sigma
(mysz) (IgGl)
Astrocyty, neuralne Poliklonalne anty-GFAP il 1:1000
ako
komoérki macierzyste  (krolik) (IgG(H+L))
Poliklonalne anty-S1008 1:1000
Astrocyty . Swant
(krolik) (IgG(H+L))
. Monoklonalne anty-GALC i 1:200
Oligodendrocyty Chemicon
(mysz) (1gG3)

Tabela 1. Przeciwciala pierwszorzgdowe uzyte w badaniach immunocyto- i -histochemicznych.

Rozcienczenie
Przeciwciala Fluorochrom Producent
(Izotyp)
1:1000
Anty-szczurze FITC Bethyl
(IgG2a)
Anty-mysi Invit 1:500
ney-myste Alexa Fluor 546 PVIosen
(IgGT)
. Invitrogen 1:500
Anty-mysie Alexa Fluor 546
(IgG3)
. . 1:500
Anty-mysie Alexa Fluor 488 Invitrogen
(IgGI)
. . 1:500
Anty-krolicze Alexa Fluor 546 Invitrogen
(IgG(H+L))

Tabela 2. Przeciwciala drugorzgdowe uzyte w badaniach immunocyto- i -histochemicznych.
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3. 2. 5. Oznaczenie aktywnoS$ci metaloproteinaz (MMP-2 i MMP-9) metoda

zymografii in situ

Aktywno$¢ metaloproteinaz (zelatynaz) MMP-2 1 MMP-9 okreslano metoda
zymografii in situ, oparte] na zdolnosci obu form enzymatycznych do proteolizy Zelatyny.
Zamrozone skrawki mozgoéw myszoskoczka mongolskiego ptukano 3 x 5 min. w PBS,
anastgpnie inkubowano z zelatyna skoniugowana z FITC, rozcieficzong w buforze aktywujacym
o skfadzie: Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, NaCl 200 mM, CaCl, 5 mM, NaN, 0,02%. Koncowe
stezenie substratu wynosito 50 pg/ml. Inkubacjg prowadzono przez 3h w 37°C w zaciemnione]
wilgotnej komorze. Wyktadnikiem aktywnosci MMP-2 i -9 byla intensywnos$¢ fluorescencji
emitowanej proporcjonalnie do stopnia proteolizy substratu. Po inkubacji preparaty plukano
w PBS (3 x 5 min., temp. 20°C), po czym utrwalano w buforowanym 4% roztworze PFA przez
20 min. w temp. 20°C. Nadmiar PFA usuwano przez ponowne ptukanie preparatow w PBS
(3 x 5 min., temp. 20°C). Nastgpnie preparaty zamykano w medium Fluorescent Mouting (Dako),
suszono przez 12 godz. w temp. pokojowej i przechowywano w zaciemnionych pojemnikach
w temperaturze 4°C. W celu wykluczenia niespecyficznej fluorescencji niektdre preparaty
inkubowano w obecnosci 1 mM roztworu 1,10-O-fenantroliny, inhibitora metaloproteinaz
o szerokim spektrum dzialania. Preparaty ogladano w mikroskopie fluorescencyjnym Axiovert
25 (Carl Zeiss) i w mikroskopie konfokalnym (Carl Zeiss). Wizualizacj¢ mikroskopowa opisano
w jednym z kolejnych podrozdziatow.

Fenotyp komorek  prezentujacych  aktywno§¢  Zelatynolityczna  okreslono
immunohistochemicznie. Po przeprowadzonej zymografii preparaty ptukano w PBS (3 x 10
min.), inkubowano w mieszaninie blokujacej (10% surowica kozia + 0.5% Triton X 100),
a nastgpnie inkubowano przez noc w 4°C z przeciwcialami specyficznymi dla neurondéw
(NF200 1 NeuN) lub astrocytéw (GFAP). Jadra komoérek wybarwiano odczynnikiem Hoechst

33258, zgodnie z opisem zamieszczonym w podrozdziale 3.2.4.

3. 2. 6. Analiza ekspresji bialka metoda Western blot

3.2.6.1. Przygotowanie prob i pomiar stezenia bialka

Fragmenty grzbietowy 1 brzuszny hipokampa zawieszano w 10-krotnej objgtosci
buforu lizujacego RIPA (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P40, 0.1%
dodecylosiarczanu sodu - SDS, z dodatkiem inhibitoroéw fosfataziproteaz— 1 mM ortovanadianu
sodu, 5 pg/ml leupeptyny, 5 pug/ml aprotyniny, 5 pg/ml pepstatyny A, 0.1 mg/ml PMSF)
1 homogenizowano rgcznie przy pomocy szklano-teflonowego homogenizatora. Homogenaty
inkubowano na lodzie przez 45 min. po czym wirowano przez 30 min. przy 11000 rpm
w temp. 4°C. W nadsaczach otrzymanych po wirowaniu oznaczano st¢zenie biatka metoda
Lowry (podrozdziat 3.2.6.5). Ten sam sposob postgpowania stosowano w przypadku komorek
HUCB-NSC.
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3.2.6.2. Elektroforeza SDS-PAGE bialek

Przed elektroforeza probki biatka denaturowano przez 5 minut w temp. 100°C
z barwnym buforem obcigzajacym o wlasciwosciach redukujacych (62,5 mM Tris-HCI o pH
6,8; 10% glicerol, 2% SDS, 1,5% p-merkaptoetanol, 0,05% blekit bromofenolowy). Bufor
dodawano w stosunku objgtosciowym 1:5 do roztworu biatka. Jednowymiarowa elektroforeze
bialek w ukfadzie nieciaglym Laemmliego prowadzono w zelu poliakrylamidowym (4% zel
zageszczajacy 17.5, 10 lub 12% zel rozdzielajacy w zaleznosci od ruchliwosci elektroforetycznej
analizowanego biatka) w buforze elektrodowym (25 mM TRIS, 192 mM glicyna z dodatkiem
0,5% SDS). Ilo$¢ catkowitego biatka naktadanego do studzienek poliakrylamidowych okreslano
po wstegpnej analizie zaleznos$ci sygnalu chemiluminescencyjnego w funkcji ilosci biatka.
Naktadano po 50 pg biatka, po czym rozdzielano je przy stalym napigciu pradu wynoszacym 180

V przez okoto 45 minut w aparacie do elektroforezy wertykalnej wzglgdem biatek wzorcowych.

3.2.6.3. Przenoszenie bialek na blong¢ nitrocelulozowa — elektroblotting

Rozdzielone w wyniku elektroforezy biatka przenoszono na membrang nitrocelulozowa
0.45 um Hybond-Extra C (Amersham) w buforze do przenoszenia (transferu) o sktadzie:
25 mM Tris-HCI, pH 8.3, 192 mM glicyna, 20% metanol (Towbin i wsp. 1992). Zel
1 membrang umieszczano odpowiednio pomi¢dzy namoczonymi w buforze do przenoszenia
bibutami Whatman 3 mm 1 porowatymi materialami dociskajacymi w kasetach aparatu
do mokrego elektrotransferu. Czas przenoszenia przy stalym napigciu  pradu
100 V 1 natgZeniu nieprzekraczajacym 300 mA wynosit 90 minut. Jako$¢ rozdziatu
elektroforetycznego 1 przeniesienia biatlek oceniano wizualnie poprzez niespecyficzne,
odwracalne barwienie membrany 1% roztworem czerwieni Ponceau S (Sigma)
w  0.1% kwasie octowym oraz wybarwienie zeli bigkitem Coomassie (Fluka).
Zabarwione membrany odplukiwano woda destylowana, po czym przeniesione

na membrany biatka poddawane byly analizie immunochemiczne;j.

3.2.6.4. Immunodetekcja bialek

Immunodetekcj¢  biatek  prowadzono ze  specyficznymi  przeciwcialami
pierwszorzegdowymi (zgodnie z protokotami podanymi przez producenta), zamieszczonymi
w tabeli nr 3 a nastgpnie z przeciwcialami drugorzegdowymi sprzgzonymi z peroksydaza
chrzanowa (Tabela 4). Po transferze bialek wolna powierzchnig¢ btony blokowano roztworem
5% odtluszczonego mleka w PBS-T (80 mM Na,HPO, 20 mM NaH,PO, pH 7.5, 100 mM
NaCl) lub (w przypadku analizy bialek ufosforylowanych) w 5% roztworze albuminy wotowe;j
w TBS-T (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM NacCl) z dodatkiem 0,05% Tween 20 przez
1 godzing w temperaturze pokojowej lub 12 godz. w temp. 4°C. Nadmiar czynnika blokujacego
oraz stosowanych przeciwcial pierwszo- i drugorzedowych usuwano przez kolejne ptukania
(3 x 5 min.) w PBS-T lub TBS-T. Inkubacj¢ z przeciwcialem pierwszorzgdowym (swoistym

wzgledem danego antygenu), zawieszonym w PBS-T lub TBS-T, prowadzono przez noc
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w temperaturze 4°C. Inkubacj¢ z przeciwciatem drugorzedowym zawieszonym w buforze
z dodatkiem 2% mleka lub 2% albuminy wotowej prowadzono przez 2 godziny. Warunki reakcji
z przeciwciatami przedstawiono w tabelach 3 1 4.

Dla uwidocznienia reakcji stosowano metod¢ wzmocnionej chemiluminescencji
(ECL), czyli emisji $wiatta towarzyszacej reakcji chemicznej, katalizowanej przez zwigzane
przeciwciato drugorzedowe. Korzystano z zestawu firmy Amersham (ECL™ Western blotting
detection reagents and analysis system). Immunoreakcj¢ przenoszono na klisz¢ Hyperfilm™-
ECL (Amersham). Natezenie immunoreaktywnosci, bedace wyznacznikiem poziomu badanego
biatka, okreslano densytometrycznie w zakresie liniowego przebiegu przy pomocy densytometru
firmy LKB (Ultrascan XL) i programu GelScan.

Dla kontroli specyficzno$ci immunoreakcji zastosowano identyczna procedurg
z pominigciem przeciwciala pierwszorzegdowego. Dla wyeliminowania ewentualnych bigdow
wynikajacych z niewlasciwej ilosci natozonego na zel biatka oprocz analizy wizualnej
bton wybarwionych czerwienia Ponceau przeprowadzano reakcj¢ immunochemicznag
z przeciwciatem skierowanym przeciwko -aktynie.

Analiz¢ densytometryczng przeprowadzono za pomoca oprogramowania LabScan 6.0

oraz ImageQuant TL.

3.2.6.5. Oznaczanie st¢zenia biatka metoda Lowry

Probki biatka i wzorcowej albuminy surowicy bydlgcej — BSA (5 pg/ul, 10 pg/ul lub 15
ug/ml) przygotowano zgodnie z protokotem producenta odczynnikéw. Mieszanina reakcyjna
w koncowej objgtosci 460 ul zawierata: 2 pl biatka, 8 ul wody, 50 pl odczynnika A (BIO-
RAD) 1 400 pl odczynnika B (BIO-RAD). Ilo$¢ barwnej soli kompleksowej proporcjonalne;j
do ilosci biatka mierzono po 15 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej wobec proby
odniesienia (nie zawierajacej biatka) przy dtugosci fali 750 nm korzystajac ze spektrofotometru
DU-65 (Beckman). Wartosci absorbancji badanych probek przeliczano wzgledem krzywe;j

standardowej BSA (krzywa zaleznos$ci absorbancji od stezenia biatka).

3. 3. Badania in vitro

3. 3. 1. Hodowla komorek linii HUCB-NSC

Neuralne komorki macierzyste pochodzace z ludzkiej krwi pgpowinowej - HUCB-
NSC (Buzanska i wsp. 2006) hodowano w pozywce DMEM/F12 z niska zawarto$cia ptodowe;]
surowicy bydlecej (2% FBS, Gibco), wzbogaconej insuling, transferyna i selenianem sodu
(ITS 1:100, Gibco) z dodatkiem antybiotykéw (AAS 1:100, Sigma). Hodowle prowadzono
w inkubatorze zapewniajacym warunki atmosferyczne okreslane jako standardowe (atmosfera
powietrza z zawartoscia 5% CO, o wilgotnosci 95%, i temperaturze 37°C). Komorki HUCB-

NSC hodowane w takiej pozywce rosna w postaci dwoch frakcji: komoérek ptywajacych
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Przeciwciala
Producent Rozcienczenie
(gospodarz)
Poliklonalne anty-FAK
- Santa Cruz 1:100
(krolik)
Poliklonalne anty-fosfo-FAK (Tyr397) (krdlik) Biosource 1:100
Monoklonalne anty-PYK2
Upstate 1:1000
(mysz)
Poliklonalne anty-fosfo-PYK2 (Tyr402) (krdlik) Biosource 1:500
Poliklonalne anty-Akt . .
L. Cell Signalling 1:1000
(krolik)
Poliklonalne anty-fosfo-Akt (Ser473) (krolik) Cell Signalling 1:1000
Poliklonalne anty-JNK ) )
- Cell Signalling 1:1000
(krolik)
Poliklonalne anty-fosfo-JNK (Thr183/Tyr185) . .
. Cell Signalling 1:1000
(krolik)
Monoklonalne anty-ERK1/2 . .
Cell Signalling 1:1000
(mysz)
Poliklonalne anty-fosfo-ERK1/2 (Thr202/Tyr204) ) .
. Cell Signalling 1:1000
(krolik)
Monoklonalne anty-Src o
. Millipore 8:1000
(mysie)
Monoklonalne anty-fosfo-Src (Tyr416) o
Millipore 1:1000
(mysz)
Poliklonalne anty-fAktyna . .
Sigma Aldrich 1:100

Tabela 3. Przeciwciala pierwszorzgdowe uzyte w badaniach immunochemicznych.

