STRESZCZENIE
Apoptoza jest uporzadkowanym, czynnym procesem przebiegajacym z aktywacja okre-
slonych genéw, w wyniku ktorego komoérka moze wejs¢ na droge programowanej
$mierci. Podczas embriogenezy, zaprogramowane szablony $mierci komérkowej w regresji
struktur pierwotnych lub nieprawidlowych sa niezbedne w prawidlowym ksztalttowaniu
narzadéw i funkcjonowaniu ukladu nerwowego. Z kolei, nasilona $miertelnoé¢ komorek
w dojrzalym ukladzie nerwowym moze prowadzié¢ do réznych choréb neurodegeneracyj-
nych. Z tych powodéw rodzina bialek Bcl-2 jest intensywnie badana w kontekscie funk-
cjonowania ukladu nerwowego. Programowana $mieré¢ komérki (PCD) pozwala eliminowaé
komérki zbedne, przyczyniajac sie w ten sposéb do utrzymania homeostazy w organizmie.
Jako przyklad mozna podaé usuwanie z tkanek komoérek starych, uszkodzonych lub nadlicz-
bowych. Nieprawidlowa regulacja apoptozy charakterystyczna jest dla procesow nowotwo-
rowych, zmian zwyrodnieniowych i schorzen autoimmunologicznych. Obecnie badania nad
ekspresja genéw bialek pro- i antyapoptotycznych, z zastosowaniem technologii knock-out
budza wielkie nadzieje na leczenie pacjentow, dotknietych zmianami neurodegeneracyjny-
mi. Aktualne odkrycia sugeruja, ze nie bez znaczenia pozostaje stosunek pozioméw eks-
presji genow bialek Bcl-2 i Bax. Biatka Bcl-2 poprzez regulacje kaspazo-zaleznej apoptozy
w neuronach, zapobiegaja szybkiej degeneracji wallerowskiej. Mozliwos$é oddzialywania
absencji genu bcl-2 na substancje i czynniki neurotroficzne moze mie¢ przelozenie na proces
regeneracji nerwéw obwodowych.

WPROWADZENIE - KLASYFIKACJA USZKODZEN
NERWOW OBWODOWYCH

Urazy nerwéw obwodowych sa czestymi schorzeniami z szerokim zakresem
grup objawéw, klasyfikowane w zaleznosci od nasilenia i zaangazowanych
nerwéw. Chociaz sam mechanizm urazéw i pézniejszej regeneracji jest dobrze
poznany, brak jest niezawodnych metod leczenia zapewniajacych petne przy-
wrdcenie funkgji [1].

Pierwsza klasyfikacja uszkodzeri obwodowych zakoniczeri nerwowych zosta-
ta przeprowadzona przez H.]. Seddona w 1943, ktéry okreslit trzy podstawowe
stopnie uszkodzenia nerwéw obwodowych, a S. Sunderland w 1951 roku roz-
szerzyt ja o dwie dodatkowe kategorie (Ryc. 1):

e I°- nie dochodzi do uszkodzenia aksonu, a jedynie do zablokowania jego
przewodnictwa na skutek niedokrwienia lub kompresji. Posta¢ ta ustepuje
szybko, zazwyczaj do kilku dni, pozwalajac na pelny powrét funkcji nerwu.
Nie wymaga leczenia chirurgicznego. Jest to odpowiednik neuropraksji wg
H.J. Seddona.

* II°- akson zostaje uszkodzony; jesli czas zaburzenia unerwienia miesnia nie
przekracza 12 miesiecy, to mozliwa jest samoistna regeneracja i przywrocenie
funkcji. Odpowiada axonotmesis wg H.J. Seddona.

e III°- w przypadku uszkodzenia, mozliwa jest regeneracja nerwu, jednak jest
to proces powolny, trwajacy okoto 1 miesigca. Dochodzi do uszkodzenia ak-
son6éw i ostonek endoneuronalnych, przy zachowaniu onerwia i nanerwia.
Nie wymaga leczenia chirurgicznego.

e IV°- samoistna regeneracja nerwu nie jest mozliwa, wymaga leczenia chirur-
gicznego. Uszkodzenie obejmuje akson i onerwie.

