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Wyniki badan eksperymentalnych ostatnich dwudziestu lat wskazuja na aktywacje
procesOw neurogenezy w niektérych stanach patologicznych os$rodkowego uktadu
nerwowego. Podwyzszona aktywnos$¢ proliferacyjna komorek
macierzystych/progenitorowych w strefach neurogennych moézgu - w warstwie komorek
podziarnistych (SGZ) zakregtu zgbatego oraz w okolicy komoér bocznych (SVZ), ich migracjg
do uszkodzonych struktur modzgowia 1 roznicowanie do odpowiednich fenotypow
zaobserwowano w roznych modelach niedokrwienia. Mozna zatem przypuszczaé, ze w
niektorych sytuacjach $rodowisko dojrzalego moézgu prezentuje permisywny charakter
indukujac aktywacj¢ neurogenezy. Mechanizmy molekularne odpowiedzialne za pobudzenie
endogennych komodrek macierzystych/progenitorowych nie zostaly jak dotad w petni
zdefiniowane. Intensywne badania procesOw neurogenezy w czasie rozwoju embrionalnego
wskazuja, ze podstawowym mechanizmem sterujacym procesami proliferacji, migracji i
réznicowania komoérek progenitorowych sa czynniki otaczajacego Srodowiska, w ktorym
kluczowa rolg¢ wydaja si¢ pelni¢ biatka macierzy zewnatrzkomoérkowej (ECM, ang.
extracellular matrix) i ich receptory. Przej$cie komorki macierzystej na kolejne etapy rozwoju
zalezy prawdopodobnie od zmiany struktury ECM, gléwnie 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 enzymoéw prowadzi do zmian oddzialywania pomigdzy komoérkami a biatkami macierzy.



Zgodnie z takim zalozeniem, S$cista interakcja komoérka-ECM moglaby promowacé
proliferacjg, natomiast ostabienie czy inhibicja wzajemnych oddzialywan bylaby sygnatem
inicjujacym migracj¢ nowych komorek do miejsc przeznaczenia. Konsekwencja procesu
proteolizy jest zmiana stopnia interakcji na linii  komorka-ECM, modulacja
wewnatrzkomorkowego szlaku przekaznictwa sygnatow i w koncu podjecie decyzji o
przejSciu komorki macierzystej na kolejne etapy rozwoju. Zagadnienie roli sygnalu z
macierzy zewnatrzkomorkowej w procesach neurogenezy w dojrzaltym modzgu nie bylo
dotychczas przedmiotem badan. Natomiast wyjasnienie tego problemu moze umozliwié
poznanie jednego z narzgdzi kontroli nad ekspansja in situ, co w perspektywie czasu moze
przyspieszy¢ wprowadzenie terapii regeneracyjnej przez stymulacj¢ naturalnej repopulacji

uszkodzonych komorek.

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

przodomozgowia dorostych myszoskoczkow mongolskich.

Badania prowadzono na modelu krotkotrwatego (5 minut) catkowitego niedokrwienia
przodomozgowia myszoskoczka mongolskiego, ktore indukuje wybiorcze uszkodzenie
neuronow piramidowych rejonu CA1 hipokampa, przy zachowaniu niezmienionej struktury
zakretu zebatego. W toku realizacji celu pracy okreslono ex vivo stopien neurogenezy w
hipokampie mo6zgu myszoskoczka mongolskiego w roznym czasie reperfuzji po
niedokrwieniu oraz aktywno$¢ metaloproteinaz — metaloproteinazy 2 i metaloproteinazy 9.
Zbadano takze wplyw inhibitoréw mataloproteinaz na proliferacj¢ i réoznicowanie komorek
linii HUCB-NSC. Ostatni etap pracy obejmowal okreslenie ekspresji 1 aktywnos$ci kinaz
(FAK, PYK2, Src, ERK, JNK, Akt) uczestniczacych w przekaznictwie sygnatu z macierzy
zewnatrzkomorkowej. Oznaczenia te wykonano zaréwno w uktadzie ex vivo w hipokampie
mozgu myszoskoczka mongolskiego jak 1 w komorkach linit HUCB-NSC.