Przeciwciala Producent Rozcienczenie

Anty-Kkrélicze Sigma Aldrich 1:8000

Anty-mysie Amersham Biosciences 1:4000

Tabela 4. Przeciwciata drugorzedowe uzyte w badaniach immunochemicznych.
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w toni (niezroznicowanych) 1 przylegajacych do podloza (czg$ciowo zroéznicowanych
ukierunkowanych progenitorow neuralnych). Pozywke wymieniano dwa razy w tygodniu.
Komoérki przylegajace trypsynizowano (5 min., 37°C ), a nastgpnie wirowano przez
3 min. przy predkosci 1000 rpm. Skumulowane obie pule komorek wysiewano w gestosci
10* komoérek/cm? na plytki 24-dotkowe (NUNC) ze szkietkami pokrytymi fibronektyna (10 pg/
ml w PBS). Przed przeniesieniem komorek pokryte roztworem fibronektyny ptytki inkubowano
12 godzin w temperaturze 4°C, po czym nadmiar substratu usuwano 1 ptytki ptukano roztworem
PBS o temperaturze 30°C. Po uzyskaniu jednowarstwowo rosnacej hodowli komorek
z medium inkubacyjnego wycofano surowicg. Dalsza hodowlg prowadzono w obecnosci /lub
nieinhibitor6w MMPs—SB-3CT,GM6001 lubdoksycykliny. Czes¢doswiadczenprzeprowadzono
w obecnosci inhibitora proteinaz serynowych - Pefabloku SC lub inhibitora furyn — Dec-RVKR-
CMK. Stezone roztwory GM6001 (1 mM) 1 SB-3CT (50 mM) przygotowano w DMSO tak,
aby koncowe stgzenie DMSO nie wywierato efektu cytotoksycznego na hodowane komorki.
Doksycykling i pozostate inhibitory rozpuszczono w PBS. Stezenia stosowanych zwiazkow

farmakologicznych podano w tabeli 5. Media hodowli kontrolnych zawieraty odpowiednie

rozpuszczalniki. Hodowlg komoérek prowadzono przez 4, 8 lub 14 dni.

Inhibitor Producent Stezenie koncowe
GM6001 (inhibitor metaloproteinaz o szerokim | .

Sigma-Aldrich 25 uM
spektrum)
Doksycyklina (nie-specyficzny inhibitor) Sigma-Aldrich 60 uM
SB-3CT (specyficzny dla MMP-9 i MMP-2) Sigma 10 uM
Pefablok SC (inhibitor proteinaz serynowych) Roche 5mM
Dec-RVKR-CMK (inhibitor furyn) Calbiochem 50 uM

Tabela 5. Wykaz inhibitorow zastosowanych w hodowli komérek HUCB-NSC.

3. 3. 2. Dynamika wzrostu liczby komo6rek HUCB-NSC w hodowli

Komorki (w tej samej ilosci) wysiewano na plytki pokryte fibronektyna. Po 4 1 8 dniach
hodowli prowadzonej w obecnosci /lub bez inhibitorow medium hodowlane wymieniano na
medium zawierajace 10% Alamar Blue (Invitrogen). Po inkubacji (3 godz. w temperaturze
37°C) oznaczano poziom fluorescencji przy uzyciu spektrofluorymetru (MultiScan Ascent FL
LabSystems Oy, Helsinki) przy dlugosci fali wzbudzenia 545 nm 1 emisji 590 nm. Poziom

fluorescencji (proporcjonalny do liczby przezywajacych komoérek) w oparciu o sporzadzona
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krzywa wzorcowa byt przetozony na liczbe zywych komérek HUCB-NSC w hodowli.

3. 3. 3. Analiza immunocytochemiczna

W celu okreslenia stopnia proliferacji oraz fenotypu komérek HUCB-NSC wykonano
szereg reakcji immunocytochemicznych stosujac przeciwciala pierwszorzgdowe oraz
odpowiednie przeciwciata drugorzgdowe skoniugowane ze znacznikami fluorescencyjnymi
(Tabela 112). W tym celu komoérki HUCB-NSC utrwal ano przez 20 min. w roztworze 4% PFA
w PBS. Po odptukaniu roztworu utrwalajacego w PBS (3 x 5 min.) niespecyficzne wiazanie
przeciwcial blokowano w opisanej wyzej mieszaninie blokujacej i zgodnie z procedura opisana
w podrozdziale 3.2.4. komorki inkubowano z odnos$nymi przeciwciatami, skierowanymi
przeciwko antygenom niedojrzalych i dojrzalych neurondéw (odpowiednio Tujl, MAP2),
antygenom oligodendrocytow (GALC) oraz astrocytoéw (S100B) (Tabela 1). Proliferacje
komorek oceniano na podstawie reakcji z przeciwciatlem anty-Ki67, znakujacym komorki

bedace w cyklu mitotycznym.

3. 3. 4. Analiza roznicowania HUCB-NSCs

Neurony, astrocyty 1 oligodendrocyty zliczano manualnie. Liczb¢ komorek prezentujacych
specyficzny antygen wyrazano w % calkowitej ich ilosci (w oparciu o liczbe¢ wybarwionych
jader komorkowych). W typowym do$wiadczeniu liczono 5000 komorek prezentujacych

okreslony antygen.

3. 4. Wizualizacja mikroskopowa

Wyniki badan immunohistochemicznych 1 immunocytochemicznych oceniano
w mikroskopie fluorescencyjnym Axiovert 25 (CarlZeiss) poprzez wzbudzenie fluorescencji
systemem filtrow odcinajacych wybrane spektrum dlugosci fali, oraz w mikroskopie
konfokalnym Zeiss LSM 510 wyposazonym w lasery 1 oprogramowanie ZEN. Dla wzbudzenia
fluorescencji FITC korzystano z lasera argonowego 488 nm. Helowo-neonowy laser 543 nm
stuzyt do wzbudzenia fluorescencji Alexa Fluor 546, natomiast do wzbudzenia fluorescencji
Hoechst uzywano lasera 405 nm. Obraz rejestrowano przy uzyciu kamery cyfrowej CCD-4230.
Dla dalszej analizy obrazu uzywano programow: Zeiss LSM Image Browser oraz Imagel.
Kontrast 1 nasycenie barw oraz kadrowanie zdje¢ przeprowadzono w programie Corel Photo-
Paint X4.
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3. 5. Analiza statystyczna

Otrzymane wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie z szeregu do$wiadczen,
+ SD (standardowy btad $redniej). Ilo$¢ powtdrzen zaznaczono w opisie rycin. W celu
testowania statystycznej istotno$ci roéznic pomigdzy wartosciami $rednimi przeprowadzono
jednoczynnikowa analiz¢ wariancji ANOVA oraz test wielokrotnych poréwnan (post hoc)
Bonferroni. Do wszystkich obliczef stosowano program Prism 3.0. Poziom istotnos$ci mniejszy

niz 0.05 przyjgto za statystycznie znamienny.
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4. WYNIKI

4. 1. Dynamika proliferacji komorek w hipokampie doroslego
myszoskoczka mongolskiego po calkowitym niedokrwieniu

przodomozgowia

Dynamike¢ proliferacji komorek w hipokampie dorostego myszoskoczka mongolskiego
okreslano liczba komorek wbudowujacych do DNA bromodeoxyurydyng (BrdU) w czasie
24 godzin po jednej iniekcji znacznika. Dzielace si¢ komorki identyfikowano na podstawie
pozytywnej immunoreakcji ze specyficznym przeciwciatem skierowanym przeciw BrdU.
Przedmiotem analizy byly dwie struktury hipokampa: zakrgt zgbaty - DG 1 Rég Ammona -
CAl. Liczbg wyznakowanych komorek liczono po 6, 9, 11, 14, 21 1 28 dniach od momentu
niedokrwienia korzystajac z programu komputerowego ImagelJ. Otrzymane wyniki
przedstawione w postaci wykresu (Ryc. 7) wskazuja, ze niewielka proliferacja komorek ma
miejsce w hipokampie zwierzat kontrolnych (poddanych operacji pozorowanej). Niedokrwienie
moézgu prowadzi do znaczacego wzrostu gestosci komodrek BrdU-pozytywnych, przy czym
charakter dynamiki proliferacji w badanych czasach reperfuzji zalezy od danej struktury
hipokampa. W zakrgcie zgbatym komorki dzielace si¢ umiejscowione sa gldéwnie w strefie
podziarnistej - SGZ 1 jest ich najwigcej po 9-11 dniach przywroconego krazenia (Ryc. 7 1 8)
(p<0,001). Przy wydluzonym czasie reperfuzji liczba tych komoérek pozostaje na poziomie
zblizonym do kontroli.

Niektore komorki BrdU-pozytywne prezentuja obecnos$¢ neurofilamentu 200 juz w czasie
24 godzin, to jest na wczesnym etapie rozwoju komorki (Ryc. 8, 9). Ekspresja tego biatka moze
wskazywac na ukierunkowanie komorki do dalszego roznicowania. Wérdd populacji komorek
wyznakowanych BrdU niektore z nich ujawniaja obecnos$¢ kwasnego biatka wlokienkowego —
GFAP. Ekspresja tego biatka moze by¢ zwiazana z progenitorami neuralnymi lub astrocytami.

Niedokrwienie mozgu stymuluje takze proliferacj¢ komorek w rejonie CAl, szczeg6lnie
w 6 dniu reperfuzji (p<0,001). Istotny w stosunku do kontroli wzrost liczby komorek
wbudowujacych BrdU obserwuje si¢ takze po 21128 dniach reperfuzji (p<0,01) (Ryc. 7). Zgodnie
z przedstawionym obrazem immunohistochemicznym komorki poszczegolnych struktur rejonu
CA1 r6znia sig intensywnoS$cia znakowania. W uszkodzonej w wyniku niedokrwienia warstwie
komorek piramidowych widoczne sa jedynie nieliczne jadra BrdU-pozytywne, przy znaczacej
ich liczbie notowanej w strukturach sasiednich — warstwie poczatkowej i promienistej. Badania
immunohistochemiczne ujawnity takze istniejace roéznice ekspresji antygenéw. Podczas gdy
ekspresja NF200 notowana jest jedynie we wrazliwej na niedokrwienie warstwie piramidowe;j,
biatko GFAP obecne jest w komorkach catego rejonu CA1 (Ryc. 9).
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Rycina 7. Dynamika wbudowywania BrdU po niedokrwieniu/reperfuzji. Wykresy obrazuja
liczbe komorek BrdU(+) w SGZ zakretu zgbatego (A) oraz w CA1l (B) u zwierzat kontrolnych (K)
oraz w roznych czasach reperfuzji. Kazda warto$¢ jest Srednia z 6 zwierzat dla kazdego punktu
czasowego. ANOVA z testem post-hoc Bonferroni: “*p<0,01 oraz "“p<0,001 w stosunku do kontroli.
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Rycina 8. Nowopowstale komérki w DG po niedokrwieniu/reperfuzji mézgu myszoskoczka
mongolskiego (n=6 dla kazdego punktu czasowego). Zdjecia z mikroskopu konfokalnego obrazuja
podwdéjne barwienia histochemiczne z przeciwcialami: anty-BrdU (zielony) oraz anty-NF200
(czerwony) (A,B,C,G) lub anty-GFAP (czerwony) (D,E,F,H) w DG zwierzat kontrolnych (A,D),
po 9 dniach reperfuzji (B,E) oraz po 28 dniach reperfuzji (C,F,G,H). Skala 10um. Zastosowane
skroty: s.g.z. — warstwa podziarnista (subgranular zone), g.z. — warstwa ziarnista (granular zone).
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Rycina 9. Nowopowstale komorki w CA1 po niedokrwieniu/reperfuzji mézgu myszoskoczka
mongolskiego (n=6 dla kazdego punktu czasowego). Zdjecia z mikroskopu konfokalnego obrazuja
podwdjne barwienia histochemiczne z przeciwcialami: anty-BrdU (zielony) oraz anty-NF200
(czerwony) (A,B,C,G) lub anty-GFAP (czerwony) (D,E,F,H) w CA1 zwierzat kontrolnych (A,D),
po 6 dniach reperfuzji (B,E) oraz po 28 dniach reperfuzji (C,F,G,H). Skala 10um. Zastosowane
skréty: s.r. — warstwa promienista (stratum radiatum), p.l. — warstwa komorek piramidowych
(pyramidal layer), s.0. — warstwa poczatkowa (stratum oriens).
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4. 2. Fenotypowa charakterystyka komorek proliferujacych w

hipokampie dorostego myszoskoczka mongolskiego.

Badanie sktonnosci komorek BrdU-pozytywnych do réznicowania w okreslony fenotyp
prowadzono w oparciu o analiz¢ immunohistochemiczna, przy uzyciu markeréw typowych dla
komorek neuronalnych — NF200 oraz NeuN oraz astrocytow — GFAP. Dla realizacji tego etapu
badan BrdU podawano myszoskoczkom 2 razy dziennie przez kolejne dni poczawszy od 6-9
dnia po niedokrwieniu. Zwierzgta u§miercano po 14 i 28 dniach reperfuzji (zgodnie z procedura
opisang w rozdziale 3.2. W obu badanych punktach czasowych obserwuje si¢ wzrost gestosci
komorek BrdU-pozytywnych w zakrecie zgbatym, najsilnie] wyrazony w warstwie komorek
podziarnistych po 28 dniach (Ryc. 10). Liczne komoérki wykazuja wspotbarwienie z NeuN —
markerem dojrzatych neuronéw. Wsrod populacji komorek wyznakowanych BrdU widoczne
sa rowniez komorki prezentujace biatko neurofilamentu 200. Po 28 dniach reperfuzji komorki
BrdU/NeuN-pozytywne sa obecne takze w warstwie komorek ziarnistych — GZ, co wskazuje
na ich migracj¢ z SGZ. Komorki wykazujace dodatnia podwdjna immunoreakcje
z przeciwciatami BrdU i NeuN mozna znalez¢ takze we wnece (hilus).

