Szlak mTOR i zwierzeta transgeniczne z delecja genu TSC w procesie regeneracji
ukladu nerwowego i wybranych modelach uszkodzen nerwu kulszowego

STRESZCZENIE
Urazowe uszkodzenia ukladu nerwowego od lat sa powszechnym zjawiskiem, ktére ob-
nizaja jakos¢ zycia pacjentow. Szlak mTOR (ang. mammalian target of rapamycin) pelni
kluczowa role w fizjologii ukladu nerwowego, miedzy innymi poprzez kontrole przezywa-
nia i r6znicowania komérek nerwowych. Nadmierna aktywacja szlaku mTOR prowadzi do
wzrostu aktywnosci biatek cyklu komérkowego i apoptozy komoérek nerwowych. Ponadto,
aktualne odkrycia sugeruja udzial szlaku mTOR w neuroplastycznosci. Wykorzystanie zwie-
rzat transgenicznych z delecja genu TSC jak i r6znych modeli uszkodzen nerwu kulszowego,
pozwala na aktywacje szlaku mTOR. Obecnie wyniki badan potwierdzaja, iz inaktywacja
mutacji punktowych w genach TSC-1 lub TSC-2 aktywuje kanoniczna Sciezke sygnatowa
kompleksu mTORC-1, z kolei reaktywacja szlaku mTORC-1 poprzez absencje genu TSC-1 w
dojrzalych neuronach indukuje regeneracje aksonéw. Zaburzenia funkcji szlaku mTORC-1
w komérkach Schwanna hamuja mielinizacje wldékien nerwowych. Celem niniejszej pracy
jest usystematyzowanie wiedzy i przedstawienie roli szlaku mTOR, jak réwniez wykazanie
roli delecji genu TSC w procesie regeneracji ukladu nerwowego. Obecne badania nad aktyw-
nosciag szlaku mTOR moga zapewnié nowe strategie intensyfikowania regeneracji nerwow
obwodowych.

WPROWADZENIE

Urazowe uszkodzenia obwodowego ukladu nerwowego od lat sa powszech-
nym zjawiskiem doprowadzajacym do utraty jego funkcji badz rozwoju bélu
neuropatycznego i stanowia od 2 do 3% wszystkich urazéw nerwéw [1]. Uszko-
dzenia nerwéw obwodowych moga wystapi¢ w wyniku nastepujacych: przy-
czyn: wypadkéw komunikacyjnych, obrazen ostrymi przedmiotami czy zla-
man kosci dlugich, infekcji badz choréb autoimmunologicznych. Skutki urazu
obwodowego uktadu nerwowego moga by¢ ré6zne w zaleznosci od lokalizacji
i nasilenia uszkodzenia. Najczeéciej obejmuja: utrate czucia, ostabienie mieéni,
problemy z ruchem, mrowienie, dretwienie, bol lub trudnosci z koordynacja.
W leczeniu urazéw obwodowego ukladu nerwowego wprowadza sie rehabi-
litacje, fizjoterapie badz leczenie farmakologiczne. Pomimo zaawansowanych
technik chirurgicznych przywracanie funkcji ruchowych i czuciowych czesto
jest nieosiggalne. Konieczne jest zatem opracowanie i wprowadzenie skuteczne-
go leczenia sprzyjajacemu regeneracji. Obwodowy uktad nerwowy cechuje sie
zdolnoscia regeneracji, dlatego w wyniku uszkodzenia nerwéw obwodowych
o umiarkowanym nasileniu, istnieje mozliwo$¢ przywrécenia funkcji czucio-
wo - ruchowych w obszarze, ktéry unerwiaja. Rola szlaku mTOR w regeneracji
nerwu kulszowego znajduje si¢ w fazie intensywnych badari naukowych, jed-
nak nadal w pelni nie jest zrozumiana. Brak zdolnosci regeneracyjnej neuronéw
zostal powigzany z obnizeniem aktywnosci mTOR. Pojawiajace sie w ostatnich
latach prace doswiadczalne potwierdzaja, iz aktywacja szlaku mTOR, poprzez
delecje genéw TSC (ang. tuberous sclerosis complex) odgrywa istotna role w pro-
cesie regeneracji nerwéw obwodowych, stymulujac wzrost aksonéw [2,3]. Gen
TSC1 jest zlokalizowany na diugim ramieniu chromosomu 9 (9934) i odpowiada
za kodowanie hamartyny, biatka o ciezarze czasteczkowym 130 kDa. Gen TSC2
jest umiejscowiony na dlugim ramieniu chromosomu 16 (16p13.3) i warunkuje
wytwarzanie tuberyny, biatka o ciezarze czgsteczkowym 180 kDa [4,5].

W celu wyjasnienia roli szlaku mTOR, w badaniach eksperymentalnych wy-
korzystuje sie zwierzeta transgeniczne. Mutanty stosowane sa jako modele do
badan proceséw regeneracji nerwéw i poszukiwania nowych terapii. Stuza jako
model do badania czynnikéw wzrostu nerwéw, bialek czy genéw zwigzanych
z procesami odnowy uszkodzonych neurytéw. Dodatkowo, wykorzystanie mo-
deli transgenicznych pozwala na ocene wplywu zmian genetycznych w proce-
sach regeneracji, badania interakcji miedzy réznymi genami i czynnikami eks-
presiji. Jest to bardzo istotne, gdyz poznanie fizjologicznej roli czynnikéw neuro-
troficznych moze stanowic obiecujaca perspektywe we wzbudzeniu regeneracji
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Wykaz skrétéw: BDNF - (ang. brain-derived
neurotrophic factor) — neurotroficzny czyn-
nik pochodzenia mézgowego; cAMP - (ang.
3",6"-cyclic adenosine monophosphate) — cyklicz-
na pochodna adenozyno-5-monofosforanu;
CNTF - (ang. ciliary neurotro- phic factor) - rze-
skowy czynnik neurotroficzny; DAMPs - (ang.
damage-associated molecular patterns) — alarminy,
struktury molekularne zwigzane z uszkodze-
niem; FGF - (ang. fibroblast growth factor) -
czynnik wzrostu fibroblastow ; GDNF - (ang.
glial cell derived neurotrophic factor) - czynnik
neurotroficzny pochodzenia glejowego; IL-1
- (ang. Interleukin 1) — interleukina 1; IL-10
- (ang. Interleukin 10) — interleukina 10; IL-6
— (ang. Interleukin 6) — interleukina 6; LPC
- (ang. lysophosphatidylcholine) - lizofosfaty-
dylocholina; mTOR - (ang. mammalian target
of rapamycin) - ssaczy cel rapamycyny; NT-3
- (ang. neurotrophin 3) - neurotrofina 3; OUN
— (ang. central nervous system) — osrodkowy
uktad nerwowy; TNF-a — (ang. fumor necrosis
factor a) - czynnik martwicy nowotworéw; TSC
- (ang. tuberous sclerosis complex) - kompleks
stwardnienia guzowatego



Tabela 1. Klasyfikacja uszkodzen nerwéw obwodowych wprowadzona przez Seddona w 1942 roku [6,7].

Rodzaje uszkodzen
nerwéw obwodowych

Charakterystyka

Axonotmesis

Charakteryzuje sie przerwaniem ciagtosci aksonéw bez naruszenia tkanki Iacznej. W sytuacji, gdy zaburzenia
unerwienia mieénia nie przekraczaja 12 miesiecy, mozliwa jest samoistna regeneracja i przywrécenie funkgji.

nerwoéw obwodowych. Moze mie¢ to znaczenie dla rodzaju
zastosowania terapii u pacjentéw z uszkodzonym nerwem
obwodowym.