* V°-dochodzi do catkowitego uszkodzenia nerwu (np. przez przeciecie). Po-

niewaz samoistna regeneracja nie jest mozliwa, niezbedna jest interwencja
chirurgiczna. Jest odpowiednikiem neurotmesis wg H.J. Seddona [1,2].
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Wykaz skrétow: Bcl-2 - biatka regulujace pro-
ces apoptozy; BDNF (ang. brain derived neuro-
trophic factor) - neurotroficzny czynnik pocho-
dzenia mézgowego; bEGF (ang. basic fibroblast
growth factor) - podstawowy czynnik wzrostu
fibroblastéw; DR (ang. death receptors) - recep-
tory $mierci; ER (Yac. reficulum endoplasmati-
cum) - retikulum endoplazmatyczne; GDNF
(ang. glial cell-line derived neurotrophic factor)
- czynnik neurotroficzny pochodzenia glejo-
wego; NGF (ang. nerve growth factor) - czynnik
wzrostu nerwow; NK (ang. natural killer) - ko-
morki uktadu odpornosciowego o wtasciwo-
Sciach cytotoksycznych; TNF (ang. tumor necro-
sis factor) - czynnik martwicy nowotworu; UPR
(ang. unfolded protein response) - odpowiedz
komorek na nieprawidlowo sfaldowane biatka
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Rycina 1. Stopnie uszkodzenia nerwu wg H.J. Seddon’a (strzatka czerwona wskazuje czesto stosowany model uszkodzenia w badaniach nad regeneracjg uszkodzonych

nerwow obwodowych u zwierzat).

Uszkodzenia I°, II° oraz III° wg S. Sunderlanda sa kwali-
fikowane do leczenia zachowawczego. Jednak zaréwno le-
czenie zachowawecze jak i operacyjne, stanowia tylko czesé
calego procesu rekonwalescencji. Podstawowa role odgry-
wa dtuga i kompleksowa rehabilitacja [2].

ROLA BIALEK BCL-2 W REGENERAC]I
USZKODZONYCH NERWOW

W obu odcinkach przecietego nerwu obwodowego za-
chodzi wiele zmian morfologicznych i metabolicznych.
Zaliczy¢ do nich mozna produkcje catkowicie nowych lub
zmodyfikowanych biatek powstalych na skutek wbudo-
wywania dodatkowych aminokwaséw, jak i tworzenie sie
agregatow biatkowych. Chociaz rodzina biatek Bcl-2 zostata
opisana kilkanascie lat temu, to wciaz zaskakuje ona swoja
ztozonoscig strukturalna, funkcjonalng oraz réznorodno-

Scia. Szereg badan wykazal, ze biatka Bcl-2 sg kluczowymi
regulatorami apoptozy, a nieprawidlowosci w ich ekspres;ji
wigza si¢ z wieloma chorobami, w tym nowotworami, za-
burzeniami neurodegeneracyjnymi, niedokrwieniem i cho-
robami autoimmunologicznymi [3-5]. Rodzina Bcl-2 wply-
wa takze na inne procesy komérkowe poza apoptoza, ktére
sg niezalezne od jej regulacji.