W uszkodzonej warstwie piramidowej sektora CA1 liczba proliferujacych komorek,
szczegolnie po 28 dniach reperfuzji, jest wyzsza anizeli w kontroli. Niektore z nich prezentuja
pozytywne wspotbarwienie — BrdU i NF200. Nie stwierdzono natomiast ekspresji NeuN.
W tym samym czasie widoczny jest wzrost gestosci komorek z wbudowanym BrdU
w warstwach poczatkowej i promienistej. Znaczna ich liczba ekspresjonuje biatko GFAP

1 posiada charakterystyczna dla astrocytow morfologi¢ (Rycina 10).

4. 3. Wplyw niedokrwienia mozgu na aktywnos¢ metaloproteinaz -

2 i -9 w hipokampie doroslego myszoskoczka mongolskiego

W zwiazku z rozwazana w ostatnich latach hipoteza zakladajaca potencjalna role
metaloproteinaz w procesie neurogenezy postanowiono sprawdzi¢, czy stymulacja proliferacji
1 réznicowania progenitoréw neuralnych po niedokrwieniu koreluje ze zmianami aktywnos$ci
dwoch izoform metaloproteinaz z grupy zelatynaz — metaloproteinazy 2 1 9 (MMP-2 i MMP-
9). Przedstawione na rycinie 11 wyniki oznaczen wykonane metoda zymografii in situ
obrazuja roznice odpowiedzi badanych struktur hipokampa na niedokrwienie, manifestujace
si¢ poziomem intensywnos$ci sygnalu fluorescencji. W zakrecie zgbatym, rdwnolegle
z wydtuzaniem czasu reperfuzji, obserwuje si¢ wzrost aktywnosci MMPs w warstwie ziarnistej
(GZ) oraz podziarnistej (SGZ). Aktywacja enzymoéw w tej strukturze koreluje czasowo
1 przestrzennie z etapami rozwoju komorek macierzystych.

Bardziej zlozony kierunek zmian prezentuja struktury sektora CAl. Uszkodzeniu

poniedokrwiennemu komorek warstwy piramidowe] towarzyszy spadek aktywnosci
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zelatynolitycznej ponizej poziomu charakterystycznego dla kontroli. W tym samym czasie
reperfuzji notuje si¢ wzrost aktywnosci MMPs w stratum oriens 1 radiatum. Dla okre$lenia
fenotypu komoérek prezentujacych aktywnos$¢ proteolityczna zastosowano przeciwciata
rozpoznajace antygeny komorek neuronalnych — NF200 i NeuN oraz komorek astrogleju —
GFAP.

Wyniki  wykonanych reakcji immunohistochemicznych (Ryc. 12) wskazuja,
ze w neurogennej strefie SGZ aktywno$¢ metaloproteinaz jest zlokalizowana w neuronach
wykazujacych ekspresje antygenu NF200 lub NeuN. W komorkach tych najmocniejszy sygnat
fluorescencji widoczny byl w ich jadrach. Podobna lokalizacje aktywno$ci zaobserwowano
w sektorze CAl z ta réznica, ze badane enzymy znalez¢ mozna jedynie w pojedynczych
komorkach NF200-pozytywnych. Wyrazny sygnal fluorescencyjny notuje si¢ takze w dojrzatych
neuronach wneki zakretu zgbatego (Hilus). W s.o. oraz s.r. wigkszo$¢ sygnalu zwiazanego
z aktywno$cia MMPs pochodzita od komorek astrocytarnych (GFAP(+)) (Rycina 13). Tutaj

tez sygnat fluorescencji widoczny byl gtdwnie w cytoplazmie oraz na zewnatrz ciata komorki.

Rycina 10 (obok). Neurogeneza w hipokampie po niedokrwieniu/reperfuzji mézgu myszoskoczka
mongolskiego (n=6 dla kazdego punktu czasowego). Zdjecia z mikroskopu konfokalnego obrazuja
podwdjne barwienia histochemiczne z przeciwcialami: anty-BrdU (zielony) oraz anty-NeulN
(czerwony) (A,B,C,J), anty-NF200 (czerwony) (D,E,F,K) lub anty-GFAP (czerwony) (G,H,L,L)
w DG (A,B,C,J) oraz w CA1 (D-LLK,L) zwierzat kontrolnych (A,D,G), po 14 dniach reperfuzji
(B,E,H) oraz po 28 dniach reperfuzji (C,F,ILJ,K,L). Skala 10um. Zastosowane skroty: s.g.z. —
warstwa podziarnista (subgranular zone), g.z. — warstwa ziarnista (granular zone), s.r. — warstwa
promienista (stratum radiatum), p.l. — warstwa komorek piramidowych (pyramidal layer), s.o. —
warstwa poczatkowa (stratum oriens).
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Aktywnosé MMPs Aktywnos¢ MMPs

Rycina 11. Aktywnos$¢ metaloproteinaz w hipokampie po niedokrwieniu/reperfuzji mézgu myszo-
skoczka mongolskiego (n=6 dla kazdego punktu czasowego). Zdjecia z mikroskopu konfokalnego
obrazuja aktywnos$¢ metaloproteinaz w DG (A,B,C,D) oraz w CA1(E,F,G,H) zwierzat kontrol-
nych (A,E), po 7 (B,F), 14 (C,G) oraz 28 (D,H) dniach reperfuzji. Skala 20um. Zastosowane skroé-
ty: g.z. — warstwa ziarnista (granular zone), p.l. — warstwa komoérek piramidowych (pyramidal
layer), s.r. — warstwa promienista (stratum radiatum), s.o. — warstwa poczatkowa (stratum oriens).
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Rycina 12. Lokalizacja aktywno$ci metaloproteinaz w DG po niedokrwieniu/reperfuzji mézgu
myszoskoczka mongolskiego (n=6 dla kazdego punktu czasowego). Zdjecia z mikroskopu
konfokalnego obrazuja aktywno$¢ metaloproteinaz (zielony) w polaczeniu z barwieniem
histochemicznym (czerwony): NeuN (A,B,C,J), NF200 (D,E,F,K) oraz GFAP (G,H,LL). Jadra
komoérkowe wybarwione odczynnikiem Hoechst (niebieski). DG zwierzat kontrolnych (A,D,G),
po 7 (B,E,H) i 28 dniach reperfuzji (C,F,I,J,K,L). Skala 10pm. Zastosowane skroty: s.g.z. — warstwa
podziarnista (subgranular zone), g.z. — warstwa ziarnista (granular zone).
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Rycina 13. Lokalizacja aktywno$ci metaloproteinaz w CA1l po niedokrwieniu/reperfuzji
mo6zgu myszoskoczka mongolskiego (n=6 dla kazdego punktu czasowego). Zdjecia z mikroskopu
konfokalnego obrazuja aktywno$¢ metaloproteinaz (zielony) w polaczeniu z barwieniem
histochemicznym (czerwony): NeuN (A,B,C,J), NF200 (D,E,F,K) oraz GFAP (G,H,LLL). Jadra
komérkowe wybarwione odczynnikiem Hoechst (niebieski). CA1 zwierzat kontrolnych (A,D,G),
po 7 (B,E,H) i 28 dniach reperfuzji (C,F,I J,K,L). Skala 10nm. Zastosowane skroty: p.l. — warstwa
komorek piramidowych (pyramidal layer), s.r. — warstwa promienista (stratum radiatum), s.o. —
warstwa poczatkowa (stratum oriens).
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4. 4. Wplyw inhibitorow MMP - SB-3CT, GM6001 i doksycykliny
na rozwo0j komorek linii HUCB-NSC

Dla sprawdzenia hipotezy sugerujacej udziat metaloproteinaz w procesach zwiazanych
z neurogeneza zbadano wplyw ich inhibitoréw na rozwoj komoérek neuralnych linii HUCB-
NSC. W pierwszej czgsci planowanych badan okreslano efekt obecnosci inhibitorow w pozywce
hodowlanej na wzrost komorek i ich proliferacje.
Wzrost i proliferacja komorek HUCB-NSC w obecnosci inhibitorow metaloproteinaz

Rycina 14A przedstawia krzywe wzrostu komérek HUCB-NSC w medium bez/
1 w obecnosci badanych zwiazkéw farmakologicznych. W hodowlach kontrolnych obserwuje
si¢ intensywny, 10-krotny w stosunku do ich poczatkowej ilosci, wzrost liczby komoérek zywych
w czasie 8 dni. Obecno$¢ inhibitorow metaloproteinaz: 10 pM SB-3CT, 25 uM GM6001
lub 60 uM doksycykliny obnizala liczbe zywych komorek o okoto 30% w obecnosci SB-
3CT i GM6001 1 60% w obecnosci doksycykliny. Pomimo znacznego obnizenia (w stosunku
do kontroli) proporcji komorek przezywajacych, krzywa wzrostu komorek prezentuje charakter
liniowy.

Obecno$¢ inhibitorow metaloproteinaz w medium wpltywa rdwniez na stopien
proliferacji HUCB-NSC, oceniany liczba komorek wykazujacych obecnos¢ Ki67 - biatka
obecnego w jadrach komoérek aktywnych mitotycznie. Wyniki przedstawione na rycinie 14B
wskazuja, ze w obecnosci inhibitoréw procent komorek Ki67-pozytywnych ulegal redukcji
do 20-30% 1 40-50% kontroli odpowiednio po 4 i 8 dniach hodowli. Wyrazny spadek liczby
komorek dzielacych si¢ w wyniku traktowania hodowli inhibitorem SB-3CT ilustruje Ryc15.
Roznicowanie komorek HUCB-NSC w obecnosci inhibitorow metaloproteinaz

Réznicowanie komorek HUCB-NSC hodowanych w pozywce standardowej
(nie zawierajacej inhibitorow), wykazatlo przewage neurogenezy nad oligogeneza.
Po 8 dniach hodowli okoto 32% calej populacji komorek wykazywato obecnos¢ Tujl — markera
niedojrzatych neuronow, podczas gdy 17% zawierato biatko MAP-2, ktore podlega ekspresji
w neuronach dojrzalych. Wsérod catej populacji obserwowano niewielka domieszke komorek
wykazujacych ekspresje bialek typowych dla zaawansowanych w réznicowaniu astrocytow
(S100B) 1 oligodendrocytow (GALC) — ksztattujaca si¢ na poziomie odpowiednio 3 i 5%.
(Ryc. 16). Wykonane dodatkowo oznaczenia aktywnosci MMPs w komoérkach wykazaty jej
lokalizacj¢ we wszystkich badanych fenotypach neuralnych: w niedojrzatych i dojrzatych
neuronach (Tujl- i MAP2-pozytywnych), w astrocytach (S100B+) i oligodendrocytach
(GALCH) (Ryc. 17). Obserwacja ta mogta sugerowa¢ potencjalny udzial metaloproteinaz
w procesie roznicowaniu komérek HUCB-NSC. Dla sprawdzenia powyZszego przypuszczenia
hodowle komorek prowadzono w obecnosci inhibitoréw metaloproteinaz okreslajac ich wptyw
na generowanie poszczegélnych fenotypoéw - neuronalnych i glejowych. Przedstawione

w postaci graficznej wyniki wskazuja na zmiang profilu réznicowania w obecnosci badanych
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Rycina 14. Wplyw inhibitoréow metaloproteinaz na wzrost i proliferacj¢ komorek HUCB-NSC.
A) Liczba komorek zywych hodowanych w pozywce bez inhibitora (kontrola-K) oraz w pozywce
z inhibitorami metaloproteinaz: SB-3CT (10 pM), GM6001 (25 pM), doksycyklina (60 pM)

B) Odsetek komorek wyznakowanych Ki67 w obecnosci inhibitorow metaloproteinaz (w stosunku
do przyjetej za 100% liczby komorek w hodowli kontrolnej). Kazda wartos¢ jest sSrednia (+/- SD)
z pigciu niezaleznych eksperymentow. ANOVA z testem post-hoc Bonferroni: *p<0,05, ***p<0,001.
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(-) inhibitor

Rycina 15. Wplyw SB-3CT (10nM) na proliferacj¢ i roznicowanie komérek HUCB-NSC. Czas
hodowli - 8dni. Zdje¢cia z mikroskopu konfokalnego obrazujg podwdjne barwienie cytochemiczne
z przeciwcialami: Ki67 (czerwony) oraz Tujl (zielony). Jadra komoérkowe wybarwione
odczynnikiem Hoechst 33258 (niebieski). Skala 20pum.

zwiazkow farmakologicznych, polegajaca na inhibicji réznicowania HUCB-NSC
wkierunkuneurondwzrownoczesnympromowaniemw kierunkupowstawaniaoligodendrocytow
1 astrocytow (Ryc. 16). Proporcja niedojrzatych neuronéw (Tujl-pozytywnych) w porownaniu
zkontrola w obecnosci SB-3CT obnizona zostata do 15% (Ryc. 16) orazdo 517.5% w hodowlach
traktowanych GM6001 1 doksycykling (»<0.001). Inhibitory metaloproteinaz obnizaly takze
proporcje obecnych neurondéw dojrzatych (MAP2+). Najsilniejszy efekt obserwowano
w obecnosci SB-3CT, ktory niemal kompletnie blokowat powstawanie i dojrzewanie neuronow.
W obecnosci doksycykliny i GM6001 p=0.003, w obecnosci SB-3CT p<0.001.