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

Proliferacj¢ komorek okreslano stopniem wbudowania 5-bromo-2-deoksyurydyny
(BrdU) do DNA podczas jego replikacji w fazie S cyklu komérkowego. Fenotyp komorek

identyfikowano immunohistochemicznie przy zastosowaniu specyficznych przeciwcial.



Aktywno$¢ metaloproteinaz oznaczano metoda zymografii in situ. Dla oznaczenia aktywnos$ci
1 ekspresji kinaz komérkowych zastosowano metodg Western blot.

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

Jedna z bardziej interesujacych obserwacji jest wyrazna réznica poziomu aktywnosci
metaloproteinaz w badanych strukturach hipokampa. Stymulacji rozwoju neuralnych komorek
macierzystych w zakrgcie zgbatym po niedokrwieniu przodomdzgowia towarzyszy wyrazny
wzrost aktywnosci MMPs. Taki czasowo-przestrzenny zwiazek pomiedzy aktywacja
metaloproteinaz a przyspieszona proliferacja komorek macierzystych/progenitorowych i ich
pozniejszym roznicowaniem do dojrzatych neuronéw moze sugerowac istnienie
przyczynowego zwiazku pomig¢dzy tymi procesami. Za stuszno$cia tej sugestii przemawiaja
wyniki eksperymentow wykonanych na hodowli komorek linii HUCB-NSC w obecnosci
inhibitora metaloproteinaz — SB-3CT. Obecno$¢ inhibitora redukowata stopien proliferacji
komoérek oraz ich roznicowania w kierunku neuronéw. W tym samym eksperymencie
notowano, w poréwnaniu z kontrola, wzrost liczby oligodendrocytow 1 astrocytow,
wynikajacy prawdopodobnie ze wzrostu proliferacji. O roli MMPs §wiadczy réwniez brak
wplywu na proces neurogenezy inhibitoréw proteinaz serynowych i furyny.

Zmiany aktywno$ci badanych metaloproteinaz we fragmencie grzbietowym
przebiegaja wedlug innego wzorca. Podczas gdy aktywno$¢ proteolityczna tych enzymow
spada ponizej poziomu kontroli w warstwie uszkodzonych neuronéw piramidowych, w

Stratum oriens i stratum radiatum notuje si¢ wyrazny wzrost aktywnosci.



Logicznym ciagiem prowadzonych badan bylo sprawdzenie, czy i w jaki sposob
opisane wyzej roznice aktywnosci metaloproteinaz moduluja wewnatrzkomorkowy szlak
przekaznictwa z ECM. W tym celu okreslono aktywno$é/fosforylacj¢ dwoch kinaz
tyrozynowych: kinazy FAK 1 kinazy PYK2, bedacych pierwszymi odbiorcami sygnatu z
macierzy zewnatrzkomorkowej, oraz ich potencjalnych substratow — kinazy Src, ERK, JNK i
Akt. Wyniki uzyskane w toku badan wskazuja na spadek fosforylacji kinazy FAK wylacznie
w zakrecie zgbatym. OdpowiedZ kinazy koreluje ze wzrostem aktywno$ci metaloproteinaz.
Mozna zatozy¢, ze obnizenie fosforylacji enzymu zmniejsza stopien adhezji do macierzy
zewnatrzkomorkowej 1 ufatwia migracje komorek do strefy ziarnistej DG. Obnizenie
fosforylacji kinazy PYK2 we fragmencie grzbietowym hipokampa przy zachowaniu stalego
poziomu kinazy FAK wskazuje, Ze obie kinazy maja odmienne wtlasnosci funkcjonalne
pomimo wysokiej homologii. Konsekwencja obnizenia aktywnosci obu kinaz jest redukcja
fosforylacji kinazy ERK, koncowego substratu obu enzymow. Na podstawie braku
specyficznoséci odpowiedzi kinazy ERK trudno stwierdzi¢ jej zaangazowanie w neurogeneze
poniedokrwienna.