PRZEBIEG PROCESU APOPTOZY

Proces apoptozy moze by¢ indukowany przez kilka bio-
chemicznych szlakéw sygnalnych [6] (Ryc. 2):

* a)szlak zewnetrzny, w ktérym ligandy (np. cytokiny Fas-
-L, TNF) po zwigzaniu z receptorami $mierci (DR), po-
przez biatka adapterowe uruchamiaja szlak prowadzacy
do aktywacji kaskady kaspaz;

SZLAK PSEUDORECEPTOROWY

SZLAK ZEWNETRZNY
““"'”nn
”“Oco.-....l i i

'

Rycina 2. Szlaki apoptozy (na podstawie [7]).
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* b) szlak wewnetrzny (mitochondrialny), w ktérym de-
cyzyjna role o zyciu i $mierci komoérki pelnia mitochon-
dria, z ktérych jest uwalniany cytochrom c i inne biatka
zaangazowane w przebieg apoptozy; ten szlak prowadzi
takze do aktywacji kaskady kaspaz;

* ) szlak sfingomielinowo-ceramidowy, ktéry jest urucha-
miany m.in. po zwigzaniu zewnatrzkomérkowych ligan-
déw z odpowiednimi receptorami blonowymi, w ktérym
wtérnym przekaznikiem jest ceramid;

e d) szlak indukowany stresem retikulum endoplazma-
tycznego (ER) spowodowanym nagromadzeniem w
$wietle ER biatek o blednej modyfikacji i niewlasciwie
zwinietych, ktére nie s eksportowane z ER; oraz utra-
ta homeostazy jonéw Ca?'. Sensorem/przekaznikiem
sygnalu w odpowiedzi na nieprawidtowo sfaldowane
bialka (UPR) jest zazwyczaj transblonowe biatko IREla,
ktére przenosi sygnat stresu do cytoplazmy i jadra;

¢ e) szlak pseudoreceptorowy, ktéry opisano w cytotok-
sycznych limfocytach T (CTL) oraz w komorkach ukla-
du odpornoéciowego o wilasciwosciach cytotoksycznych
(NK), stanowiacych istotny element ukladu immunolo-
gicznego czlowieka; w jego przebieg sa zaangazowane
m.in. perforyna oraz granzym B.

MUTANTY BCL-21 ICH WYKORZYSTANIEW
BADANIACH UKEADU NERWOWEGO

Zwierzeta transgeniczne w ciggu ostatnich 20 lat staly sie
waznym narzedziem badawczym w naukach biologicznych
i medycznych. Mysie modele sa szeroko stosowane jako
doskonate narzedzie w badaniach mechanizméw powia-
zanych z powstawaniem wielu choréb. Wykorzystuje sie
je w opracowywaniu nowych terapii czy w celu zwigksze-
nia skutecznosci juz istniejacych. Myszy pozbawione genu
bcl-2 w okresie zycia plodowego rozwijaja sie prawidlowo,
bez zaburzen w procesie embriogenezy. Istotne réznice w
wygladzie mutantéw w poréwnaniu z myszami szczepu
,dzikiego”(wild-type) zaznaczaja sie dopiero po urodze-
niu (Ryc. 3). Mutanty cechuja si¢ opdznieniem wzrostu
oraz wczesng $miertelnoscia - zyja znacznie krocej (do 19
tygodni), ze wzgledu na uposledzenie réznicowania ko-
morek nerkowych oraz nasilona apoptoze, prowadzaca do
powstania policystycznych nerek [8]. Zwierzeta sa drobniej-
sze, maja mniejsze uszy i biato- siwe futro (defekt w synte-
zie melaniny) [9].

Mutanty Bcl-2 wykorzystuje si¢ w badaniach w obrebie
osrodkowego i obwodowego uktadu nerwowego, jako ze
rodzina biatek Bcl-2 pelni istotng role w regulacji progra-
mowanej $mierci komoérkowej [10]. Co ciekawe, zauwazo-
no korelacje miedzy czynnikiem BDNF, a ekspresja biatek
Bcl-2. Wykorzystujac mysi model z delecja BDNF, stwier-
dzono zwigkszona ekspresje biatek Bax (biatko nalezace do
rodziny biatek Bcl-2, przyspieszajace proces apoptozy) oraz
zmniejszona ekspresje biatek Bcl-2 [11]. BDNF cechuje sie
wlasciwosdciami antyapoptotycznymi, regulujac wzrost i
przezycie komoérek nerwowych [11,12]. Przezycie komoérek
nerwowych po urazie jest zatem procesem skomplikowa-
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Rycina 3. Fotografia przedstawia zréznicowany fenotyp myszy dzikich Bcl-2*/*
(A) oraz homozygotycznych mutantéw Bcl-27- (B). Linia myszy: 12951/SvI-