W tych samych warunkach notowano wyrazony w odsetkach wzrost komorek
wykazujacych ekspresje markeréw typowych dla astrocytéw 1 oligodendrocytow
(S100B 1 GALC). W obecnosci GM6001 i1 doksycykliny procent astrocytow wzrastat 6-,
a oligodendrocytoéw 8-krotnie, w stosunku do kontroli (kontrola/inhibitory dla GALC i S100p
p<0.001). Najstabszy wptyw na ukierunkowanie ro6znicowania w kierunku komoérek glejowych
obserwowano w przypadku SB-3CT. W obecnosci tego inhibitora notowano jedynie 1.5-krotny
w stosunku do kontroli wzrost proporcji komorek GALC-pozytywnych 1 2.5-krotny komorek
S100B-pozytywnych. Wprowadzenie do pozywki hodowlanej inhibitora proteinazy serynowej
(Pefablok, 5 mM) lub inhibitora furyny (Dec-RVKR-CMK, 50 uM) nie zmieniato opisanego
dla kontroli profilu ré6znicowania HUCB-NSC.
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Rycina 16. Wplyw inhibitoréw metaloproteinaz na réznicowanie komoérek HUCB-NSC. Hodowl¢
prowadzono przez 8 dni w medium zawierajacym /lub nie inhibitory: SB-3CT (10 nM), GM6001
(25 nM), doksycykling (60 pM). Wykres przedstawia odsetek komorek danego fenotypu
w stosunku do calkowitej populacji komérek HUCB-NSC. Kazda wartos¢ jest Srednig (+/- SD)
z pieciu niezaleznych eksperymentow. ANOVA z testem post-hoc Bonferroni: **p<0,05, ***p<0,001.

Aktywnosé MMPs 20,4 Baktywnosé MMPs 20um W Aktywnosé MMPs 20um - WAktywnosé MVIPs

Rycina 17. Aktywno$¢ metaloproteinaz w hodowli komérek HUCB-NSC Czas hodowli — 8 dni.
Zdjecia z mikroskopu konfokalnego obrazuja aktywno$¢ metaloproteinaz (zielony) w polaczeniu
z barwieniem cytochemicznym (czerwony) z zastosowaniem przeciwcial: Tujl (niedojrzale
neurony), MAP2 (dojrzale neurony), GALC (oligodendrocyty) i S100p (astrocyty). Jadra
komorkowe wybarwione odczynnikiem Hoechst 33258 (niebieski).

Skala 20pm.
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4. 5. Wplyw niedokrwienia mozgu na ekspresje i fosforylacje¢/
aktywacj¢ kinaz bialkowych: FAK, PYK2, Sr¢, ERK, JNK oraz

Akt w hipokampie myszoskoczka mongolskiego

W tej czgsci badan postanowiono sprawdzi¢ czy stymulacja neurogenezy
poniedokrwiennej w zakrgcie zgbatym 1 towarzyszacy temu procesowi wzrost aktywnos$ci
metaloproteinaz wptynie na aktywno$¢ enzymow zaangazowanych w przekazywanie sygnatu
z ECM. Jak zaznaczono we wstgpie rozprawy, pierwszymi odbiorcami informacji od integryn
sa niereceptorowe kinazy tyrozynowe — kinaza kontaktéw adhezyjnych FAK i nalezaca do tej
samej rodziny bogata w proling kinaza PYK2. Dalsze przekazanie sygnatu polega na fosforylacji
kolejnych biatek efektorowych i stymulacji szlaku kinaz MAP i/lub szlaku kinazy PI3K/Akt.
Wedtug ogolnie przyjetego schematu warunkiem aktywnosci kinazy FAK jest ufosforylowanie
reszty tyrozyny w pozycji 397 tancucha polipeptydowego. Densytometryczna analiza
wykonanych immunoblotéw wskazuje na poniedokrwienne obnizenie poziomu fosfo-tyrozyny
397 do 80% warto$ci kontrolnej wylacznie w neurogennym zakrgcie zgbatym hipokampa, przy
braku zmian w czg$ci grzbietowej (Ryc. 17B).

Fosforylacja/aktywacja kinazy PYK?2 takze ulega redukcji (do 60% warto$ci kontrolnej)
po 2 i 4 tygodniach reperfuzji. Spadek aktywnosci tej kinazy, inaczej anizeli kinazy FAK,
widoczny jest jedynie we fragmencie grzbietowym hipokampa (Ryc. 19B) Podobny charakter
zmian prezentuje kinaza Src, ktéra moze by¢ substratem kinazy PYK2 (Ryc. 23B).

Kolejna kinaza reagujaca zmiana poziomu fosforylacji po niedokrwieniu jest kinaza
ERK. Dane zamieszczone na ryc 21 B przedstawiaja wzglgdne warto$ci immunoreaktywnosci
fosfo-Thr 202/204, przy czym obie formy kinazy ERK (p42 i p44) prezentuja ten sam charakter
zmian. Poglebiajaca si¢ razem z wydtuzeniem czasu reperfuzji redukcja fosforylacji kinazy
ERK miata miejsce w obu fragmentach hipokampa — brzusznym i grzbietowym (odpowiednio
do 75 1 48% kontroli po 4 tygodniach) (Ryc. 21B).

Aktywnos$¢ pozostatych badanych kinaz, to jest kinazy Akt i kinazy JNK, przez caty
czas reperfuzji pozostawata na poziomie charakterystycznym dla kontroli (Ryc. 20B i 22B).

Zmianom aktywnosci badanych kinaz nie towarzyszyly zmiany immunoreaktywnosci
odnosnych biatek calkowitych. Notowane jest jedynie niewielkie obnizenie biatka PYK2
w zakrecie zgbatym (Ryc. 19A) jak i1 biatka Akt we fragmencie grzbietowym (Ryc. 20A).

W przypadku kinazy FAK mozna jedynie méwi¢ o tendencji do obnizenia ekspresji tego biatka
(Ryc. 18A).
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Rycina 18. Poziom bialka FAK (A) i fosfo-FAK (B) w hipokampie myszoskoczka mongolskiego
po niedokrwieniu/reperfuzji. Wykresy przedstawiaja wzgledne poziomy kinazy FAK i jej formy
ufosforylowanej na Tyr 397 (w stosunku do przyjetego za 100% poziomu bialka w odno$nej cze$ci
hipokampa zwierzecia kontrolnego) uzyskane w wyniku analizy densytometrycznej Western
blotéw. Kazda warto$¢ jest Srednig (+/- SD) uzyskana z analizy hipokampo6w pieciu zwierzat, przy
dwoch powtorzeniach kazdego oznaczenia. Test ANOVA z testem post hoc Bonferroni: *p<0,05,

##4p<0,01.
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Rycina 19. Poziom bialka PYK2 (A) i fosfo-PYK2 (B) w hipokampie myszoskoczka mongolskiego
po niedokrwieniu/reperfuzji. Wykresy przedstawiaja wzgledne poziomy kinazy PYK2 i jej formy
ufosforylowanej na Tyr 402 (w stosunku do przyjetego za 100% poziomu bialka w odno$nej czeSci
hipokampa zwierzecia kontrolnego) uzyskane w wyniku analizy densytometrycznej Western
blotow. Kazda warto$¢ jest Srednia (+/- SD) uzyskang z analizy hipokampéw pieciu zwierzat, przy
dwoch powtorzeniach kazdego oznaczenia. Test ANOVA z testem post hoc Bonferroni: *p<0,05,
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#xp<0,01, ***p<0,001.

LuizaStanaszek_doktoratFinal.indd 67

67

7/11/2012 3:22:58 PM



Akt

140

120

100 +
ek

80

BcA1
mDG

60

% kontroli

40

20

1 ) 2
Czas reperfuzji (tygodnie)

fosfo-Akt

160

140

120

100 1 — =

DCA1
#DG

80 N

% kontroli

60

40

20

1 2
Czas reperfuzji (tygodnie)
K 1 2 4 K 1 2 4

CA1 DG

Rycina 20. Poziom bialka Akt (A) i fosfo-Akt (B) w hipokampie myszoskoczka mongolskiego
po niedokrwieniu/rperfuzji. Wykresy przedstawiaja wzgledne poziomy kinazy Akt i jej formy
ufosforylowanej na Ser 473 (w stosunku do przyjetego za 100% poziomu biatka w odnos$nej czesci
hipokampa zwierzecia kontrolnego) uzyskane w wyniku analizy densytometrycznej Western
blotow. Kazda wartos$¢ jest Srednia (+/- SD) uzyskana z analizy hipokampo6w pigciu zwierzat, przy
dwoch powtorzeniach kazdego oznaczenia. Test ANOVA z testem post hoc Bonferroni: **p<0,01.
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Rycina 21. Poziom biatka ERK (A) i fosfo-ERK (B) w hipokampie myszoskoczka mongolskiego
po 5 min. Niedokrwieniu/reperfuzji. Wykresy przedstawiaja wzgledne poziomy kinazy ERK
i jej formy ufosforylowanej na Thr202/Tyr204 (w stosunku do przyjetego za 100% poziomu
bialka w odnos$nej cze$ci hipokampa zwierze¢cia Kontrolnego) uzyskane w wyniku analizy
densytometrycznej Western blotow. Kazda warto$¢ jest Srednia (+/- SD) uzyskang z analizy
hipokampéw pigciu zwierzat, przy dwoch powtérzeniach kazdego oznaczenia. Test ANOVA
z testem post hoc Bonferroni: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Rycina 22. Poziom biatka JNK (A) i fosfo-JNK (B) w hipokampie myszoskoczka mongolskiego
po niedokrwieniu/reperfuzji. Wykresy przedstawiaja wzgledne poziomy kinazy JNK i jej formy
ufosforylowanej na Thr183/Tyr185 (w stosunku do przyjetego za 100% poziomu biatka w odno$nej
czeSci hipokampa zwierzecia kontrolnego) uzyskane w wyniku analizy densytometrycznej Western
blotow. Kazda warto$¢ jest Srednia (+/- SD) uzyskang z analizy hipokampo6w pigciu zwierzat, przy
dwoch powtdérzeniach kazdego oznaczenia. Test ANOVA z testem post hoc Bonferroni.
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Rycina 23. Poziom bialka Src (A) i fosfo-Src (B) w hipokampie myszoskoczka mongolskiego
niedokrwieniu/reperfuzji. Wykresy przedstawiaja wzgledne poziomy kinazy Src i jej formy
ufosforylowanej na Tyr416 (w stosunku do przyjetego za 100% poziomu bialka w odno$nej czesci
hipokampa zwierzecia kontrolnego) uzyskane w wyniku analizy densytometrycznej Western
blotow. Kazda warto$¢ jest Srednia (+/- SD) uzyskana z analizy hipokampow pigciu zwierzat, przy
dwdch powtérzeniach kazdego oznaczenia. Test ANOVA z testem post hoc Bonferroni:. *p<0,05,
*%*p<0,001.

LuizaStanaszek_doktoratFinal.indd 71 @

71

7/11/2012 3:22:59 PM



72

4. 6. Ekspresja i fosforylacja kinaz: FAK, PYK2, Src¢, ERK, JNK,
oraz Akt w komorkach linii HUCB-NSC. Wplyw inhibitora
metaloproteinaz — SB-3CT

Fosforylacjg¢/aktywacjgniereceptorowychkinazbiatkowychzwiazanychzprzekaznictwem
sygnatu od receptoréw integrynowych oznaczono takze in vitro. Materiatem badawczym byty
hodowane na fibronektynie komoérki linii HUCB-NSC ulegajace spontanicznej proliferacji
1 réznicowaniu. Hodowle prowadzono w obecnosci/lub bez inhibitora metaloproteinaz
SB-3CT. Wyniki analizy densytometrycznej wykonanych Western blotow wskazuja
na odmienny charakter zmian aktywnosci poszczegdlnych kinaz w poréwnaniu ze zmianami
obserwowanymi w hipokampie myszoskoczka mongolskiego po niedokrwieniu/reperfuzji.
Kinaza, ktorej fosforylacja/aktywacja oraz ekspresja biatka catkowitego ulegata zmianie, byta
kinaza FAK. Znaczacy wzrost fosforylacji tyrozyny 397 kinazy jak i ekspresji biatka natywnego
(o okoto 40% powyzej wartosci kontrolnych) widoczny jest w 8 dniu hodowli, czyli w czasie
intensywnej proliferacji i réznicowania. Po 14 dniach immunoreaktywno$¢ obu form wraca
do wartos$ci oznaczonej w 4 dniu hodowli (Ryc. 24A). Immunoreaktywno$¢ biatka catkowitego
1 ufosforylowanego (na tyrozynie 402) kinazy PYK2 pozostaje na statym poziomie przez caly
czas prowadzenia eksperymentu (4-14 dni) (Ryc. 25A).

W  wyniku zahamowania aktywno$ci metaloproteinaz przez dodanie SB-3CT
do medium inkubacyjnego dochodzi do obnizenia fosforylacji zarowno kinazy FAK jak
1 PYK2. Immunoreaktywno$¢ fosfo-FAK spada po 8 i 14 dniach hodowli do 65% w odniesieniu
do wiasciwej kontroli (Ryc. 24B), przy zachowanej ilo$ci biatka catkowitego. Redukcje
aktywnosci kinazy PYK2 do 75% obserwuje si¢ po 8 dniach hodowli. Notuje si¢ takze niewielki,
wynoszacy okoto 15% spadek ekspresji biatka catkowitego Ryc. 25B).