KLASYFIKACJA USZKODZEN
NERWOW OBWODOWYCH

W literaturze przedstawiono podzial nerwéw obwodo-
wych biorgc pod uwage obszar obejmujacy elementy struk-
turalne tkanki nerwowej. Tabela 1 przedstawia pierwsza
klasyfikacje, wprowadzona przez Seddona w 1942 roku,
ktéra nastepnie zostala rozszerzona przez Sunderlanda w
1951 roku do 5 - stopniowej skali. Wprowadzono naste-
pujace zmiany: stopient I odpowiada uszkodzeniom typu
neuropraxia, z kolei stopienn V - neurotmesis. Uszkodzenia
typu axonotmesis zostaly rozwiniete o 3 stopnie: stopiert 11
zwigzany jest z uszkodzeniami aksonéw, bez naruszenia
tkanki Iacznej, natomiast w stopniu III uszkodzeniu ulega
takze endometrium. Stopieri IV obejmuje uszkodzenia epi-
neurium [8,9].

KROTKA CHARAKTERYSTYKA WYBRANYCH
MODELI USZKODZEN NERWU KULSZOWEGO

Jak wynika z przegladu literatury na przelomie ostatnich
lat zastosowano wiele modeli uszkodzen nerwu kulszowe-
go, wykorzystujac mysi badz szczurzy model zwierzecy.

ZMIAZDZENIE NERWU KULSZOWEGO

Najczesciej pojawiajacym sie modelem uszkodzenia
nerwu kulszowego jest model zmiazdzenia. Z obserwacji
uprzednio wykonywanych podobnych zabiegéw chirur-
gicznych wynika, ze tego typu model uszkodzenia nerwu
kulszowego nie powoduje znacznej dotkliwosci zwierzecia,
przy tym nie ograniczajac jego lokomocji. W znieczuleniu
og6lnym dootrzewnowym na zewnetrznej powierzchni tyl-
nego uda gryzonia wykonuje si¢ naciecie skéry o dlugosci
okolo 1 cm. Oryginalne artykuly naukowe w czesci metodo-
logicznej opisuja do tego celu zastosowanie klipsa mikrona-
czyniowego [10-12] badz zmiazdzenie nerwu przy pomocy
kleszczy (szczypcy) chirurgicznych o czasie trwania nacisku
okoto 20-30 sekund [11,13-17], oraz kleszczykéw hemosta-
tycznych o tacznym czasie trwania zmiazdzenia 30 sekund
(procedura polega na trzykrotnym zmiazdzZeniu nerwu
kulszowego przez 10 sekund) [18]. Miejsce zmiazdzenia
wykonuje sie najczesciej przed miejscem trifurkacji - czy-
li rozgalezienia (rozwidlenia) nerwu kulszowego na nerw
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piszczelowy, lydkowy i strzatkowy. Nastepnie rana zostaje
zaopatrzona szwami. Rycina 1 przedstawia moment ucisku
nerwu kulszowego przy pomocy klipsa naczyniowego oraz
anatomiczne przedstawienie miejsca trifurkacji.

MROZENIE NERWU KULSZOWEGO

Uszkodzenie nerwu kulszowego poprzez mrozenie jest
rzadziej praktykowanym i opisywanym w literaturze mo-
delem. Procedura polega na , indukcji zimnem” i miejsco-
wym zamrozeniu w celu wywolania urazu nerwu. Myers
i wsp. [20] opracowali metode, w ktorej zastosowali krio-
sonde o temperaturze -60°C i czasie trwania od 2 do 60 se-
kund. Co istotne, wykazali, ze istniat bezposredni zwigzek
miedzy czasem trwania miejscowego mrozenia nerwu a
intensywnoscia degeneracji Wallera oraz liczbg uszkodzo-
nych wiokien nerwowych. Czesciowe uszkodzenie nerwu
kulszowego ze zwyrodnieniem aksonéw spowodowato
w pierwszych dniach po urazie rozw¢j hiperalgezji (nad-
miernej wrazliwosci na bol), ktéra osiagata maksymalna
intensywnosé¢ okoto 1 tygodnia po urazie, ustepujac w
ciaggu nastepnych kilku tygodni. Warto zaznaczy¢, ze sila
odpowiedzi hiperalgetycznej jak i jej utrzymanie sie bez-
posrednio koreluje z czasem trwania mrozenia nerwu [51].
W badaniach eksperymentalnych [21] zastosowano meto-
de mrozenia nerwu kulszowego w oparciu o sekwencje
chtodzenia, ktéra wynosita 1°C przez 20 min, 2°C przez 10
min, 3°C przez 10 min, 4°C przez 10 min oraz 5°C przez 10
minut. Cykl ten dwukrotnie powtérzono, az do osiagnie-
cia 3 godzin chlodzenia. Wykazano, ze model uszkodzenia
polegajacy na trzygodzinnym mrozeniu nerwu kulszo-
wego doprowadzil do redukcji i nieodwracalnych zmian,
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Rycina 1. Ucisk nerwu kulszowego oraz anatomiczne przedstawienie miejsca tri-
furkacji. A) Fotografia przedstawiajgca moment ucisku nerwu kulszowego my-
szy za pomoca klipsa naczyniowego (zrédto: materialy wtasne) B) Rozwidlenie
nerwu kulszowego na nerw piszczelowy, lydkowy i strzalkowy - trifurkacja (na
podstawie [19], z wlasnymi modyfikacjami).
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zwigzanych z przeptywem krwi w nerwach (ang. nerve blo-
od flow, NBF). Zaobserwowano stopniowy spadek éredniej
wartoéci NBF w mrozonych nerwach kulszowych, a takze
zwezenie i nieregularnos¢ tetniczek i metaarterioli. Prze-
plyw w naczyniach, oceniony na podstawie ruchu erytro-
cytow byt powolny i statyczny. Indukcja niska temperatu-
ra az do osiggniecia 3 godzin doprowadzita do uszkodze-
nia bariery krew - nerw oraz obrzeku $rédnerwia [21].

Kolejne badania eksperymentalne na temat wptywu ni-
skiej temperatury na bariere krew - nerw przeprowadzit
Hao i wsp.[22]. Autorzy wykorzystali w doswiadczeniu
model chlodzenia stworzony i opisany wczeédniej przez Jia
i Pollocka (1997). Po uptywie 1, 3 i 5 dni od urazu spo-
wodowanego zimnem obserwowano i poréwnywano
uszkodzone i nieuszkodzone nerwy kulszowe szczurzego
modelu rasy Wistar. Do obserwacji morfologicznej i oceny
przepuszczalnosci bariery krew - mézg wykorzystano ble-
kit Evansa, zaliczany do barwnikéw diazowych, szeroko
stosowany w medycynie do oceny przepuszczalnosci na-
czyn, lokalizacji weztéw chlonnych czy zmian nowotwo-
rowych. Juz w pierwszym dniu po uszkodzeniu zimnem
obserwacja mikroskopowa potwierdzila rozlegla degene-
racje widkien mielinowych, zwyrodnienie aksonéw oraz
obrzek komoérek sréodblonka, ktéry zwezil Swiatto naczyn
wlosowatych srédnerwia. Po uptywie 3 i 5 dni degeneracja
wldkien mielinowych stala sie bardziej dotkliwa, jednak
obrzek nerwéw byt bardziej widoczny po 1 dniu urazu.
Zjawisko to prawdopodobnie moze by¢ spowodowane
podwyzszonym ci$nieniem plynu srédnerwowego. Bada-
nia doswiadczalne sugeruja, ze leczenie farmakologiczne u
pacjentéw cierpiacych na urazy obwodowego ukladu ner-
wowego spowodowane zimnem, powinno zosta¢ wpro-
wadzone we wczesnym okresie urazu. Zwigzane jest to z
dotarciem leku do miejsca urazu poprzez mikrokrazenie,
ktére moze zostaé zaburzone w wyniku wzrostu ci$nienia
plynu tkankowego [22]. Podobne uszkodzenia wywotywa-
ne niska temperaturg przeprowadzane zostaly przez Ubo-
gu i wsp. [23], Yosef i Ubogu [24] oraz Kusunoki [10]. Na
rycinie 2 przedstawiono fotografie mikroskopowa nerwu
kulszowego po uszkodzeniu neurytu niska temperatura.
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Rycina 2. Fotografia mikroskopowa nerwu kulszowego myszy po wywolaniu
uszkodzenia metodg mrozenia. Zastosowano aplikator miejscowo na nerw. Czas
mrozenia nerwu 30 sekund. Uszkodzony nerw wybarwiono eozyna i hematoksy-
ling (zrédlo: materiaty wlasne).
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INNE SPOSOBY USZKODZENIA NERWU KULSZOWEGO