m]J-Bcl2t™™Mpin /J(Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA). Ze wzgledu na wpro-
wadzone modyfikacje genetyczne badanych zwierzat, niezbedna jest ich geno-
typizacja, celem potwierdzenia obecnosci wprowadzonych mutacji. Genotypy
wszystkich badanych myszy potwierdza si¢ za pomoca reakcji PCR. DNA do
reakcji PCR izoluje si¢ z krwi pobranej z koricowki ogona myszy (zZrédto: mate-
rialy wlasne).

nym, zaleznym od wielu czynnikéw. Zastosowanie biatek
z rodziny Bcl-2, moze okazac sie wiec obiecujaca perspekty-
wa w leczeniu schorzen neurologicznych czy choréb neuro-
degeneracyjnych [13].

ROLA NEUROTROFICZNYCH CZYNNIKOW W
REGENERAC]I UKEADU NERWOWEGO

Badania nad rola neurotrofin w obrebie uktadu nerwo-
wego maja swoéj poczatek w roku 1952, po odkryciu ich
przez Rite Levi-Montalcini [14]. Czynniki neurotroficzne,
okresdlane réwniez biatkami, wykazuja istotna role w roz-
woju i funkcji tkanki nerwowej, regulujac jej przezycie
(Ryc. 4). Utrzymuja homeostaze osrodkowego uktadu ner-
wowego, uczestniczg w procesie neurogenezy, synaptoge-
nezy, a takze warunkujg wzrost aksonéw i tworza rozga-
tezienia dendrytyczne, wykazujac wilasciwosci neuropro-
tekcyjne [15]. Czynniki neurotroficzne podzielono na trzy
glowne rodziny, w ktérych pierwsza obejmuje ,modelowe”
neurotrofiny, do ktérych naleza: NGF, BDNF, NT-3, NT-4.
Druga rodzina bialek obejmuje neurotroficzne czynniki po-

Rycina 4. Fotografia przedstawia natozone zdjecia (barwienie metoda DAPI oraz
ekspresja BDNF - widoczna w kolorze czerwonym) z mikroskopu fluorescen-
cyjnego. Linia przerywana wskazuje miejsce uszkodzenia nerwu klipsem naczy-
niowym. W czesci proksymalnej (po lewej od miejsca uszkodzenia) widoczna
jest wigksza liczba wyznakowanych jader komérkowych oznaczona strzatkami
(zrodto: materiaty wiasne).
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Rycina 5. Fotografia przedstawia poprzeczny przekrdj uszkodzonego nerwu
kulszowego. Linia przerywana wskazuje miejsce uszkodzenia nerwu klipsem
naczyniowym. Strzatkami zaznaczono aktywne komérki Schwanna wybarwione
na kolor zielony oraz kierunek odrostu aksonalnego (zZrédlo: materiaty wiasne).

chodzenia glejowego. Do trzeciej grupy wlicza sie cytokiny
neuropoetyczne [15,16].