Fosforylacja/aktywacja pozostatych badanych kinaz, to jest kinazy Src, ERK, JNK i Akt
(Ryc. 26, 27, 28, 29) zostaje utrzymana na tym samym poziomie niezaleznie od obecnos$ci
inhibitora MMPs. W obecno$ci inhibitora obserwuje si¢ natomiast zmiang ekspresji biatek
catkowitych kinaz MAP - ERK 1 JNK, przy réznym kierunku tych zmian. Podczas gdy
immunoreaktywno$¢ biatka obu form kinazy ERK (ERK 42 i ERK 44) ro$nie do okoto 140%
warto$ci komtrolnej w 14 dniu hodowli (Ryc. 26B), biatko kinazy JNK (zaréwno kinazy JNK1
(46 kDa) jak 1 INK2/3 (54 kDa) ulega znaczacej redukcji (do okoto 45% kontroli (Rycina 27B).

W toku prowadzonych badan jak ilustruje to ryc. 28, poziom biatka kinazy Akt, oraz
fosfo-Akt nie ulega zmianie zar6wno w hodowli kontrolnej (bez inhibitora) jak 1 w obecnos$ci
inhibitora metaloproteinaz (SB-3CT).
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Rycina 24. Poziom bialka FAK i fosfo-FAK w hodowli komérek HUCB-NSC w warunkach
kontrolnych (A) oraz w obecnosci ihbibitora — SB-3CT (B). Poziomy immunoreaktywnosci
wlasciwe dla hodowli kontrolnych przedstawiono w wartosSciach gestosci optycznej uzyskanej
wwyniku analizy densytometrycznej Western blotow. Wplyw inhibitora SB-3CT jest przedstawiony
w wartosciach wzglednych poziomu kinazy FAK i fosfo-FAK (w stosunku do przyjetego za 100%
poziomu bialka w odno$nej hodowli kontrolnej). Kazda wartos$¢ jest Srednig (+/- SD) uzyskana
z analizy pieciu doswiadczen, przy dwoch powtorzeniach kazdego oznaczenia. Test ANOVA
z testem post hoc Bonferroni: *p<0,05 vs. 4 dni hodowli, **p<0,01 vs. 4 dni hodowli.
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Rycina 25. Poziom bialka PYK2 i fosfo-PYK2 w hodowli komérek HUCB-NSC w warunkach
kontrolnych (A) oraz w obecnosci ihbibitora — SB-3CT (B). Poziomy immunoreaktywnosci
wlasciwe dla hodowli kontrolnych przedstawiono w wartosciach gestosSci optycznej uzyskanej
wwyniku analizy densytometrycznej Western blotow. Wplyw inhibitora SB-3CT jest przedstawiony
w wartoSciach wzglednych poziomu kinazy PYK2 i fosfo-PYK2 (w stosunku do przyjetego
za 100% poziomu biatka w warunkach kontrolnych). Kazda warto$¢ jest Srednig (+/- SD) uzyskang
z analizy pieciu doswiadczen, przy dwoch powtorzeniach kazdego oznaczenia. Test ANOVA
z testem post hoc Bonferroni: ***p<0,001 vs. 4 dni hodowli.
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Rycina 26. Poziom bialka ERK i fosfo-ERK w hodowli komérek HUCB-NSC w warunkach
kontrolnych (A) oraz w obecno$ci ihbibitora — SB-3CT (B). Poziomy immunoreaktywnosci
wihasciwe dla hodowli kontrolnych przedstawiono w warto$ciach gestoSci optycznej uzyskanej
w wyniku analizy densytometrycznej Western blotow. Wplyw inhibitora SB-3CT jest przedstawiony
w wartosciach wzglednych poziomu kinazy ERK i fosfo-ERK (w stosunku do przyjetego za 100%
poziomu biatka w warunkach kontrolnych). Kazda wartos¢ jest Srednia (+/- SD) uzyskang z analizy
pieciu doSwiadczen, przy dwoch powtérzeniach kazdego oznaczenia. Test ANOVA z testem post
hoc Bonferroni: **p<0,01 vs. 4 dni hodowli.
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Rycina 27. Poziom biatka JNK i fosfo-JNK w hodowli komérek HUCB-NSC w warunkach
kontrolnych (A) oraz w obecnosci ihbibitora — SB-3CT (B). Poziomy immunoreaktywnosci
wlasciwe dla hodowli kontrolnych przedstawiono w wartosciach gestosSci optycznej uzyskanej
wwyniku analizy densytometrycznej Western blotow. Wplyw inhibitora SB-3CT jest przedstawiony
w wartosciach wzglednych poziomu kinazy JNK i fosfo-JNK (w stosunku do przyjetego za 100%
poziomu biatka w warunkach kontrolnych). Kazda wartos¢ jest Srednia (+/- SD) uzyskang z analizy
pigciu doSwiadczen, przy dwoch powtorzeniach kazdego oznaczenia. Test ANOVA z testem post

hoc Bonferroni: **p<0,01 vs. 4 dni hodowli.
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Rycina 28. Poziom bialka Akt i fosfo-Akt w hodowli komérek HUCB-NSC w warunkach
kontrolnych (A) oraz w obecno$ci ihbibitora — SB-3CT (B). Poziomy immunoreaktywnos$ci
wihasciwe dla hodowli kontrolnych przedstawiono w warto$ciach gestoSci optycznej uzyskanej
w wyniku analizy densytometrycznej Western blotow. Wplyw inhibitora SB-3CT jest przedstawiony
w warto$ciach wzglednych poziomu kinazy Akt i fosfo-Akt (w stosunku do przyjetego za 100%
poziomu biatka w warunkach kontrolnych). Kazda wartos¢ jest Srednia (+/- SD) uzyskang z analizy
pieciu doSwiadczen, przy dwoch powtérzeniach kazdego oznaczenia. Test ANOVA z testem post
hoc Bonferroni.
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Rycina 29. Poziom bialka Src i fosfo-Src w hodowli komérek HUCB-NSC w warunkach
kontrolnych (A) oraz w obecnosci ihbibitora — SB-3CT (B). Poziomy immunoreaktywnosci
wlasciwe dla hodowli kontrolnych przedstawiono w wartosciach gestosci optycznej uzyskanej
wwyniku analizy densytometrycznej Western blotow. Wplyw inhibitora SB-3CT jest przedstawiony
w wartosciach wzglednych poziomu kinazy Src i fosfo-Src (w stosunku do przyjetego za 100%
poziomu bialka w warunkach kontrolnych). Kazda warto$¢ jest Srednig (+/- SD) uzyskang z
analizy pieciu doSwiadczen, przy dwoch powtérzeniach kazdego oznaczenia. Test ANOVA z
testem post hoc Bonferroni.
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5. DyskusJa

Wyniki badan eksperymentalnych zgromadzone na przestrzeni ostatnich 20 lat wskazuja
na aktywacje proceséw neurogenezy u dorostych zwierzat w wyniku niedokrwienia mozgu.
Podwyzszona aktywno$¢ proliferacyjna progenitorow neuralnych w strefach neurogennych
(SGZ 1 SVZ), migracje¢ w kierunku uszkodzonych struktur moézgowia, rdéznicowanie
do odpowiednich fenotypdéw, a nawet znaczna poprawe funkcjonalna opisano w modelach
roznych typow niedokrwienia (Arvidsson 1 wsp. 2002; Jin 1 wsp. 2003; Jin 1 wsp. 2004; Lindvall
1 Bjorklund 2004; Nakatomi i wsp. 2002; Parent 1 wsp. 2002; Weinandy i wsp. 2011; Zhang 1 wsp.
2008). Na tej podstawie wysunigto hipotezg, ze stymulacja neurogenezy endogennej zapewni
repopulacje uszkodzonych komorek nerwowych 1 bedzie alternatywa dla metody transplantacji
w terapii schorzen neurologicznych. Nalezy zaznaczy¢, ze znacznej liczbie badaczy nie udato
si¢ potwierdzi¢ aktywacji wszystkich etapow neurogenezy po niedokrwieniu mozgu zwierzat
dorostych. W licznych przypadkach nie obserwowano migracji nowych komoérek do miejsc
uszkodzenia oraz nie odnotowano poprawy funkcjonalnej (Arvidsson 1 wsp. 2002; Weinandy
1 wsp. 2011).

Faktem nie budzacym watpliwosci jest poniedokrwienna stymulacja proliferacji
progenitoréw neuralnych. Wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan wskazuja na znamienne
przejsciowe przyspieszenie podzialdéw komorkowych, po wzglednie krotkim okresie latencji,
w neurogenne] strefie zakretu zgbatego hipokampa mozgu dorostego myszoskoczka
mongolskiego po niedokrwieniu przodomoézgowia. Podobny czasowy wzor odpowiedzi
progenitoréw tej struktury obserwowano u roéznych gatunkéw gryzoni (myszoskoczkow,
szczurOw 1 myszy) poddanych niedokrwieniu (Choi 1 wsp. 2012; Jin 1 wsp. 2001; Liu 1 wsp.
1998; Salazar-Colocho 1 wsp. 2008; Takagi 1 wsp. 1999; Tureyen 1 wsp. 2004). Prezentowane
w publikacjach innych autoro6w nieznaczne przesunigcia piku proliferacji w czasie reperfuzji
sa prawdopodobnie zwiazane z innym protokotem podawania BrdU po urazie lub tez
z zastosowaniem innego markera proliferacji. Przykladem moga by¢ wyniki pracy Choi
1 wsp. opierajace si¢ na immunoreaktywnosci biatka Ki67, ktore w przeciwienstwie do BrdU
znakujacego komorki w fazie S cyklu komoérkowego, obecne jest we wszystkich fazach
aktywnych cyklu (Choi 1 wsp. 2012).

Dane literatury wskazuja, ze wigkszo$s¢ nowo wygenerowanych komorek podlega
procesowi apoptozy, natomiast komorki przezywajace roznicuja si¢ do neurondw  (Jin
1 wsp. 2001; Liu 1 wsp. 1998). Zgodnie z powyzszym, obecnos¢ biatka neurofilamentu 200
w niektorych proliferujacych BrdU-pozytywnych komorkach zakretu zgbatego juz po 24
godzinach od podania znacznika, §wiadczy o mozliwosci ich roéznicowania w komorki
o charakterze neurondw. Natomiast widoczne w neurogennej strefie SGZ nieliczne podwdjnie
znakowane komorki BrdU/GFAP dodatnie sa prawdopodobnie neuralnymi komorkami
macierzystymi 1 zgodnie z pogladem Seri 1 wsp. moga przeksztalci¢ si¢ w neurony ziarniste

(Seri 1 wsp. 2001). Z drugiej strony nie mozna pomina¢ prawdopodobnej sugestii, ze komorki
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te stanowia niewielka pulg proliferujacych astrocytéw obecnych w strefach neurogennych
(Wurmser i wsp. 2004), tym bardziej, ze niektoérzy autorzy potwierdzaja nieznaczny stopien
proliferacji astrogleju w DG po niedokrwieniu globalnym (Kato i wsp. 2003; Tonchev 1 wsp.
2003).

Po uptywie kilku tygodni od momentu niedokrwienia liczne komoérki progenitorowe
przemieszczaja si¢ do strefy ziarnistej DG i1 przeksztatcaja w dojrzate neurony. Zgodnie z danymi
literatury neurony te rdéznicuja si¢ do pobudzajacych glutamatergicznych neurondéw ziarnistych
(Weinandy 1 wsp. 2011; Young i wsp. 2011). Obserwacja ta wpisuje si¢ w podany przez innych
autoréw schemat zdarzen wskazujacy, ze ekspresje¢ biatka NeuN - markera dojrzatych neuronow,
poprzedza migracja neuralnych progenitorow z SGZ jedynie do sasiedniej warstwy komorek
ziarnistych (Jin 1 wsp. 2001; Liu 1 wsp. 1998; Tanaka i wsp. 2004).

W przeciwienstwie do znaczacej stymulacji endogennej neurogenezy w zakrgcie
zgbatym, w uszkodzonej w wyniku niedokrwienia warstwie piramidowej CA1 liczba komorek
wbudowujacych BrdU byla niewiele wyzsza w poréwnaniu z kontrola. W pewnej ich liczbie
obecne bylo nawet biatko NF-200 pojawiajace si¢ na wczesnym etapie rozwoju neuronu.
Niestety, komorki te nie przeksztalcaly si¢ w neurony dojrzate, ulegajac prawdopodobnie
programowanej $mierci poprzedzajacej ich dalszy rozw¢j. Nieliczni badawcze obserwowali
wprawdzie w tej strukturze dojrzate neurony BrdU/NeuN pozytywne, ale ich liczba byla
znikoma (Nakatomi i wsp. 2002; Salazar-Colocho i wsp. 2008; Schmidt i Reymann 2002).

W toku prowadzonych badan nie znaleziono takze, oczekiwanego przez autorke pracy,
dowodu przemieszczenia komodrek progenitorowych z neurogennej strefy SGZ do uszkodzonej
w wyniku niedokrwienia warstwy neurondw piramidowych. Obserwacja ta jest zgodna
zprzyjetym przez wigkszo$¢ autorow pogladem, ze proliferujace komorki w SGZ nie,,podrézuja”
do miejsca uszkodzenia w CA1 (Jin i wsp. 2003; Liu i wsp. 1998; Takagi i wsp. 1999; Tanaka
1wsp. 2004). Zatem spodziewana zdolno$¢ kompensacji utraconych neuronow przez endogenne
progenitory w opisanych warunkach eksperymentalnych wydaje si¢ by¢ iluzja.