Literatura opisuje takze inne sposoby uszkodzenia, ktére
opieraja sie na metodzie przeciecia badz rozciggniecia ner-
wu kulszowego. Umansky i wsp. (2022) [11] w badaniach
eksperymentalnych poréwnywali zmiany funkcjonalne
oraz histologiczne, ktére zachodza po wywolaniu urazu
sposobem rozciggania i zmiazdzenia (jednoczesnie) - mo-
del okreslony jako ,stretch - crush” z uszkodzeniem po-
przez zmiazdzenie [11]. Uraz nerwu rozciagajaco - zmiaz-
dzZeniowy jest jednym z najczeéciej spotykanych klinicznie
[12,13]. W doswiadczeniach stosuje sie do tego celu sprezy-
ne trakcyjna, umieszczona 10 mm od czeéci proksymalnej
do punktu tréjdzielnego nerwu kulszowego. Wyniki badari
powyzszego doswiadczenia, sugeruja, ze model ,stretch -
crush” jest bardziej poréwnywalny do urazéw obwodowe-
go ukladu nerwowego u pacjentéw niz model zmiazdzenia,
a zatem moze by¢ dokladniejszym modelem, stuzacym do
oceny regeneracji nerwu [11].

Sredni wiek zwierzat bioracych udziat w powyzszych
eksperymentach wynosit 7 - 12 tygodni. W badaniach naj-
czesciej przewazaly samce szczura ze wzgledu na wiekszy
nerw kulszowy w poréwnaniu do mysiego modelu, co
ulatwiato jego preparowanie. Samice mysie badz szczurze
rzadziej wykorzystywane sa w eksperymentach. Wybor
plci gryzoni do badan eksperymentalnych zalezy od wielu
czynnikéw. W przypadku doswiadczen zwigzanych z rege-
neracjg nerwu kulszowego, ogranicza sie wykorzystywanie
samic, z powodu cyklu hormonalnego, gdyz hormony, ta-
kie jak estrogeny czy progesteron, moga wykazywac zmien-
nos¢ w odpowiedzi biologicznej, co utrudnia otrzymanie
rzetelnych wynikéw badan. Dodatkowo, przyjmuje sie, ze
samice myszy moga by¢ bardziej podatne na stres zwigzany
z okresem cigzy, porodem i opiekg nad potomstwem.

MOLEKULARNE PODEOZE REGENERAC]I
NERWOW OBWODOWYCH

Obwodowy ukfad nerwowy cechuje sie zdolnoscia do
samoistnej regeneracji jak i szybkiej reaktywacji wewnetrz-
nych szlakéw wzrostu neuronu juz w krotkim czasie po
uszkodzeniu. Molekularne mechanizmy regeneracji ner-
woéw obwodowych s3 procesami bardzo zlozonymi, w
ktorych istotna role odgrywaja komoérki Schwanna, napty-
wajace makrofagi oraz limfocyty T pomocnicze. Komoérki
Schwanna sa zrédlem wielu réznorodnych substancji od-
dziatywujacych na rosnace wtékna, miedzy innymi: cza-
steczki adhezyjne, skladniki macierzy pozakomoérkowej
oraz cytokiny i czynniki wzrostu [25,26]. Wedlug Matthew-
sa najwazniejszymi sktadnikami substancji pozakomoérko-
wej, mogacych ulatwiaé¢ wzrastanie aksonéw, sa lamina i
fibronektyna [27,28]. Dodatkowo, komoérki Schwanna w
warunkach fizjologicznych wykazuja funkcje ochronng ak-
sonéw, reaguja na zmiany w stezeniu jonéw wapnia, ini-
Gjuja procesy naprawcze poprzez zwiekszenie przepusz-
czalnosci bariery krew - nerw. Maja zdolno$¢ do prezentacji
antygendéw, poprzez uklad zgodnosci tkankowej klasy I
[29]. ZmiazdzZenie, niedokrwienie badZ przerwanie ciaglo-
$ci nerwu obwodowego, wyzwala szereg mechanizméw
prowadzacych do naprawy i odzyskania polaczenia nerwu.
Regeneracja neurytu zaczyna sie juz po uplywie doby od
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Tabela 2. Rola czynnikow regulujacych proces regeneracji nerwu obwodowego.

Wybrane komoérki i czynniki regulujace
proces regeneracji nerwu obwodowego

Rola

oczyszczajg uszkodzony obszar neurytu z komoérek i tkanek

makrofagi, neutrofile

inicjuja wzrost aksonéw poprzez wydzielanie czynnikéw neurotroficznych

syntezujg czynniki przeciwzapalne

lamina, fibronektyna

DAMPs, lizofosfatydylocholiny

usprawniajg wzrost aksonéw

dziataja chemotaktycznie na komérki uktadu immunologicznego

wystapienia urazu a przywrécenie utraconego polaczenia
nerwowego obejmuje trzy gléwne etapy:

I. Zwyrodnienie Wallera w dystalnym kikucie nerwu,
opisane po raz pierwszy przez Augustusa Wallera w 1850
roku, u zab po przecieciu nerwu podjezykowego i jezykowo
- gardlowego.

II. Regeneracje aksonéw z czesci proksymalnej w kierun-
ku dystalnym.

III. Reinerwacje tkanki, z ktérg powiazany byt zniszczo-
ny nerw.

To, czy proces regeneracji przebiegnie pozytywnie, zale-
zy od odleglosci miedzy koricem proksymalnym a dystal-
nym uszkodzonego nerwu. Zaburzenie na ktérymkolwiek
z powyzszych etapéw regeneracji, moze prowadzi¢ do
rozwoju nerwiakoéw pourazowych, ktére stanowia gtéwna
przyczyne uciazliwego bélu neuropatycznego u pacjentéw
[29,30].