Istotne wlasciwosci terapeutyczne przypisywane sa czyn-
nikowi NGF, ktéry u pacjentéw z jaskra, makulopatia siat-
kowki, glejakami nerwu wzrokowego, a takze podawany
miejscowo na ludzkie odlezyny skéry, przyspiesza procesy
regeneracji [17]. Czynniki neurotroficzne odgrywaja takze
role w regeneracji nerwu kulszowego (Ryc. 5). Badania Li
i wsp. [18] potwierdzily, Ze czynnik wzrostu nerwéw od-
grywa istotna role w odbudowie i regeneracji obwodowych
wldkien nerwowych, jednoczes$nie promujac regeneracje
aksonéw. Wykorzystujac szczurzy model z uszkodzeniem
nerwu kulszowego po zmiazdzeniu, podano egzogenny
wolny roztwér NGF. Wykazano, ze NGF aktywuje autofa-
gie w odréznicowanych komérkach Schwanna, przyspiesza
regeneracje aksonéw i mieliny [18]. Wyniki badari Carvalho
i wsp. [19] wykazaty takze korzystny wplyw neurotroficz-
nych czynnikéw w regeneracji nerwu kulszowego. Wyko-
rzystujac sztuczne przewody nerwowe wykonane z fibro-
iny, o wlasciwosciach uwalniajacych czynniki neurotroficz-
ne, zaobserwowano skuteczng regeneracje nerwu po urazie.
Wprowadzono NGF i czynnik neurotroficzny z rodziny
komorek glejowych. Stezenie oceniono technikg ELISA, a
bioaktywnoé¢ czynnikéw neurotroficznych oceniono in vi-
tro przy uzyciu pierwotnych zwojow korzeni grzbietowych.
GDNF wszczepiony w ubytek nerwu kulszowego po urazie
wyzwalal procesy regeneracji, wykazujac znaczne dziala-
nie neuroprotekcyjne w poréwnaniu do autoprzeszczepéw
[19]. Li i wsp. [20] opracowali innowacyjny, termoczuly hy-
drozel, ktéry dostarczano szczurom z cukrzyca po uszko-
dzeniu nerwu kulszowego. Hydrozel podany byt razem
z bFGF i NGF. Jego wykorzystanie w terapii, skutecznie
utatwito proliferacje komoérek Schwanna, co doprowadzito
do wzrostu ekspresji biatek strukturalnych, zwiekszonej re-
generacji aksonéw, remielinizacji, a takze poprawy funkcji
motorycznych [20].

PODSUMOWANIE
Ostatnie eksperymenty wykazaly, ze wysilek fizyczny

wplywa na wzrost liczby neurotrofin (np. BDNF) [21-23]
oraz ze neurotrofiny te wymagane sa do réwnomiernego
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kontrolowania pozioméw regeneracji aksonéw nerwoéw
obwodowych [24]. Ich wzmozona ekspresja lub hamowanie
moze promowac lub ostabia¢ bdl i regeneracje, w zalezno-
sci od tego, czy ¢wiczenie aktywuje sygnalizacje neurotro-
finowa i pobudza neurony na poziomie obwodowym lub
centralnym [25]. Duze znaczenie odgrywa tutaj aktywnosc¢
fizyczna i jej rodzaj [26-28]. Chociaz ¢wiczenia terapeutycz-
ne dosy¢ dawno staly sie powszechng praktyka w rehabi-
litacji zmian urazowych obwodowego ukladu nerwowego,
dopiero w ostatnich latach wykazano, ze maja one rzeczy-
wisty wplyw na neurobiologiczne mechanizmy regeneracji
nerw6éw obwodowych.