Powyzsze dane pozostaja w sprzecznosci z publikowanymi, aczkolwiek tylko
pojedynczymi pracami, wskazujacymi ze nowo powstate w strefach neurogennych (SVZ
lub SGZ) neurony posiadaja zdolno$¢ migracji do uszkodzonej struktury CAl, po czym
integruja si¢ z istniejaca siecig neuronalna. W wyniku tych zdarzen ma dochodzi¢ do poprawy
funkcjonalnej. Odnotowano nawet wigksza zdolnos$¢ przyswajania informacji przestrzennych
(Hou i1 wsp. 2008; Nakatomi i wsp. 2002; Schmidt i Reymann 2002). Zgodnie z tym faktem
inhibicja neurogenezy w hipokampie nie wptywala na poprawg zaburzonych funkcji (Blaiss
i wsp. 2011). Zaobserwowano jednak, ze synapsy nowych neurondéw nawet po upltywie
3 miesigey od epizodu niedokrwiennego pozostaja niedojrzate pod wzgledem morfologicznym
1 maja zmienione wilasnosci elektrofizjologiczne. Niestety, autorzy przytoczonych prac nie
opublikowali wynikow dtuzszej obserwacji zwierzat.

W $wietle dotychczas zebranych informacji potencjalna naprawa uszkodzonej struktury

CA1 pozostaje nadal przedmiotem kontrowersji. Rozbieznosci wynikaja najprawdopodobnie;j
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z odmiennych protokotéw eksperymentalnych. Przedmiotem badan cytowanej wyzej publikacji
Nakatomi 1 wsp. (2002) byt model niedokrwienia indukowanego przez okluzje 4 naczyn
krwionosnych u szczurow. Wedlug autorow Zrédlem progenitordw neuralnych migrujacych
do miejsca lezji poniedokrwiennej byla okolica okotokomorowa a do znaczacej regeneracji
uszkodzonego rejonu CA1 dochodzito dopiero po podaniu dokomorowym dwoch czynnikéw
wzrostu (bFGF 1 EGF) jednoczesnie.

Analiza wynikow badan otrzymanych przez autorke wskazuje, ze wigkszo$¢
proliferujacych BrdU pozytywnych komorek sektora CAl obecna byta w stratum oriens
1 stratum radiatum. Komorki te posiadaty cechy komorek astrogleju - charakterystyczny
gwiazdzisty ksztatt i obecnos¢ biatka widkienkowego GFAP.

Dotychczas nie zostaly wyjasnione mechanizmy molekularne sterujace procesem
neurogenezy w SGZ, a szczegllnie istotnym z punktu widzenia praktycznego przej$ciem
z fazy spoczynkowej do proliferujacej oraz zachowaniem réwnowagi pomigdzy przezyciem
nowych komorek a ich eliminacja. Nie ulega watpliwosci, ze stymulowany niedokrwieniem
rozwdj progenitorow podlega kontroli przez harmonijne wspotdziatanie licznych czynnikéw
komorkowych oraz czynnikow otoczenia komorki. Mozna przypuszczaé, ze odmienne
wlasciwos$ci progenitorow struktur hipokampa jak i sygnaty pochodzace ze srodowiska moga
determinowac roznice potencjalu neurogenetycznego w SGZ/CA1.

Wedlug autorki rozprawy jedna z bardziej interesujacych obserwacji jest wyrazna
roéznica poziomu aktywno$ci metaloproteinaz w badanych strukturach hipokampa. Stymulacji
rozwoju neuralnych komorek macierzystych w zakrgcie zgbatym po niedokrwieniu
przodomoézgowia towarzyszy wyrazny wzrost aktywnosci MMPs. Taki czasowo-przestrzenny
zwiazek pomigdzy aktywacja metaloproteinaz a przys$pieszona proliferacja komorek
macierzystych/progenitorowych i ich p6zniejszym roéznicowaniem do dojrzatych neuronéw
moze sugerowac istnienie przyczynowego zwiazku pomigdzy tymi procesami. Za stusznos$cia
tej sugestii przemawiaja wyniki eksperymentow wykonanych na hodowli komorek liniit HUCB-
NSC w obecnosci inhibitora metaloproteinaz — SB-3CT. Obecno$¢ inhibitora redukowata
stopien spontanicznej proliferacji komorek oraz ich réznicowania w kierunku neuronow.
Nie mozna jednak wykluczy¢, ze zredukowana liczba niedojrzatych jak i dojrzatych neuronéw
(odpowiednio Tujl i MAP-2 pozytywnych) moze takze wynika¢ z obnizonego poziomu ich
generacji 1/lub ich $mierci. W tym samym eksperymencie rownoczesnie notowano wzrost,
w porownaniu z kontrola, liczby oligodendrocytow 1 astrocytow, wynikajacy prawdopodobnie
ze wzrostu proliferacji.

Podsumowujac, wyniki badan in vivo oraz in vitro zamieszczone w niniejszej rozprawie
sktaniaja do nowego spojrzenia na role MMPs, zupetnie r6zng od tradycyjnie przypisywanej jej
szkodliwej roli we wcezesnej fazie poniedokrwiennego uszkodzenia mozgu (Asahi i wsp. 2000;
Gasche 1 wsp. 2006; Zalewska 1 wsp. 2002) 1 pozostaje w zgodzie z interesujacymi wynikami
pracy Barkho 1 wsp., popierajacymi rolg¢ endogennych MMPs w neurogenezie indukowanej
udarem (Barkho 1 wsp. 2008).
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O roli MMPs s$wiadczy rowniez brak wplywu na proces neurogenezy inhibitorow
proteinaz serynowych i furyny. Sugerowany przez autorke rozprawy udziat MMPs w procesie
poniedokrwiennej neurogenezy jest zgodny z wynikami badan in vivo 1 in vitro wskazujacymi
naregulacyjnarolg enzymdw w procesie migracjineuroblastow w macierzy zewnatrzkomorkowej
(Jablonska i wsp. 2010; Lee 1 wsp. 2006; Tsukatani i wsp. 2003; Zhao i wsp. 2006) oraz podczas
proliferacji 1 r6znicowania neuralnych komorek prekursorowych po niedokrwieniu globalnym
1 ogniskowym mozgu gryzoni (Barkho 1 wsp. 2008; Lu 1 wsp. 2008). Z drugiej jednak strony,
zachowany w obecnosci inhibitora metaloproteinaz pewien stopien proliferacji sugeruje, ze nie
jest ona zalezna wylacznie od aktywnosci MMPs.

W tym miejscu pojawia si¢ pytanie, w jaki sposob wzrost aktywnosci MMPs
przektada si¢ na generacje nowych neurondéw. W obecnym stanie mojej wiedzy nie jest
mozliwe precyzyjne okreslenie, ktora z licznych funkcji MMPs jest zwigzana bezposrednio
zneurogeneza poniedokrwienna. Jeden z prawdopodobnych scenariuszy rozwaza proteolityczna
modulacj¢ biatek regulatorowych i/lub przemodelowanie ECM (Nagase i Woessner, Jr.
1999) prowadzace migdzy innymi do odstonigcia ukrytych w strukturze macierzy, normalnie
niedostepnych miejsc, lub uwolnienia rozpuszczalnych fragmentéw macierzy (Xu i wsp. 2001)
promujacych migracj¢ (Wang i wsp. 2006). Na przyktad odstonigcie miejsc umozliwiajacych
wiazanie proteolitycznych fragmentow biatek ECM - kolagenu I lub lamininy V z receptorami
integrynowymi prowadzi do aktywacji ,,maszynerii”’ migracji (Goldfinger i wsp. 1998; Messent
1wsp. 1998). W swietle cytowanych danych logiczna wydaje si¢ by¢ sugestia, ze obserwowana
przez autorke rozprawy migracje komorek zakretu zebatego z SGZ do GCL utatwia degradacja
ECM przez MMPs.

Uzupetieniem roli MMPs w migracji mogtoby by¢ promowanie wydtuzania neurytow
poprzez degradacje substratow hamujacych wzrost, takich jak glikoproteiny zwiazane z mielina,
siarczan proteoglikanu chondroityny, a takze semaforyny i efryny, ktore hamuja regeneracje
potaczen neuronalnych (Gonthier i wsp. 2009; Ould-Yahoui i wsp. 2009).

Rozwazajac udziat MMPs w neurogenezie nalezy mie¢ na uwadze zdolno$¢ enzymow
do przeksztatcenia uwolnionych z ECM czynnikéw wzrostu do ich form aktywnych
biologicznie, ktore zgodnie z wynikami badan in vitro oraz in vivo moga by¢ zrodlem sygnatow
pro-neurogennych (Bruno i1 Cuello 2006). Nalezy doda¢, ze niedokrwienie indukuje ekspresje
licznych czynnikéw wzrostowych 1 neurotroficznych (na przyktad BDNF, bFGF, GDNF)
(Kitagawa 1 wsp. 1999; Kokaia i wsp. 1995; Lin i wsp. 1997; Lippoldt 1 wsp. 2005), ktére moga
by¢ odpowiedzialne za neurogeneze poniedokrwienng (Dempsey 1 Kalluri 2007; Kitagawa

1 wsp. 1999; Kokaia 1 wsp. 1995; Lin 1 wsp. 1997; Lippoldt i wsp. 2005). Niestety, jedynie
nieliczne badania wskazuja na udzial czynnikow wzrostowych w aktywacji neurogenezy
w modelu globalnego niedokrwienia mozgu. Oprdcz omdéwionego wyzej wptywu bFGF 1 EGF
(Nakatomi 1 wsp. 2002) opisano takze stymulacje¢ réznicowania progenitorow w kierunku
neuronéw w DG po podaniu BDNF (Schabitz 1 wsp. 2007). Natomiast u myszy z deficytem

FGF-2 obserwowano redukcje¢ stopnia proliferacji (Yoshimura i wsp. 2001).
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Na liscie kandydatéw rozwazanych jako potencjalni mediatorzy stymulowanej
niedokrwieniem neurogenezy znajduja si¢ jeszcze inne czynniki wzrostowe, takie jak GDNF,
EGF 1 VEGF (Lichtenwalner 1 Parent 2006), ale informacje na temat regulacji procesu
neurogenezy przy ich udziale sa bardzo ograniczone. Nalezy mie¢ na uwadze fakt, ze wigkszos¢
publikowanych danych oparta jest na obserwacjach uzyskanych po egzogennym podaniu
badanych czynnikdéw in vivo lub na wynikach badan in vitro. Liczne czynniki wzrostowe
1 neurotroficzne wiaza si¢ ze specyficznymi receptorami i1 aktywuja drogi sygnatowe
wptywajac na ekspresje specyficznych genow odpowiedzialnych za proliferacj¢, roznicowanie
1/lub migracje komorek. Co ciekawe, w szlaku przekaznictwa zwiazanego z receptorami
czynnikOw wzrostu biora udzial molekuty sygnalowe stymulowane takze wiazaniem biatek
ECM do receptorow integrynowych. Na przykiad, aktywacja kinazy MAP za posrednictwem
receptorow czynnikéw wzrostowych lub integryn promuje proliferacj¢ (Ransome i Turnley
2007), podczas gdy stymulacja PI3K/Akt stymuluje réznicowanie (Otaegi i wsp. 2006). Poza
tym nie wszystkie czynniki wzrostowe sa stymulatorami proliferacji progenitorow neuralnych.
Niektére z nich, na przyktad TGFB1, moga hamowac podziaty komorkowe (Wachs 1 wsp. 2006).
I jakkolwiek niedokrwienie prowadzi do podwyzszonego poziomu czynnikow wzrostowych,
nie wiadomo ktéry z nich pelni krytyczna rolg w neurogenezie.

Kolejnym interesujacym wynikiem autorki rozprawy jest odkrycie obecnosci aktywnosci
MMPs w jadrach neuronalnych zakretu zgbatego. Spostrzezenie to jest zgodne z demonstrowana
aktywnoscia zelatynolityczna w jadrach neurondéw mozgu po zatrzymaniu doplywu krwi
oraz w jadrach hodowanych astrocytow (Amantea 1 wsp. 2008; Yang 1 wsp. 2010). Obecna
w jadrach komérkowych aktywna metaloproteinaza moze by¢ wtaczona w mechanizm dzigki
ktoremu komorki macierzyste/progenitorowe reguluja program ekspresji genow. Jednak dla
potwierdzenia tej hipotezy konieczne sa dalsze badania.

Tym niemniej, niezaleznie od mechanizmu dzialania zelatynaz, przestrzenna i czasowa
korelacja aktywnosci MMPs 1 przyspieszonego wbudowywania BrdU do komorek strefy
neurogennej przemawia za udzialem badanych enzymow w neurogenezie indukowanej
niedokrwieniem.

Autorka rozprawy nie zna wlasciwej i jednoznacznej odpowiedzi na pytanie dlaczego nie
obserwowano neurogenezy w uszkodzonej niedokrwieniem warstwie neuronow piramidowych
CA1l. Wsrod dyskutowanych przyczyn uwzglednia si¢ uformowanie blizny glejowej (Fawcett
1Asher 1999; Nedergaard i Dirnagl 2005) oraz wysokie poziomy przynajmniej jednego inhibitora
metaloproteinaz (TIMP-1) znalezionego w reaktywnych astrocytach w modelu catkowitego
niedokrwienia (Rivera 1 wsp. 2002). Konsekwencja podwyzszonego poziomu inhibitora
w tej strukturze moze by¢ obserwowane obnizenie aktywnosci MMPs. Obie odpowiedzi utatwiaja
tworzenie omawianej blizny glejowej, ktora uniemozliwia konieczne dla procesu regeneracji
przemodelowanie uszkodzonej tkanki. Komorki glejowe, do niedawna postrzegane jako komorki
podporowe w mozgu, moduluja srodowisko zardwno przez kontakt jak 1 wydzielane czynniki.