W konsekwengcji przerwania ciaglosci widkien nerwo-
wych dochodzi do catkowitej degeneracji postepujacej
odérodkowo w obrebie obwodowego odcinka aksonu,
okredlane jako degeneracja Wallera, ktéra rozpoczyna sie
juz w pierwszych godzinach od ustania dzialania czynni-
koéw uszkadzajacych nerw obwodowy [29]. Zachodzi w
dystalnym kikucie uszkodzonego nerwu, gdzie pojawiaja
sie zmiany komoérkowe, molekularne, aktywacja komoérek
Schwanna oraz regulacja syntezy neurotrofin i cytokin [25].
Obejmuje degeneracje zniszczonych aksonéw i ich ostonek
mielinowych, wyzwala naptyw komoérek ukladu immu-
nologicznego oraz oczyszczenie uszkodzonego obszaru
neurytu. W wyniku uszkodzenia btony komoérkowej akso-
néw z macierzy zewnatrzkomérkowej do wnetrza aksonu
naplywaja jony wapnia (Ca?*) aktywujac proces apoptozy,
definiowany jako naturalna, zaprogramowana $mier¢ ko-
morki. Ca?* wyzwalajg synteze czynnikéw zwigzanych z
uszkodzeniem - DAMPs (ang. damage-associated molecular
patterns) oraz lizofosfatydylocholin (LPC), ktére wspdlnie
z uwalnianymi przez komoérki Schwanna interleukinami
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prozapalnymi (TNF-a, IL-1, IL-6) wykazuja dzialanie che-
motaktyczne na komorki ukladu immunologicznego: lim-
focyty T (Thl, Th2), neutrofile (N), makrofagi (M), ktore
oczyszczaja uszkodzony obszar neurytu z komoérek i tkanek
a takze inicjuja wzrost aksonéw poprzez wydzielanie czyn-
nikéw neurotroficznych (CNTF, NT-3, FGF), przygotowu-
jac nerw do mielinizacji i regeneracji rosngcych aksonéow
[31,32]. Dodatkowo, makrofagi uwalniaja czynniki prze-
ciwzapalne, miedzy innymi IL-10, ktéra obniza ekspresje
cytokin prozapalnych i jest konieczna do przeksztalcenia
makrofagéw prozapalnych (M1) w makrofagi przeciwza-
palne (M2), ktére uczestnicza w procesie regeneracji uszko-
dzonej tkanki [33]. Neutrofile odgrywaja role w oczyszcza-
niu fragmentéw zdegenerowanych komoérek. W nerwach
obwodowych, w warunkach homeostazy, znajduje sie ich
niewielka iloé¢, jednak w sytuacji uszkodzenia w ciggu
24 godzin, liczba ich gwaltownie wzrasta poprzez migra-
¢je z naczyn krwionoénych [29]. Ostatnig grupa komorek,
uczestniczaca w modulowaniu odpowiedzi zapalnej - hu-
moralnej jak i komérkowej, poprzez synteze cytokin pro-
zapalnych i przeciwzapalnych s limfocyty T. Prozapalne
interleukiny TNF-a (ang. tumor necrosis factor a) wydzielane
sa przez limfocyty T pomocnicze typu 1 (Thl), z kolei lim-
focyty pomocnicze typu 2 uwalniajg przeciwzapalng IL-4
oraz IL-10 [29,34]. Istotna jest réwnowaga w aktywnosci
cytokin i czynnikéw troficznych, ktéra warunkuje prawi-
dtowa regeneracje aksonéw [35]. Dieu i wsp. wykazali, ze
w czasie uszkodzenia nerwéw obwodowych w dystalnym
kikucie przerwanego nerwu zwieksza sie ekspresja mRNA
neurotroficznego czynnika pochodzenia mézgowego (ang.
Brain-Derived Neurotrophic Factor, BDNF) oraz neurotroficz-
nego czynnika pochodzenia glejowego (ang. glial cell line-de-
rived neurotrophic factor, GDNF), natomiast obnizeniu ulega
ekspresja neurotrofiny 3 (NT-3) oraz rzeskowego czynni-
ka neurotroficznego (ang. ciliary neurotrophic factor, CNTF)
[29,36]. Warto zwréci¢ uwage takze na kolejnos¢ etapow ca-
tego procesu regeneracji, gdyz wszelkie nieprawidlowosci
w pierwszym etapie zakléca kolejne, a to ograniczy odzy-
skanie funkcji uszkodzonego nerwu [29]. Tabela 2 ilustruje
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cyklazy adenylowej zwiekszaja poziom cAMP, ktory stymuluje synteze IL-6, aktywujac kolejne szlaki. Obnizenie ekspresji miR-142-3p i fosfodiesterazy koreluje ze wzro-

stem poziomu cAMP.

udzial wyzej wymienionych czynnikéw w procesie regene-
racji nerwu obwodowego.

MOLEKULARNE SZLAKI SYGNALOWE W
REGENERACJI NERWU OBWODOWEGO

Szlaki sygnalowe, okreslane takze $ciezkami sygnalo-
wymi, definiowane sg jako szereg proceséw biochemicz-
nych, pochodzacych z wnetrza komoérki badZz srodowiska
zewnetrznego, prowadzace do zmian proceséw zyciowych
w komorce. Wyrédznia sie kilka szlakéw sygnatowych
(Ryc. 3), ktére w wyniku urazu badz aksotomii, powigzane
sq z procesem regeneracji aksonéw.

SCIEZKA SYGNAL.OWA CAMP

Uszkodzenie nerwéw obwodowych wyzwala uwalnia-
nie jonéw wapnia, ktére zwiekszaja poziom cAMP (ang.
37,5"-cyclic adenosine monophosphate, cAMP), regulujac szla-
ki w neuronach, co przyczynia sie¢ do wzrostu neurytéw.
cAMP jest kluczowym dla wzrostu neuronu wewnatrz-
komoérkowym wtérnym przekaznikiem w wielu szlakach
transdukcji sygnatu. Reguluje wzrost i réznicowanie ko-
morek, transkrypcje genéw i ekspresje biatek. Ma to istot-
ne znaczenie dla prawidlowej regeneracji aksonoéw. Wiele
badan doswiadczalnych potwierdza, ze sygnalizacja cAMP
stymuluje kolejne szlaki, ktére pobudzajg wzrost neurytéw
po uszkodzeniu [37,38].
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SZLAK WAPNIA

Wapni jest najwazniejszym czynnikiem regulujacym
ekspresje cAMP po urazie nerwu obwodowego. Badania
doswiadczalne wykorzystujac model wolnozyjacego, nie-
pasozytniczego nicienia Caenorhabditis elegans wykazaly, iz
po aksotomii laserowej Ca?* zwieksza aktywnosc cyklazy
adenylanowej (AC) [39], wyzwalajac tym samym synteze
cAMP. Przyspiesza to rozwoj stozkéw wzrostu rozwijaja-
cych sie neurytéw i wzmacnia pofaczenia miedzy uszko-
dzonymi fragmentami aksonéw [38].

SZLAKIL-6

Rozwdj stanu zapalnego w miejscu uszkodzenia nerwu
obwodowego jest konieczny w celu usuniecia zdegradowa-
nych, nieprawidlowych tkanek i komoérek. Zapalenie rege-
neruje aksony i warunkuje neuroprotekcje. W odpowiedzi
na uraz stwierdzono wieksza ekspresje mediatoréw cyto-
kin, miedzy innymi: interleukiny 6 (IL 6) oraz rzeskowego
czynnika neurotroficznego (CNTF). W uktadzie nerwowym
dorostej osoby, w warunkach fizjologicznych, IL-6 wystepu-
je tylko w ograniczonych ilosciach. W momencie urazu jej
ekspresja wzrasta, co wykazuje pobudzenie wzrostu neu-
rytu. Intensyfikacja szlaku cAMP po urazie bezposrednio
posredniczy w uwalnianiu IL-6, co aktywuje kolejne szlaki
[40].

SCIEZKA MIR-142-3P

miR-142-3p odgrywa kluczowa role w regulacji syntezy
cAMP z trifosforanu adenozyny (ATP). Badania dowodza,
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ze po uplywie 9 godzin od momentu uszkodzenia nerwu
kulszowego, spadek ekspresji miR-142-3p zwiekszyl po-
ziom cAMP, co poprawilo regeneracje neuronéw czucio-
wych [41,42].

ROLA SZLAKU mTOR W FIZJOLOGII I
ROZWOJU UKEADU NERWOWEGO

Biatkowa kinaza serynowo-treoninowa mTOR jest ko-
dowana przez gen umiejscowiony na chromosomie 1p36.2
i pelni istotna funkcje w proliferacji, wzroscie i ré6znicowa-
niu komorek [43]. Jest zaangazowana w kontrole proceséw
wzrostu i podziatu komérki. W komoérkach osrodkowego
ukladu nerwowego (ang. central nervous system) mTOR re-
guluje proces transkrypcji, translacji, uczestniczy w trans-
porcie pecherzykéw komoérkowych, organizacji cytoszkie-
letu czy degradacji bialek [44]. Regulacja aktywnosci kinazy
mTOR odbywa sie poprzez sygnaly takie jak: dostepnosé
sktadnikéw odzywczych, czynniki wzrostu, hormony, stan
energetyczny komoérki i czynniki stresogenne, ktére obej-
muja: niedotlenienie, infekcje wirusowe, szok cieplny czy
uszkodzenie DNA. Wyréznia sie dwa funkcjonalnie odreb-
ne kompleksy biatkowe mTOR: mTORC1 i mTORC2, kt6-
rych ogélna budowe i funkcje przedstawiono na rycinie 4
[45].