Pomimo istniejacych danych wskazujacych na udziat w regulacji proliferacji PI13/Akt 1
przezycia neuralnych komodrek macierzystych/progenitorowych w moézgu dojrzalym, nie
odbiegajacy od kontroli poziom aktywacji/fosforylacji kinazy Akt jak i JNK stawia pod
znakiem zapytania udzial tych enzymow jako czynnikéw krytycznych odpowiedzialnych za
stymulacje¢ neurogenezy poniedokrwiennej w hipokampie mozgu myszoskoczka
mongolskiego. Nalezy jednak mie¢ na uwadze fakt, ze strefa neurogenna zakrgtu zgbatego
stanowi jedynie niewielka czg$¢ objgtosci badanego fragmentu brzusznego hipokampa a
heterogenne populacje komorek tej struktury moga dawacé niejednoznaczne odpowiedzi w
warunkach eksperymentu.

Opisane badania ex vivo nad udziatem kinaz biatlkowych zostaly powtérzone w
modelu eksperymentalnym in vitro z zastosowaniem hodowli linii komérek HUCB-NSC.
Odnotowany znaczacy wzrost ufosforylowania kinazy FAK oraz ekspresji biatka kinazy w
czasie intensywnej proliferacji i roznicowania komérek HUCB-NSC moze wskazywac na
zaangazowanie enzymu w proces neurogenezy w tym uktadzie doswiadczalnym. Obnizenie
poziomu fosforylacji w komoérkach traktowanych inhibitorem metaloproteinaz — SB-3CT
koreluje z redukcja dynamiki podziatdéw komodrkowych. Obecna w komorkach HUCB-NSC
kinaza PYK2 prezentuje staly poziom przez caty czas prowadzonego eksperymentu i nie
wydaje si¢ petni¢ roli w dojrzewaniu komoéorek HUCB-NSC. Podobnie kinazy MAP (ERK i
JNK) oraz kinaza Akt od poczatku do konca eksperymentu (4-14 dni) pozostawaty aktywne,



prezentujac staly poziom fosforylacji 1 nie ulegaly modulacji w warunkach wzrostu
aktywnos$ci kinazy FAK. Na tle podwyzszonej aktywnos$ci katalitycznej 1 ekspresji biatka
FAK zaskakuje brak zmian aktywnosci jej substratow, ktére w tym uktadzie nie wydaja si¢
by¢ zwiazane z przekazem sygnatu na $Sciezce 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 biatek sygnalowych 1
strukturalnych, ktére potencjalnie moga by¢ wtaczone w neurogenez¢. Dodatkowa trudnos¢ w
okresleniu roli kinazy kontaktéw adhezyjnych stanowi fakt, Zze posredniczy ona w
dwukierunkowym przenoszeniu sygnalu. Podczas gdy sygnaly z zewnatrz kieruja zmiana
organizacji cytoszkieletu i jadrowa ekspresja gendéw, biatka sygnatowe przenoszace sygnat z
wnetrza komorki wptywaja na budow¢ ECM oraz na zachowanie sasiednich komorek i
tkanek. Nie wiemy czy 1 ktory kierunek przekazu sygnalu jest uprzywilejowany w
okreslonych warunkach do§wiadczalnych.

Uzyskane wyniki pozwalaja na wyciagnigcie nastgpujacych wnioskow:

e Calkowite niedokrwienie mézgu myszoskoczka mongolskiego stymuluje neurogeneze
w strefie podziarnistej (SGZ) zakretu zgbatego hipokampa.

e (Czasowo-przestrzenna korelacja procesu neurogenezy i aktywnosci metaloproteinaz w
zakrecie zebatym wskazuje na zaangazowanie tych enzymoéw w rozwoj komorek
macierzystych/progenitorowych.

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

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

e Na podstawie uzyskanych wynikdw nie mozna jednoznacznie okresli¢ udziatu
badanych kinaz bialkowych - przekaznikow sygnatu z macierzy zewnatrzkomorkowe;,
w  neurogenezie poniedokrwiennej w  hipokampie moézgu myszoskoczka

mongolskiego.