Z badan wielu autorow wynika, ze astrocyty prezentuja na swojej powierzchni uwalniane przez
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siebie biatka jak rowniez cytokiny, czynniki wrostu, neuroprzekazniki wydzielane przez inne
komorki bedace w ich otoczeniu lub dostarczane z krwia 1 plynem mozgowo-rdzeniowym
w odpowiedzi zaréwno na fizjologiczne jak 1 patologiczne bodzce (Chen 1 wsp. 2005; Lie 1 wsp.
2005; Shetty 1 wsp. 2005). Czynniki te moga zwigksza¢ przezywalno$¢ i regeneracj¢ neuronow
lub uczestniczy¢ w procesie uszkodzenia komoérek nerwowych. W poczatkowym okresie
aktywowane astrocyty uwalniaja czynniki, ktore biora udzial w mobilizacji endogennych
progenitorow neuralnych (Viviani 1 Marinovich 2005). Reaktywny astroglej moze miec
podwyzszony stopien syntezy CNTF, ktory stymulujac produkcj¢ FGF-2 korzystnie wplywa
na przezywalno$¢ neuronéw (Albrecht 1 wsp. 2003). Ponadto aktywne astrocyty produkuja
czynnik wzrostu nerwow (Oderfeld-Nowak 1 wsp. 1992) oraz IL-4 1 IL-10 wykazujace
dziatanie neuroprotekcyjne (Hulshof 1 wsp. 2002). Przedluzajaca si¢ aktywacja astrocytow
moze hamowa¢ neurogeneze na skutek uwolnienia cytokin prozapalnych, takich jak IL-1, I1-6,
TNFa, ktore hamuja proliferacje 1 nasilaja apoptoze nowopowstatych neuronow (Nakayama
1 wsp. 2003; Norenberg 2005). Zaobserwowano, ze urazom OUN towarzyszy wzrost poziomu
TGFp, ktorego zroédtem byly aktywowane astrocyty. Czynnik ten w znaczym stopniu
hamowat powstawanie neuronow u myszy (Buckwalter 1 wsp. 2006). By¢ moze obserwowany
w naszych do$wiadczeniach niski poziom proliferacji 1 brak dojrzalych neuronow w warstwie
uszkodzonych komorek piramidowych CA1 moze wynika¢ z ujemnego bilansu czynnikow
promujacych 1 hamujacych neurogenezg.

Zaburzenie mikrosrodowiska mogloby by¢ rowniez zwiazane z aktywacja komorek
mikrogleju 1 wydzielania przez nie czynnikow humoralnych na wczesnym etapie rozwoju
uszkodzenia. Dane literatury opisuja niekorzystny efekt uwalnianych cytokin pro-zapalnych
na neurogenez¢ (Herx i Yong 2001; Stoll 1 wsp. 2002). Jakkolwiek wyjasnienie udziatu
mikrogleju nie byto objg¢te zakresem planowanych przez autorke rozprawy badan, podjeta ona
proby identyfikacji tych komorek stosujac specyficzne markery. Niestety, zadne z komercyjnie
dostgpnych przeciwcial nie reagowalo pozytywnie ze skrawkami hipokampa mozgu
myszoskoczka mongolskiego.

W przeciwienstwie do niskiej aktywnosci MMPs w warstwie komoérek piramidowych,
znaczaca aktywacje zelatynolityczna obserwowano w stratum oriens 1 w stratum radiatum,
awigc w pewnej odlegtosci od miejsca uszkodzenia. Zgodnie z weze$niejszymi wynikami badan
prowadzonych w naszym Zaktadzie, zmiany indukowane niedokrwieniem obejmuja najpierw
rejon dendrytéw neurondw piramidowych CA 1 w stratum radiatum anastgpnie rozprzestrzeniaja
si¢ do stratum oriens (Ziemka-Nalecz 1 wsp. 2003). W tych rejonach odpowiedzi tkanki
po urazie wydaja si¢ by¢ zwigzane z pojawieniem sig reaktywnych astrocytow 1 w konsekwencji
zpodwyzszong aktywnoscia MMPs, ktora moze utatwiac¢ opdznione przemodelowanie i naprawe
na obwodzie ogniska uszkodzenia. Przypuszczenie to jest zgodne ze wzrostem aktywnosci
MMPs gléwnie w przedziale zewnatrzkomérkowym i cytoplazmatycznym, podczas gdy w DG
wyrazniejszy sygnal fluorescencyjny obecny byt w jadrach komoérkowych.

Jednym z istotnych elementow proteolitycznej aktywnosci metaloproteinaz jest zmiana
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struktury macierzy zewnatrzkomorkowej 1 ekspozycja nowych miejsc wiazania bialek ECM
z receptorami powierzchni komoérki. Efektem tych zdarzen moze by¢ stymulacja lub inhibicja
komoérkowych szlakow przekazywania sygnatu od receptoréw integrynowych. Poniewaz
miejscem poniedokrwiennej neurogenezy jest wytacznie zakret zgbaty hipokampa mozna
byto oczekiwac, ze odpowiedzi biatek efektorowych wiaczonych w przekaznictwo sygnatu
z ECM przebiegaja wedlug odmiennego, specyficznego dla danej struktury schematu. Nalezy
dodac¢, ze badania szlaku integrynowego w kontekscie neurogenezy w uktadzie ex vivo nie byly
dotychczas podejmowane.

Wedlug dostepnej wiedzy opartej na eksperymentach prowadzonych na komorkach
nie neuronalnych (glownie fibroblastach), kluczowym bialkiem wiazacym zmiany zachodzace
w $rodowisku zewnatrzkomorkowym z odpowiedzia komorki jest kinaza kontaktow
adhezyjnych, czylikinaza FAK, aktywowana/fosforylowana wigzaniem biatek ECM do integryn.
Warunkiem aktywnos$ci enzymu jest fosforylacja reszty tyrozyny w pozycji 397 tancucha
polipeptydowego. Sygnat przenoszony jest nastepnie na dalsze etapy w kaskadzie fosforylacji
okreslonych substratow (Parsons 2003). Liczne badania wskazuja na regulacyjna rol¢ FAK w
progresji cyklu komorkowego (Gilmore i Romer 1996; Oktay 1 wsp. 1999). Postulowany przez
niektorych autorow wptyw kinazy FAK na proliferacj¢ 1 roznicowanie komoérek macierzystych
in vitro zwiazany jest z aktywacja dwoch szlakow: szlaku kinaz aktywowanych mitogenami
(MAP) oraz szlaku kinaz PI3K/Akt (Campos i wsp. 2004; Tate 1 wsp. 2004). Zgodnie
z publikowanymi wynikami badan kinazy te regulowaty program proliferacji i ré6znicowania
progenitoréw neuralnych izolowanych z mézgu szczura 1 embrionu myszy (Huang 1 wsp. 2011;
Jin 1 wsp. 2005; Li 1 wsp. 1999; Weston i wsp. 2002).

Podjete przez autorkg rozprawy proby uzyskania bezposredniego dowodu udziatu
kinazy FAK w neurogenezie poniedokrwiennej w DG nie przyniosty oczekiwanych wynikow.
Nie odnotowano spodziewanego zwiazkui migdzy wzrostem poziomu fosforylacji Tyr-397 FAK
aproliferacjaczyroznicowaniemkomorek progenitorowych. Wprostprzeciwnie,zaobserwowano
niewielki, aczkolwiek znamienny statystycznie, spadek fosforylacji korelujacy ze wzrostem
aktywnos$ci metaloproteinaz. Taki czasowy zwiazek migdzy aktywno$cia metaloproteinaz
1 inhibicja fosforylacyjna FAK opisal Menon 1 wsp. w hodowli miocytéw (Menon i wsp. 2006).
Obnizenie aktywnosci kinazy FAK moze prowadzi¢ do redukcji fosforylacji jej substratow
1 ostabienia zaleznego od kinazy szlaku przekaznictwa. Zatem dane przedstawione w rozprawie
moga poddawa¢ w watpliwos¢ przyczynowy udziat aktywacji kinazy FAK w neurogenezie
poniedokrwiennej. Warto tutaj zaznaczy¢, ze dotychczasowe proby okreslenia roli omawiane;j
kinazy w komorkach nie-neuralnych przyniosty szereg kontrowersyjnych wynikow. Wedtug
niektorych badaczy pozbawienie komoérek kinazy FAK (FAK-/-) jak 1 traktowanie ich RNA1
FAK nie wpltywa na zdolno$¢ proliferacji (Duxbury 1 wsp. 2003; Ili¢ 1 wsp. 1995). Z kolei inni
badacze podkreslaja, ze warunkiem proliferacji jest obecnos¢ aktywnej kinazy FAK (Pirone
1 wsp. 20006).

Analizujac wyniki zamieszczone w rozprawie nalezy wzia¢ pod uwage mozliwosc,
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zenieznaczne obnizenie fosfo- FAK zmniejsza stopien adhezji do macierzy zewnatrzkomorkowe;j
1 utatwia migracj¢ komorek, w tym przypadku do strefy ziarnistej DG. Zalozenie to pozostaje
obecnie w sferze hipotez, jakkolwiek jest zgodne z opisanym w publikacjach udziatem tej
kinazy w migracji wielu typdw komorek nie-neuronalnych in vitro 1 in vivo (Ezratty 1 wsp.
2005; Furuta 1 wsp. 1995; 1li¢ 1 wsp. 1995; Mitra 1 wsp. 2005). Mechanizm regulacji tego
procesu mimo uptywu lat pozostaje nadal nieokreslony.

W toku prowadzonych badan nie znaleziono dowodéw na kompensacje spadku
aktywno$ci FAK przez nalezaca do tej samej rodziny kinazg PYK2, co zaobserwowano
w komorkach nie-neuronalnych (Sieg i wsp. 1998; Ueki 1 wsp. 1998). Obnizenie fosforylacji
Tyr 402 kinazy PYK2 we fragmencie grzbietowym hipokampa przy zachowaniu stalego
poziomu kinazy FAK wskazuje, ze obie kinazy maja odmienne wtasnosci funkcjonalne pomimo
wysokiej homologii. Warto przy tym odnotowac, ze chociaz spadek ufosforylowania kinazy
FAK miat miejsce w neurogennym DG a kinazy PYK2 w czg$ci grzbietowej hipokampa,
to obie odpowiedzi koreluja z obnizeniem aktywnosci ich koncowego substratu - kinazy ERK.
Na tle doniesien podkreslajacych role kinazy ERK w proliferacji progenitoréw neuralnych
in vitro (Campos 1 wsp. 2004; Tate 1 wsp. 2004), redukcja jej aktywnosci w neurogennym
zakrecie zgbatym byla zaskoczeniem dla autorki rozprawy. W obecnym stanie wiedzy trudno
wytlumaczy¢ mechanizm tego zdarzenia.

Aktywno$¢ kinazy FAK moze by¢ regulowana nie tylko przez integryny, ale takze
przez receptory sprzezone z biatkami G, receptory czynnikoOw wzrostu, lub tez inne, jeszcze
nie poznane mechanizmy. Zatem aktualny stan aktywacji enzymu w neurogennym zakrecie
zebatym mozna rozpatrywac jako wypadkowa ostabienia kontaktu z macierza i/lub modulacji
szlakow sygnatow zainicjowanych na przyktad przez czynniki wzrostu, przyczyniajac si¢ do
ich integracji (Sharma i Kumar 1998; Sieg i wsp. 2000).

Analizujac wyniki badan niniejszej rozprawy nalezy podkresli¢, ze SGZ - strefa
neurogenna zakretu zgbatego, stanowi jedynie niewielka czes$¢ objetosci badanego fragmentu
brzusznego hipokampa a heterogenne populacje komodrek tej struktury moga dawaé
niejednoznaczne odpowiedzi. Precyzyjna detekcja zmian w SGZ nie byta mozliwa przy badaniu
ekstraktow przygotowanych z catych fragmentéw. Budzace poczatkowo nadzieje badania
immunohistochemiczne nie zakonczyly si¢ sukcesem, poniewaz stosowane przeciwciata
komercyjne okazaty si¢ by¢ wysoce niespecyficzne.