W komoérkach nerwowych mTOR reguluje procesy roz-
woju wypustek dendrytycznych i aksonalnych, plastycz-
nos¢ synaptyczng, synaptogeneze, uczenie sie oraz formo-
wanie pamieci [46]. Wykazuje takze istotna role w mecha-
nizmach regulujacych taknienie [44]. Bateman i McNeill
wykorzystujac model muszki owocowej potwierdzili, ze
mTOR odgrywa funkcje w regulacji czasu réznicowania
omatidiéw (fotoreceptor, podstawowy element budowy
oka zlozonego u owadéw, w obrebie ktérego znajduja sie
komoérki siatkéwki). Mutanty pozbawione genu TSCI, ce-
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chowaly sie wystapieniem nieprawidlowosci w budowie
oka. Zwiekszenie aktywnosci szlaku mTOR prowadzi do
przedwczesnego réznicowania omatidiéw, z kolei zaha-
mowanie aktywnosci Sciezki sygnalizacyjnej op6Znia ten
proces [44,47]. Pomimo, iz mTOR okreslany jest jako ssaczy
cel rapamycyny, Jaworski i wsp. wykorzystujac model zaby
szponiastej Xenopus [48] wykazali, iz zastosowane inhibito-
ry syntezy biatek - cykloheksymid i anizomycyna oraz ra-
pamycyna (lek immunosupresyjny, z grupy antybiotykéw
makrolidowych) - inhibitor mTOR w neuronach siatkéwki
przyczyniaja sie do zaburzerh w rozwoju aksonu. Inhibicja
procesu translacji przez rapamycyne, ma miejsce rowniez
w izolowanych stozkach wzrostu aksonéw, co ttumaczy, ze
mTOR zaangazowany jest w miejscowa regulacje translacji
w procesie wzrostu aksonu [48]. Ponadto, potwierdzony zo-
stal takze udziat szlaku mTOR w regulacji rozwoju drzewa
dendrytycznego. Rapamycyna, hamujac aktywnosé szlaku
mTOR w neuronach hipokampu (struktura uktadu limbicz-
nego, odpowiedzialna giéwnie za pamiec) prowadzi do
zmniejszenia liczby dendrytéw [49,50]. Z kolei domézgowe
podanie rapamycyny do ciala migdatowatego hamuje ak-
tywnos¢ Sciezki mTOR, przyczyniajac sie do zablokowania
procesu formowania $ladu pamieciowego [51]. Szlak mTOR
odgrywa istotna role w neuroplastycznosci i rozwoju cho-
r6b neurodegeneracyjnych. Moduluje proliferacje, plastycz-
noé¢ synaptyczna oraz posredniczy w tworzeniu $ladéw
pamieciowych [52] (Ryc. 5).

Nieprawidlowa aktywnos¢ mTOR stanowi takze jedna z
przyczyn licznych neuropatologii, nowotworéw czy choréb
neurodegeneracyjnych, miedzy innymi: choroby Alzheime-
ra, Huntingtona i Parkinsona [44].
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ZWIERZETA TRANSGENICZNE W NEUROBIOLOGII
- ABSENCJA GENU TSC, OBIECUJACY MYSI MODEL,
KTORY MOZE POSEUZYC W BADANIACH NAD

PROCESEM REGENERACJI NERWU OBWODOWEGO

Zwierzeta transgeniczne na przelomie ostatnich 20 lat
staly sie istotnym narzedziem badawczym w wielu naukach
medycznych jak i neurobiologicznych. Modele zwierzece, w
szczegblnosci gryzonie, sa czesto wykorzystywane w bada-
niach naukowych w celu zrozumienia mechanizméw leza-
cych u podstaw regeneracji uktadu nerwowego. Mysie mo-
dele sa szeroko stosowane jako narzedzie badawcze, gdyz
cechuje je tagodne usposobienie, krétki cykl zyciowy, niskie
koszty oraz fatwos¢ utrzymania hodowli. Mysi model z ab-
sencja genu TSC, charakteryzuje sie modyfikacja genetycz-
na regulatoré6w syntezy kompleksu mTORC-1. Ze wzgledu
na wprowadzone modyfikacje genetyczne badanych zwie-
rzat, niezbedna jest ich genotypizacja, celem potwierdzenia
obecnosci wprowadzonych mutacji. Genotypy wszystkich
badanych myszy potwierdza sie za pomoca reakcji PCR.
DNA do reakcji PCR izoluje sie z koricowki ogona myszy.
Mutanty TSC 1 posiadaja miejsca loxP flankujace eksony 17
i 18 genu Tscl. Ten zmutowany szczep moze by¢ uzytko-
wy w badaniach tkankowych — stwardnieniu guzowatym
lub innych zespolach hamartoma (zaburzenie rozwojowe,
wystepujace w wielu narzadach przyjmujacego forme guza,
lecz niewykazujacego charakteru nowotworowego). Dodat-
kowo w regulacji cytoszkieletu aktynowego, komoérkowej i
organizmowej homeostazy glukozy, odpowiedzi wzrostu
komoérek, regulacji wielkosci komorek i regulacji apoptozy.

Mutacje TSC i nadaktywnos¢ szlaku mTORC1 wigza sie
z rozwojem stwardnienia guzowatego (ang. tuberous sclero-
sis complex, SG), okreslanego takze choroba Bourneville’a-
-Pringle’a [4]. To autosomalny dominujacy zespét, ktory
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charakteryzuje sie deficytami neurorozwojowymi i obecno-
Scig tagodnych guzow.

DELECJA GENOW TSC A AKTYWACJA SZLAKU MTOR

Inaktywacja mutacji punktowych w genach TSC-
1 lub TSC-2 aktywuje kanoniczna $ciezke sygnatowa kom-
pleksu mTORC-1. Reaktywacja szlaku mTORC-1 poprzez
absencje genu TSC1 w dojrzatych neuronach indukuje re-
generacje aksonéw. Wykazano, ze utrata funkcji mTORC-1
w komoérkach Schwanna (SC) hamuje mielinizacje widkien
nerwowych [4].

Szereg badan wykazal, iz genetyczna aktywacja szlaku
mTORC-1, silnego regulatora metabolizmu komérkowe-
go jak i procesu translacji, wzmaga regeneracje aksonow
neuronéw obwodowych [5,53]. Wyniki badan Carlin i
wsp. (2019) wykazaly, ze delecja genu TSC-2 w nocycep-
torach (definiowanych jako receptory bélowe) po zmiaz-
dzZeniu nerwu kulszowego, poczatkowo w pierwszych
dniach zwiekszyta wzrost aksonu. Analiza ekspresji ge-
néw potwierdzita, ze nocyceptory z absencja genu TSC-2
cechowaly sie nadekspresja czynnikéw transkrypcyjnych
zwiazanych z regeneracja. Ponadto, delecja TSC-2 akty-
wowatla komorki glejowe i makrofagi w zwojach korze-
ni grzbietowych. Warto jednak zaznaczy¢, ze neuronal-
na aktywacja mTORC-1 poprawia poczatkowy, lecz nie
poZniejszy wzrost aksonéw po uszkodzeniu nerwu [5].
Wyniki innego badania Carlin i wsp. (2018), dowodza,
ze jednak nadmierna aktywacja mTORC1 moze rozwijac
defekty unerwienia, zmniejszong wrazliwoé¢ na cieplo,
czy zmniejszona nadwrazliwo$¢ na zimno, wywolane
urazem. Wrazliwo$¢ na bodzce mechaniczne nie ulega
zmianie [53]. Z kolei zwiekszona aktywno$¢ mTOR w
wyniku zahamowania ekspresji TSC2 zalezna od rapa-
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Rycina 6. Fotografia przedstawiajaca fenotyp myszy TSC — 1. (Linia myszy:
129584 /Sv]Jae Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA).

mycyny, warunkuje poszerzenie kolcéw dendrytycznych
[54]. Warto réwniez zaznaczy¢, iz aktywacja mTOR w
wyniku delecji TSC2 zwieksza ekspresje biatka GAP-43,
okreslonego biatkiem ,wzrostu” badz ,plastycznosci”,
ze wzgledu na jego synteze w stozkach wzrostu neuronu
w trakcie rozwoju u regeneracji aksonéw [55]. Namiko i
wsp. dowiedli, iz delecja TSC2 wzmaga regeneracje akso-
néw zmiazdzonego mysiego nerwu kulszowego. W celu
zobrazowania i monitorowania regenerujacych, uszko-

dzonych aksonéw zastosowano biatko GAP-43. Wyniki
potwierdzily, ze ekspresja GAP-43 jest o polowe mniejsza
w poréwnaniu do obserwowanego miejsca zmiazdzenia.
Sugeruje sig, ze zwiekszona aktywnosc¢ szlaku mTOR jest
wystarczajaca dla przy$pieszenia procesu regeneracji ak-
sonéw in vivo. Zaklada sie wiec, ze szlak mTOR reguluje
ekspresje GAP-43 [55].