Udowodniono ze poziom BDNF w ukladzie nerwowym
zalezy od aktywnosci neuronéw. BDNF zwieksza aktyw-
noé¢ neuroprzekaznika wydzielanego z pobudzonego neu-
ronu, a wiec poprawia skutecznosé¢ jego dzialania na ko-
morke docelowa. Jest to mozliwe, gdyz zwigzanie sie BDNF
z receptorem TrkB uruchamia odpowiednie procesy we-
wnatrzkomoérkowe, ktére moga w koricowym efekcie przy-
nieé¢ powazne zmiany neuroplastyczne, takie jak zwiek-
szenie sie powierzchni synaps i polepszenie skutecznosci
przekazu sygnaléw poprzez zwiekszenie liczby rozgale-
zierh aksonalnych. W ten spos6b poprawia sie sprawnosc¢
sieci neuronalnych [29]. Neurotrofiny, ktére uwalniane sg
do przestrzeni pozakomoérkowej, sa niezbedne do inicjacji
wzrostu neuronéw. Dlatego bialka te okresla sie jako tzw.
czynnik wzrostu. Uwalniane neurotrofiny rozpoznawa-
ne sg przez specyficzne czasteczki receptorowe znajdujace
sie na blonach neuronéw, co w koricu prowadzi do rozro-
stu neurytéw w kierunku miejsc uwalniania neurotrofin.
Pierwsza odkryta i dotad najlepiej poznang neurotrofing
jest NGF. Z badar wynika, Ze moze ona pelni¢ wazna role
w stymulowaniu wzrostu nerwowego przez bezposrednie
kierowanie stozkiem wzrostu neurytéw do wiasciwych
miejsc docelowych oraz przez zwiekszanie prawdopodo-
bieristwa przezycia tych neuronéw [30].

Warto jednak zaznaczy¢, ze urazy nerwéw obwodowych
czesto prowadza do $mierci komérek nerwowych. Zmiany
w ekspresji genéw rodziny Bcl-2 w neuronach po uszkodze-
niu ciggloéci nerwu potwierdzaja ich znaczenie. Stezenie
biatka Bcl-2 moze sie zwieksza¢ w zaleznosci od miejsca i
rodzaju urazu. Nadekspresja Bcl-2 lub Bcl-XL w neuronach
dziala neuroprotekcyjnie w wielu modelach eksperymen-
talnych. Podobnie, myszy z deficytem Bax wykazuja zna-
czaca ochrone przed utrata neuronéw indukowang przez
aksotomie [31].

Przekonanie, ze aktywnos$¢ fizyczna stymuluje kluczowe
procesy neurobiologiczne lezace u podstaw regeneracji ner-
wow jest coraz powszechniejsze. Wsteczne znakowanie mo-
toneuronéw [32], bezposérednia wizualizacja aksonéw me-
toda fluorescencyjna [33] oraz liczenie wldkien nerwowych
w poprzecznych przekrojach nerwu obwodowego [34] w
polaczeniu z wynikami badan neurofizjologicznych oraz
behawioralnych, popieraja poglad, ze ¢wiczenia fizyczne
wspomagaja regeneracje nerwow i poprawe czynnosciowa
w modelach do$wiadczalnych uszkodzenia nerwéw obwo-
dowych [34,35].
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Na odzysk funkcjonalny w zakresie uszkodzonego ner-
wu kulszowego u zwierzat laboratoryjnych moze wplywac
zatem wiele czynnikéw, decydujac jednoczesnie o jego jako-
§ci. Zaliczy¢ tu mozna czas rozpoczecia ¢wiczen po urazie,
a takze rodzaj treningu. R6zne badania wskazuja, ze biatka
z rodziny Bcl-2 oraz czynniki neurotroficzne moga stanowic
obiecujaca perspektywe w terapii farmakologicznej urazéw
nerwéw obwodowych.
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ABSTRACT

Apoptosis is an orderly, active process with the activation of certain genes that allows the cell to follow the path of programmed death. During embryogenesis,
programmed cell death templates are essential for the proper formation of organs and the functioning of the nervous system in the regression of primary or abnor-
mal structures. Increased cell mortality in the mature nervous system can lead to various neurodegenerative diseases. For these reasons, the Bcl-2 protein family
is being studied intensively in connection with the function of the nervous system. Programmed cell death (PCD) makes it possible to eliminate superfluous
cells and thus contribute to the maintenance of homeostasis in the body. Malregulation of apoptosis is characteristic of tumour processes, degenerative changes
and autoimmune diseases. Research into gene expression of pro- and anti-apoptotic proteins using knock-out technology is currently raising great hopes for the
treatment of patients affected by neurodegenerative changes.
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