Zgodnie z publikowanymi wynikami badan in vitro komoérek nie-neuronalnych,
bezposrednia konsekwencja obnizenia fosforylacji Tyr-397 jest zmniejszenie zdolnosci
do interakcji z partnerami molekularnymi 1 inhibicja drogi sygnalowej prowadzacej
do aktywacji kinazy ERK (Huang i wsp. 2007; Igishi 1 wsp. 1999). Na podstawie analizy
wynikéw prezentowanych w rozprawie nie mozna stwierdzi¢ definitywnie, pomimo
atrakcyjnosci proponowanej hipotezy, ze obnizenie poziomu ufosforylowanej formy FAK
pasuje do tego obrazu, poniewaz wzor odpowiedzi kinazy ERK manifestujacy si¢ obnizeniem

aktywnosci/fosforylacji po niedokrwieniu mozgu myszoskoczka mongolskiego jest podobny
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w obu badanych strukturach. Kinaza ERK, podobnie jak kinaza FAK moze by¢ aktywowana
w odpowiedzi na szereg bodzcow dzialajacych przy udziale receptoréw kinaz tyrozynowych
czy wielu receptoréw zwiazanych z biatkami G (Derkinderen i wsp. 1999). Zatem obnizenie
aktywnosci kinazy ERK moze by¢ wypadkowa synergistycznego lub przeciwstawnego
dziatania r6znych mechanizméw o réznym stopniu nasilenia w badanych strukturach. By¢
moze poziom aktywnos$ci kinazy ERK w DG, aczkolwiek nieznacznie obnizony, moze by¢
wystarczajacy dla przebiegu procesu neurogenezy. Pomimo istniejacych danych wskazujacych
na udzial w regulacji proliferacji PI3/Akt i przezycia neuralnych komoérek macierzystych/
progenitorowych w mézgu dojrzalym (Chang i wsp. 2004), nie odbiegajacy od kontroli poziom
aktywacji/fosforylacji kinazy Akt jak i JNK w moich do$wiadczeniach stawia pod znakiem
zapytania udziat tych enzymoéw jako czynnikow krytycznych, odpowiedzialnych za stymulacjg
neurogenezy poniedokrwiennej w hipokampie mézgu myszoskoczka mongolskiego. Nie mozna
przy tym wykluczy¢ trudnosci technicznych uniemozliwiajacych detekcjg subtelnych zmian.

Opisane badania ex vivo nad udzialem kinaz biatkowych zostaly powtdrzone
w modelu eksperymentalnym in vitro z zastosowaniem hodowli linii komoérek HUCB-NSC.
Odnotowany znaczacy wzrost ufosforylowania Tyr 397 kinazy FAK oraz ekspres;ji biatka kinazy
w czasie intensywnej proliferacji i réznicowania komorek HUCB-NSC moze wskazywaé
na zaangazowanie enzymu w proces spontanicznej proliferacji i r6znicowania komoérek w tym
uktadzie dos§wiadczalnym. O roli kinazy FAK $wiadczy takze obnizenie poziomu fosforylacji
w komorkach traktowanych inhibitorem metaloproteinaz — SB-3CT.

W tych samych warunkach eksperymentalnych dochodzi do redukcji dynamiki
podzialow komoérkowych. Inhibicja aktywnosci metaloproteinaz uniemozliwia prawdopodobnie
konieczne dla procesu dojrzewania proteolityczne przemodelowanie substratu adhezyjnego,
jakim jest fibronektyna.

Obecna w komorkach HUCB-NSC kinaza PYK2 prezentuje staty poziom przez caty czas
prowadzonego eksperymentu i nie wydaje si¢ petni¢ roli w dojrzewaniu komérek HUCB-NSC,
cho¢ pojedyncze doniesienia podkreslaja jej udziat w proliferacji komérek mezenchymalnych
(Kuwabara 1 wsp. 2004). Badane kinazy MAP (ERK i JNK) oraz kinaza Akt od poczatku
do konca eksperymentu (4-14 dni) pozostawaly aktywne, prezentujac staly poziom fosforylacji,
nie ulegajac modulacji w warunkach wzrostu aktywnosci kinazy FAK. Powyzsze dane nie
sa zgodne z wynikami uzyskanymi w hodowli macierzystych komoérek mezenchymalnych,
dokumentujacych zaleznos$¢ aktywacji kinaz MAP od fosforylacji kinazy FAK (Mruthyunjaya
1wsp. 2010). Réznice sq zwiazane prawdopodobnie ze specyficznymi odpowiedziami komorek
macierzystych pochodzacych z réznych Zrédet.

Mozna zatem przypuszczaé, ze poziom aktywnosci badanych kinaz w komorkach
HUCB-NSC byl wystarczajacy dla aktywacji czynnikow transkrypcyjnych wptywajacych
na spontaniczny charakter procesu proliferacji i réznicowania komorek HUCB-NSC. W $wietle
uzyskanych wynikéw kinazy MAP jak i kinaza Akt nie wydaja si¢ by¢ przy tym efektorami

sygnatu integrynowego, poniewaz ich aktywnos¢ nie ulegata zmianie w obecnosci inhibitora
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MMPs — SB-3CT. Natomiast niespodziewanym wynikiem byl wzrost ekspresji kinazy ERK
1 obnizenie JNK w tych warunkach eksperymentalnych. Mozna zalozy¢, ze jest to odpowiedz
niespecyficzna, jakkolwiek jej wyjasnienie wymaga dalszych badan.
Na podstawie tych danych nie jest mozliwe okreslenie roli aktywacji kinazy FAK
1 jej potencjalnych efektorow w czasie proliferacji i réznicowania. Kinaza FAK moze
aktywowac¢ szereg szlakow sygnatowych. Wystarczy zaznaczyC, ze zwiazanie liganda
zewnatrzkomorkowego przez receptor integrynowy i aktywacja kinazy umozliwia przytaczenie
okoto 50 biatek sygnatowych 1 strukturalnych, ktore potencjalnie moga by¢ wilaczone
w neurogenez¢. Dodatkowa trudno$¢ w okresleniu roli kinazy kontaktéw adhezyjnych stanowi
fakt, ze posredniczy ona w dwukierunkowym przenoszeniu sygnatu. Podczas gdy sygnaty
z zewnatrz (,,outside-in”) kieruja zmiana organizacji cytoszkieletu i jadrowa ekspresja genow,
biatka sygnatowe przenoszace sygnat z wnetrza komorki wptywaja na budowe ECM oraz na
zachowanie sasiednich komorek (,,inside-out”). Nie wiemy czy 1 ktory kierunek przekazu
sygnatu jest uprzywilejowany w okreslonych warunkach doswiadczalnych.
Podsumowujac obserwacje poczynione w toku realizacji badan i wynikajace z nich
wnioski nalezy mie¢ na uwadze fakt, ze liczne procesy majace swoj udzial w stymulacji
lub inhibicji poszczegdlnych etapdw neurogenezy moga by¢ stymulowane réwnoczesnie.
Moga si¢ tez wzajemnie regulowacé. Konieczne jest zatem okreslenie ich roli 1 sekwencyjnej

ekspresji w odniesieniu do danego modelu doswiadczalnego.

Uwagi Koncowe

Wyniki przeprowadzonych przez mnie badan neurogenezy poniedokrwiennej jak
1 te pochodzace z eksperymentow innych badaczy nie napawaja optymizmem. Wigkszos$¢
nowych komorek ulega przedwczesnej apoptozie 1 nie rdéznicuje do dorostych neurondow
w rejonach wymagajacych regeneracji. Alternatywna strategia wydaje si¢ by¢ opracowanie
metody bezpiecznej, nieinwazyjnej stymulacji endogennej, ktéra bgdzie w stanie zastapic¢
utracone komodrki w polach uszkodzenia. Poznanie molekularnej natury i mechanizmu dziatania
tych sygnatéw moze mie¢ zasadnicze znaczenie dla dalszego zrozumienia regeneracyjnej
zdolnosci progenitoréw neuralnych w mozgu dorostych osobnikdéw. Znaczacy wzrost liczby
nowych neuronéw po niedokrwieniu, ktore integrowaly si¢ z istniejaca siecia neuronalnag
1 prawdopodobnie uczestniczyly w przywroceniu funkcji, notowano po podaniu czynnikow
wzrostowych — FGF-2 1 IGF (Nakatomi i wsp. 2002). Mozna przypuszczaé, ze czynniki
wzrostowe stymulowaly rezerwy regeneracyjne uszkodzonego mozgu wilacznie z pobudzeniem
endogennych komoérek macierzystych. Stymulacj¢ neurogenezy po eksperymentalnym udarze
mozgu zaobserwowano rowniez po podaniu nie-toksycznych, tak zwanych matych zwiazkow
(np. inhibitorow deacetylazy histonu). Warto wspomnie¢ takze wyniki pracy grupy badacy
francuskich uzyskane w pracowni kierowanej przez Lazdunskiego (Heurteaux i wsp. 2010).

Badacze ci opublikowali ostatnio efektywna metode¢ indukcji neurogenezy in vitro przy pomocy
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ziotowych preparatéw o nazwie MLC 601 1 MLC 901 (zwanych tez NeuroAid 1 NeuroAid1).
Preparaty te podawane pacjentom zapobiegaty neurologicznym zaburzeniom po-udarowym.
Przytoczone dane wskazuja na mozliwos¢ stymulacji endogennej neurogenezy przy udziale
czynnikow egzogennych.

Pomimo tych zachecajacych wynikéw, bezposrednia stymulacja neurogenezy
celem repopulacji uszkodzonej przez czynniki chorobowe tkanki nerwowej wydaje si¢ by¢
bardzo odlegta. Aby stala si¢ ona mozliwa, konieczne jest okreslenie szeregu parametrow
scisle zwiazanych z patofizjologia choroby (takich jak odpowiedni czas podania czynnika
stymulujacego, miejsce podania oraz dawka). Ocena skutecznosci i1 bezpieczenstwa
interwencji opartej na neurogenezie wymaga jeszcze odpowiednich narzedzi umozliwiajacych
monitorowanie jej poszczegolnych etapdw in vivo.

Nasza aktualna wiedza oparta jest gtbwnie na analizie statycznej, polegajacej na ocenie
dynamiki proliferacji komorek poprzez stopien wbudowania BrdU i okresleniu fenotypu
komorek BrdU-pozytywnych w oparciu o reakcj¢ immunohistologiczna. Uzyskiwane w ten
sposob dane odnosza si¢ jedynie do danego punktu czasowego u jednego osobnika. Rozwoj
technik obrazowania, jaki miat miejsce w ostatniej dekadzie, wskazat na mozliwos¢ uzycia
technik dostgpnych w klinice takich jak rezonans magnetyczny, pozytronowa tomografia
emisyjna czy obrazowanie optyczne. Nalezy jednak mie¢ na uwadze fakt, ze Zadna z obecnie
dostepnych metod nie pozwala na specyficzna detekcje populacji neuralnych prekursorow
1 mlodych neurondéw begdacych wyznacznikiem dynamiki neurogenezy (Couillard-Despres
1 Aigner 2011).
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6. PODSUMOWANIE WYNIKOW

Wyniki badan ex vivo :

Kroétkotrwale (5 min.) catkowite niedokrwienie mézgu myszoskoczka mongolskiego
stymuluje proliferacjg, migracj¢ 1 réznicowanie progenitorow neuralnych w strefie
podziarnistej zakretu zgbatego (DG) hipokampa.

Proces neurogenezy w zakrecie zgbatym koreluje z aktywacja metaloproteinaz, MMP-2
1 MMP-9.

Proliferacja progenitorow neuralnych, aczkolwiek znacznie mniej intensywna anizeli
w zakrgcie zgbatym, ma miejsce takze we wrazliwym na niedokrwienie rejonie rogu
Ammona (CA1). Powstajace mtode neurony nie osiagaja jednak stanu dojrzatosci.
Aktywnos¢ metaloproteinaz w warstwie neuronéw piramidowych sektora CAl
jest nizsza od kontroli. Natomiast wyrazny wzrost aktywnosci, zwiazany gtoéwnie
z astrocytami wystepuje w stratum oriens i stratum radiatum.

W wyniku niedokrwienia/reperfuzji dochodzi do obnizenia aktywnos$ci kinazy
kontaktéw adhezyjnych (FAK) wylacznie w zakrecie zgbatym, a kinazy PYK?2 oraz
Src we fragmencie grzbietowym hipokampa. Odpowiedz kinazy ERK nie wykazuje
specyficzno$ci topograficznej i prezentuje ten sam charakter zmian w obu badanych
fragmentach. Aktywnos$¢ kinazy JNK i Akt pozostaje na poziomie oznaczonym dla

kontroli.

Wyniki badan in vitro:
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Obecnos¢ inhibitora metaloproteinaz SB-3CT w czasie hodowli komoérek neuralnych
linii HUCB-NSC obniza stopien proliferacji i zmienia profil ré6znicowania promujac
powstawanie komoérek glejowych i hamujac réznicowanie do neuronow.

W komoérkach HUCB-NSC aktywnos$¢ kinazy kontaktéw adhezyjnych oraz ekspresja
biatka catkowitego ro$nie w okresie intensywnej proliferacji.

W obecnosci inhibitora metaloproteinaz immunoreaktywnos¢ ufosforylowanej formy
kinazy FAK jak i kinazy PYK2 ulega obnizeniu.

Aktywnosci kinaz: Src, MAP (ERK i JNK) oraz Akt i nie zmieniaja si¢ w sposob
znaczacy w czasie prowadzonej hodowli zarbwno w obecnosci jak i bez inhibitora

metaloproteinaz.
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7. WNIOSKI
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Catkowite niedokrwienie m6zgu myszoskoczka mongolskiego stymuluje neurogenezg
w strefie podziarnistej (SGZ) zakretu zgbatego hipokampa.

Czasowo-przestrzenna korelacja procesu neurogenezy i aktywnos$ci metaloproteinaz
w zakrecie zgbatym wskazuje na zaangazowanie tych enzyméw w rozwoj komorek
macierzystych/progenitorowych.

Poniedokrwienna stymulacja neurogenezy endogennej nie zapewnia repopulacji
uszkodzonych komérek nerwowych sektora CA1 hipokampa.

Aktywnos$¢ metaloproteinaz w strukturach CA1 - stratum oriens i radiatum moze by¢
zwiazana z procesami przemodelowania tkanki.

Na podstawie uzyskanych wynikow nie mozna jednoznacznie okres§li¢c udzialu
badanych kinaz biatkowych - przekaznikéw sygnatu z macierzy zewnatrzkomoérkowe;j,

w neurogenezie poniedokrwiennej w hipokampie mézgu myszoskoczka mongolskiego.
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