Biorac pod uwage powyzsze, zasadnym jest wykorzy-
stywanie mutantéw TSC w przyszlych badaniach, doty-
czacych molekularnych mechanizméw regeneracji ukta-
du nerwowego, ze wzgledu na wzmocnienie regeneracji
aksonow. Fenotyp myszy TSC - 1 przedstawia ponizsza
rycina 6.

PRZEGLAD URZADZEN WYKORZYSTYWANYCH
W TESTACH BEHAWIORALNYCH, SEUZACYCH
OCENIE FUNKCJI LOKOMOTORYCZNYCH

Analizujac proces regeneracji nerwéw obwodowych,
oprécz oceny ekspresji neurotrofin, bierze sie¢ réwniez
pod uwage powrét funkcji lokomotorycznych badanego
zwierzecia. W tym celu w do$wiadczeniach eksperymen-
talnych wykorzystuje sie testy behawioralne. Gryzonie
sq powszechnie wykorzystywane do badania patofizjolo-
gicznych mechanizméw bélu. Tabela 3 przedstawia kilka
podstawowych testow, ktére znajduja swoje zastosowa-
nie w ocenie powrotu funkcji lokomotorycznych.

Tabela 3. Urzadzenia wykorzystywane w testach behawioralnych.

Nazwa urzadzenia  Opis dzialania

Zdjecie pogladowe

zadziataniu bodZca termicznego. Zwierze jest umieszczone na

plycie a jego reakcje na zmiane temperatury sa monitorowane.

Metalowa plytke mozna ogrzac do temperatury 65 °C i

sch.lodzu‘: df) =3 °.C. Plyta grzewcza ocenia reakcje b()low'q . A
zwierzecia i moze by¢ wykorzystywana w celu zrozumienia £ w

mechanizmoéw patofizjologicznych zwiazanych z bélem,
mat. producenta BIOSEB

Badanie Hot-Cold Plate polega na analizie czucia u zwierzat po '

Hot — Cold Plate

S

neuropatig czy chorobami neurodegeneracyjnymi [56].

Dokonuje automatycznego pomiaru sity chwytu
Miernik sity chwytu  koniczyn przednich i tylnych u szczuréw i myszy.
,Grip strength” Moze by¢ wykorzystany w celu oceny wptywu lekéw,

toksyn, starzenia badz uszkodzen nerwéw [58,59].

mat. producenta BIOSEB
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PODSUMOWANIE

Regeneracja nerwu obwodowego, szczegodlnie po urazie,
zalezy od wielu czynnikéw. Miedzy innymi stopierr uszko-
dzenia nerwu ma istotne znaczenie w procesie regeneracji.
W sytuacji niewielkich uszkodzen typu neurapraxia nerwy
cechuja sie wieksza zdolnoscia samonaprawy. W przypad-
ku bardziej powaznych uszkodzen, zwiazanych z przerwa-
niem cigglosci nerwu, proces regeneracji jest dtuzszy i bar-
dziej skomplikowany. Kolejnym czynnikiem, wptywajacym
na szybkos¢ powrotu funkcjonalnego, moze by¢ wiek oraz
czas jaki uplynat od momentu uszkodzenia. Dane literatu-
rowe dowodzg, ze zwyrodnienie Wallera w nerwie kulszo-
wym i ekspresja wzrostu nerwu u mtodych myszy (w po-
réwnaniu do osobnikéw starszych) po uszkodzeniu nerwu
kulszowego metoda zmiazdzenia osiagata wyrazna tenden-
cje wzrostowa [60]. Wykorzystujac modele transgeniczne
w medycynie i neurobiologii mozna stymulowac wzrost i
regeneracje uszkodzonych nerwéw poprzez ocene ekspresji
neurotrofin. Przykltadowo, czynnik wzrostu nerwéw, NGF
(ang. nerve growth factor) cechuje sie istotnymi wlasciwoscia-
mi terapeutycznymi: u pacjentéw z jaskra, glejakami nerwu
wzrokowego, makulopatia siatkéwki, a takze podawany
miejscowo na ludzkie odlezyny skoéry, stymuluje proce-
sy regeneracji [61]. Badania eksperymentalne dowodza,
ze czynniki neurotroficzne odgrywaja takze istotng role w
regeneracji nerwu kulszowego. Li i wsp. [62] wykazala, Ze
czynnik wzrostu nerwu pelni kluczowa role w odbudowie i
regeneracji obwodowych wiékien nerwowych, tym samym
promujac regeneracje aksonéw. W badaniu do$wiadczal-
nym wykorzystano szczurzy model z uszkodzeniem ner-
wu kulszowego po zmiazdzeniu, gdzie podano egzogen-
nie wolny roztwér NGF. Potwierdzono, ze NGF aktywuje
autofagie w odréznicowanych komérkach Schwanna, oraz
intensyfikuje regeneracje aksonéw i mieliny [62].

Podsumowujac, w najblizszym czasie mozna spodziewac
si¢ jeszcze wigkszego rozwoju technik kontroli ekspresji ge-
néw w zwierzetach transgenicznych. Manipulacja aktyw-
noscig szlaku mTOR moze zapewni¢ nowe strategie inten-
syfikowania regeneracji nerwéw obwodowych. Mysi model
z delecja genu TSC, pomimo, ze w literaturze nie odnajduje
aktualnie tak szerokiego zastosowania w ocenie powrotu
funkcji lokomotorycznych po urazach nerwu kulszowego,
w przyszlosci moze jednak stanowi¢ obiecujaca perspekty-
we, ze wzgledu na wzmocnienie regeneracji aksonéw i mie-
linizacji. Dodatkowo, kompleks rapamycyny 1 (mTORC1)
reguluje szlaki wzrostu komoérek, a jego aktywacja gene-
tyczna jest wystarczajaca do wzmocnienia mechanizméw
regeneracyjnych neuronéw, po uszkodzeniu osrodkowego
lub obwodowego ukladu nerwowego.

PISMIENNICTWO

1. Pigonska J, Bogucki A (2015) Pourazowe uszkodzenia nerwéw obwo-
dowych - diagnostyka elektrofizjologiczna. Family Medicine & Pri-
mary Care Review 4: 334-337

2. Abe N, Borson SH, Gambello MJ, Wang F, Cavalli V (2010) Mamma-
lian target of rapamycin (mTOR) activation increases axonal growth
capacity of injured peripheral nerves. ] Biol Chem 285(36): 28034-43

3. Park K, Liu K, Hu Y, Smith PD, Wang C, Cai B, Xu B, Connolly L,
Kramvis I, Sahin M, He,Z (2008) Science 322: 963-966

4. Jaworski ] (2021) Rapamycyna - skarb neurobiologéw z wyspy wiel-
kanocnej. Wszech$wiat 122: 25-32

Postepy Biochemii Prace w druku

5. Grabanska-Martyniska K, Hoffmann K, Buda D, Moskalik-Koberling
E, Walczak M (2018) Stwardnienie guzowate - opis przypadku. Via
Medica Forum Zaburzen Metabolicznych 9: 95-167

6. Seddon HJ A Classification of Nerve Injuries (1942) Br Med ] 29;2(4260):
2379

7. Trzesicki M, Biatort N, Kuzma D, Gérka D (2022) Biatka z rodziny Bcl-
2 oraz neurotrofiny jako istotny czynnik decydujacy o przezywalnosci
neuronéw obwodowych u zwierzat transgenicznych. Postepy Bio-
chem 68(4): 381-386

8. Sunderland S. Nerve Injuries and Their Repair (1991) A Critical Ap-
praisal. New York: Churchill Livingstone

9. Menorca RM, Fussell TS, Elfar JC (2015) Peripheral Nerve Trauma:
Mechanisms of Injury and Recovery Hand Clin 317-330

10. Kusunoki S (2014) How is the blood-nerve barrier involved in the
pathogenetic mechanisms of multifocal motor neuropathy? ] Neurol
Neurosurg Psychiatry 85: 473

11. Umansky D, Hagen KM, Chu TH, Pathiyil RK, Alzahrani S, Ous-
man SS, Midha R (2022) Functional Gait Assessment Using Manual,
Semi-Automated and Deep Learning Approaches Following Stan-
dardized Models of Peripheral Nerve Injury in Mice. Biomolecules
12(10): 1355

12. Mahan MA, Warner WS, Yeoh S, Light A (2019) Rapid-stretch injury
to peripheral nerves: implications from an animal model. ] Neurosurg
4:1-11

13. Varejao ASP, Meek MF, Ferreira AJA, Patricio JAB, Cabritae AMS
(2001) Functional Evaluation of Peripheral Nerve Regeneration in the
Rat: Walking Track Analysis. ] Neurosci Methods 108: 1-9

14. Alant JDDV, Kemp SWP, Khu KJOL, Kumar R, Webb AA, Midha R
(2012) Traumatic Neuroma in Continuity Injury Model in Rodents. ]
Neurotrauma 29: 1691-1703

15. Alant JDV, Senjaya F, Ivanovic A, Forden ], Shakhbazau A, Midha R
(2013) The Impact of Motor Axon Misdirection and Attrition on Be-
havioral Deficit Following Experimental Nerve Injuries. PLoS One 8:
82546

16. Imran M, Hussain G, Hameed A, Iftikhar I, Ibrahim M, Asghar R, Ni-
sar I, Farooq T, Khalid T, Rehman K, Assiri MA (2022) Metabolites
of Moringa oleifera Activate Physio-Biochemical Pathways for an
Accelerated Functional Recovery after Sciatic Nerve Crush Injury in
Mice. Metabolites 12: 1242

17. Bauder AR, Ferguson TA (2012) Reproducible mouse sciatic nerve
crush and subsequent assessment of regeneration by whole mount
muscle analysis. ] Vis Exp (60): 3606

18. Zhang T, Li Z, Dong J, Nan F, Li T, Yu Q (2014) Edaravone promotes
functional recovery after mechanical peripheral nerve injury. Neural
Regen Res 15: 1709-15

19. Savastano L, Laurito R, Fitt M, Rasmussen ], Polo V, Patterson S (2014)
Sciatic nerve injury: A simple and subtle model for investigating many
aspects of nervous system damage and recovery. ] Neurosci Methods
227:166-180

20. Myers RR, Heckman HM, Powell HC (1996) Axonal viability and
the persistence of thermal hyperalgesia after partial freeze lesions of
nerve. ] Neurol Sci (1): 28-38

21. Jia ], Pollock M (1997) The pathogenesis of non-freezing cold nerve
injury. Observations in the rat. Brain 4: 631-46

22.LiH, Jia JP, Xu M, Zhang L (2015) Changes in the blood-nerve barrier
after sciatic nerve cold injury: indications supporting early treatment.
Neural Regen Res 10: 419-24

23. Ubogu EE (2013) The molecular and biophysical characterization of
the human blood-nerve barrier: current concepts. ] Vasc Res 50: 289-
303

24. Yosef N, Ubogu E (2013) An immortalized human blood-nerve barrier
endothelial cell line for in vitro permeability studies. Cell Mol Neuro-
biol 33: 175-186

25. Badalamente MA, Hurst LC, Stracher A (1995) Neuromuscular recov-
ery after peripheral nerve repair: Effects of an orally-administrated
peptide in a primate model. ] Reconstr Microsurg 11: 429-437



26. Blesch A, Lu P, Tsukada S, Alto L.T, Roet K, Coppola G, Geschwind D,
Tuszynski MH (2012) Conditioning lesions before or after spinal cord
injury recruit broad genetic mechanisms that sustain axonal regener-
ation: Superiority to camp-mediated effects. Exp Neurol 235: 162-173

27. Wrébel A (2002) Neurobiologia. Warszawa: PWN

28.Ji W, Hou B, Tang H, Cai M, Zheng W (2020) Investigation of the ef-
fects of laminin present in the basal lamina of the peripheral nervous
system on axon regeneration and remyelination using the nerve acel-
lular scaffold. ] Biomed Mater Res A 108: 1673-1687

29. Futoma K, Klimczak A (2018) Nerwiaki pourazowe przyczyna po-
amputacyjnego bélu neuropatycznego: epidemiologia, mechanizmy
i czynniki zaangazowane w powstawanie bélu. Postepy Hig Med
Dosw 72: 937-952

30. Dubovy P (2011) Wallerian degeneration and peripheral nerve con-
ditions for both axonal regeneration and neuropathic pain induction.
Ann Anat 193: 267-75

31. Bastien D, Lacroix S (2014) Cytokine pathways regulating glial and
leukocyte function after spinal cord and peripheral nerve injury. Exp
Neurol 258: 62-77

32.Shamash S, Reichert F, Rotshenker S (2002) The cytokine network of
Wallerian degeneration: tumor necrosis factor-a, interleukin-1a, and
interleukin-1f. ] Neurosci 22: 3052-3060

33. Siqueira Mietto B, Kroner A, Girolami E.I, Santos-Nogueira E, Zhang
J, David S (2015) Role of IL-10 in resolution of inflammation and func-
tional recovery after peripheral nerve injury. ] Neurosci 35: 16431-
16442

34. Gaudet AD, Popovich PG, Ramer MS (2011) Wallerian degeneration:
gaining perspective on inflammatory events after peripheral nerve in-
jury. ] Neuroinflammation 8: 110

35. Mietto BS, Mostacada K, Martinez AM (2015) Neurotrauma and in-
flammation: CNS and PNS responses. Mediat. Inflamm 2015: 251204

36. Dieu T, Johnstone BR, Newgreen DF (2005) Genes and nerves. ] Recon-
str Microsurg 21: 179-186

37.Blesch A, Lu P, Tsukada S, Alto LT, Roet K, Coppola G, Geschwind D,
Tuszynski MH (2012) Conditioning lesions before or after spinal cord
injury recruit broad genetic mechanisms that sustain axonal regener-
ation: Superiority to camp-mediated effects. Exp Neurol 235: 162-173

38. Akram R, Anwar H, Javed MS, Rasul A, Imran A, Malik SA, Raza C,
Khan IU, Sajid F, Iman T, Sun T, Han HS, Hussain G (2022) Axonal
Regeneration: Underlying Molecular Mechanisms and Potential Ther-
apeutic Targets. Biomedicines 10: 3186

39.Cui W, Wu H, Yu X, Song T, Xu X, Xu F (2021)The Calcium Channel
A261 Subunit: Interactional Targets in Primary Sensory Neurons and
Role in Neuropathic Pain. Front Cell Neurosci 15: 397

40. Kummer KK, Zeidler M, Kalpachidou T, Kress M (2021) Role of IL-6 in
the Regulation of Neuronal Development, Survival and Function. Cy-
tokine 144: 155582

41.Li X, Wang S, Yang X, Chu H (2021) MiR-142-3p Targets AC9 to Regu-
late Sciatic Nerve Injury-Induced Neuropathic Pain by Regulating the
CAMP/AMPK Signalling Pathway. Int. J. Mol. Med 47:561

42.Gao ], GuJ, Pan X, Gan X, Ju Z, Zhang S, Xia Y, Lu L, Wang X (2019)
Blockade of MiR-142-3p Promotes Anti-Apoptotic and Suppressive
Function by Inducing KDM6A-Mediated H3K27me3 Demethylation
in Induced Regulatory T Cells. Cell 10: 332

43. Ulinska E, Matysiak M (2015) Aspekty kliniczne znaczenia kinazy
mTOR w patogenezie ostrej bialaczki limfoblastycznej u dzieci. Jour-
nal of Transfusion Medicine 8: 43-48

44. Perycz M, Swiech ¥, Malik A, Jaworski J (2007) mTOR w fizjologii i
patologii ukladu nerwowego. Postepy Biologii Komérki 34: 511-525

45. Gabryel B, Kapalka A, Sobczyk W, Labuzek K, Gaweda A, Janas-Ko-
zik M (2014) Dysregulacja szlaku sygnalowego mTOR w patogenezie

10

zaburzen ze spektrum autystycznego. Postepy Hig Med Dosw 68: 375-
383

46. Debkowska A, Jézwiak S (2015) Dysregulacja szlaku mTOR 1i rola ra-
pamycyny i jej analogéw w leczeniu choréb neurologicznych. Child
Neurology 48: 9-13.

47. Bateman JM, Mcneill H (2004) Temporal control of differentiation by
the insulin receptor/ tor pathway in Drosophila. Cell 119: 87-96

48. Jaworski J, Sheng M (2006)The growing role of mTOR in neuronal de-
velopment and plasticity. Mol Neurobiol 34: 205-219

49. Jaworski ], Spangler S, Seeburg DP, Hoogenraad CC, Sheng M (2005)
Control of dendritic arborization by the phosphoinositide-3'-ki-
nase-Akt-mammalian target of rapamycin pathway. ] Neurosci 25:
11300 - 11312

50. Kumar V, Zhang MX, Swank MW, Kunz ], Wu GY (2005) Regulation
of dendritic morphogenesis by Ras-PI3K-Akt-mTOR and Ras-MAPK
signaling pathways. ] Neurosci 25: 11288-11299

51. Parsons RG, Gafford GM, Helmstetter FJ (2006) Translational control
via the mammalian target of rapamycin pathway is critical for the for-
mation and stability of long-term fear memory in amygdala neurons.
J Neurosci 26: 12977-12983

52. Bekinschtein P, Katche C, Slipczuk LN, Igaz LM, Cammarota M, Iz-
quierdo I, Medina JH (2007) mTOR signaling in the hippocampus is
necessary for memory formation. Neurobiol Learn Mem 87: 303-7

53. Carlin D, Golden JP, Mogha A, Samineni VK, Monk KR, Gereau RW
4%, Cavalli V (2018) Deletion of Tsc2 in Nociceptors Reduces Target
Innervation, Ion Channel Expression, and Sensitivity to Heat. eNeuro
3:5

54. Tavazoie SF, Alvarez VA, Ridenour DA, Kwiatkowski DJ, Sabatini BL
(2005) Regulation of neuronal morphology and function by the tumor
suppressors Tscl and Tsc2. Nat Neurosci 8:1727-1734

55. Abe N, Borson SH, Gambello MJ, Wang F, Cavalli V (2010) Mamma-
lian target of rapamycin (mTOR) activation increases axonal growth
capacity of injured peripheral nerves. ] Biol Chem 285: 28034-43

56. Yalcin I, Charlet A, Freund-Mercier MJ, Barrot M, Poisbeau P (2009)
Differentiating thermal allodynia and hyperalgesia using dynamic hot
and cold plate in rodents. ] Pain 10: 767-73

57. Heinzel ], Langle G, Oberhauser V, Hausner T, Kolbenschlag J, Prahm
C, Grillari J, Hercher D (2020) Use of the CatWalk gait analysis system
to assess functional recovery in rodent models of peripheral nerve in-
jury — a systematic review. ] Neurosci Methods 345: 108889

58. Montilla-Garcia A, Tejada MA, Perazzoli G, Entrena JM, Portillo-Sali-
do E, Ferndndez-Segura E, Cafiizares FJ, Cobos EJ (2017) Grip strength
in mice with joint inflammation: A rheumatology function test sensi-
tive to pain and analgesia. Neuropharmacology 125: 231-242

59. Imran M, Hussain G, Hameed A, Iftikhar I, Ibrahim M, Asghar R, Ni-
sar I, Farooq T, Khalid T, Rehman K, Assiri MA (2022) Metabolites
of Moringa oleifera Activate Physio-Biochemical Pathways for an
Accelerated Functional Recovery after Sciatic Nerve Crush Injury in
Mice. Metabolites 12: 1242

60. Obata H, Naito K, Kikui A, Nakamura S, Suzuki K, Kawakita S, Su-
zuki T, Goto K, Nagura N, Sugiyama Y, Nagaoka I, Ishijima M (2022)
Agerelated differences for expression of the nervespecific proteins af-
ter peripheral nerve injury. Exp Ther Med 24: 682

61. Rocco ML, Soligo M, Manni L, Aloe L (2018) Nerve Growth Factor:
Early Studies and Recent Clinical Trials. Curr Neuropharmacol 16:
1455-1465

62.LiR,LiD,WuC,YeL,WuY, YuanY, Yang S, Xie L, Mao Y, Jiang T, Li
Y, Wang ], Zhang H, Li X, Xiao ] (2020) Nerve growth factor activates
autophagy in Schwann cells to enhance myelin debris clearance and to
expedite nerve regeneration. Theranostics 10: 1649-1677

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/



The mTOR pathway and transgenic animals with deletion
of the TSC gene in the regeneration of the nervous system
and selected models of sciatic nerve damage.

mgr Natalia Bialon'*™, dr Krzysztof Suszynski', mgr Mikotaj Gorka*?, dr Michatl Trzesicki',
dr hab. Dariusz Gérka', Agata Kupczak!

'Department of Sports Medicine and Physiology of Physical Exercise, Faculty of Health Sciences in Katowice, Medical University of Silesia in
Katowice

?Doctoral School of the Medical University of Silesia in Katowice

3 Center of Experimental Medicine of the Medical University of Silesia in Katowice

Hcorresponding author: d201080@365.sum.edu.pl

Key words: mammalian target of rapamycin, mTOR, TSC, sciatic nerve regeneration, neurotrophins, neuroplasticity

ABSTRACT

Traumatic damage to the nervous system has been a common occurrence for years, reducing patients” quality of life. The mammalian target of
rapamycin (mTOR) pathway plays a key role in nervous system physiology, including by controlling nerve cell survival and differentiation.
Excessive activation of the mTOR pathway leads to an increase in cell cycle protein activity and apoptosis of nerve cells. Moreover, current
findings suggest the involvement of the mTOR pathway in neuroplasticity. The use of transgenic animals with deletion of the TSC gene as
well as various models of sciatic nerve damage, allows activation of the mTOR pathway. Currently, the results confirm that inactivation of
point mutations in TSC-1 or TSC-2 genes, activates the canonical signaling pathway of the mTORC-1 complex, in turn, reactivation of the
mTORC-1 pathway through the absence of the TSC-1 gene in mature neurons induces axonal regeneration. Dysfunction of the mTORC-1
pathway in Schwann cells inhibits myelination of nerve fibers. The aim of the present study is to understand the physiology and role of the
mTOR pathway as well as to demonstrate the impact of TSC gene deletion in the regeneration of the nervous system. Current research on the
activity of the mTOR pathway may provide new strategies to intensify peripheral nerve regeneration.
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