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				Białka z rodziny Bcl-2 oraz neurotrofiny jako istotny czynnik decydujący o przeżywalności neuronów obwodowych u zwierząt transgenicznych

			

		

		
			
				Streszczenie

				Apoptoza jest uporządkowanym, czynnym procesem przebiegającym z aktywacją okre-ślonych genów, w wyniku którego komórka może wejść na drogę programowanej śmierci. Podczas embriogenezy, zaprogramowane szablony śmierci komórkowej w regresji struktur pierwotnych lub nieprawidłowych są niezbędne w prawidłowym kształtowaniu narządów i funkcjonowaniu układu nerwowego. Z kolei, nasilona śmiertelność komórek w dojrzałym układzie nerwowym może prowadzić do różnych chorób neurodegeneracyj-nych. Z tych powodów rodzina białek Bcl-2 jest intensywnie badana w kontekście funk-cjonowania układu nerwowego. Programowana śmierć komórki (PCD) pozwala eliminować komórki zbędne, przyczyniając się w ten sposób do utrzymania homeostazy w organizmie. Jako przykład można podać usuwanie z tkanek komórek starych, uszkodzonych lub nadlicz-bowych. Nieprawidłowa regulacja apoptozy charakterystyczna jest dla procesów nowotwo-rowych, zmian zwyrodnieniowych i schorzeń autoimmunologicznych. Obecnie badania nad ekspresją genów białek pro- i antyapoptotycznych, z zastosowaniem technologii knock-out budzą wielkie nadzieje na leczenie pacjentów, dotkniętych zmianami neurodegeneracyjny-mi. Aktualne odkrycia sugerują, że nie bez znaczenia pozostaje stosunek poziomów eks-presji genów białek Bcl-2 i Bax. Białka Bcl-2 poprzez regulację kaspazo-zależnej apoptozy w neuronach, zapobiegają szybkiej degeneracji wallerowskiej. Możliwość oddziaływania absencji genu bcl-2 na substancje i czynniki neurotroficzne może mieć przełożenie na proces regeneracji nerwów obwodowych.

				Wprowadzenie – Klasyfikacja uszkodzeń nerwów obwodowych

				Urazy nerwów obwodowych są częstymi schorzeniami z szerokim zakresem grup objawów, klasyfikowane w zależności od nasilenia i zaangażowanych nerwów. Chociaż sam mechanizm urazów i późniejszej regeneracji jest dobrze poznany, brak jest niezawodnych metod leczenia zapewniających pełne przy-wrócenie funkcji [1].

				Pierwsza klasyfikacja uszkodzeń obwodowych zakończeń nerwowych zosta-ła przeprowadzona przez H.J. Seddona w 1943, który określił trzy podstawowe stopnie uszkodzenia nerwów obwodowych, a S. Sunderland w 1951 roku roz-szerzył ją o dwie dodatkowe kategorie (Ryc. 1):

				Io – nie dochodzi do uszkodzenia aksonu, a jedynie do zablokowania jego przewodnictwa na skutek niedokrwienia lub kompresji. Postać ta ustępuje szybko, zazwyczaj do kilku dni, pozwalając na pełny powrót funkcji nerwu. Nie wymaga leczenia chirurgicznego. Jest to odpowiednik neuropraksji wg H.J. Seddona.

				IIo − akson zostaje uszkodzony; jeśli czas zaburzenia unerwienia mięśnia nie przekracza 12 miesięcy, to możliwa jest samoistna regeneracja i przywrócenie funkcji. Odpowiada axonotmesis wg H.J. Seddona.

				III0 − w przypadku uszkodzenia, możliwa jest regeneracja nerwu, jednak jest to proces powolny, trwający około 1 miesiąca. Dochodzi do uszkodzenia ak-sonów i osłonek endoneuronalnych, przy zachowaniu onerwia i nanerwia. Nie wymaga leczenia chirurgicznego.

				IVo − samoistna regeneracja nerwu nie jest możliwa, wymaga leczenia chirur-gicznego. Uszkodzenie obejmuje akson i onerwie.

				Vo − dochodzi do całkowitego uszkodzenia nerwu (np. przez przecięcie). Po-nieważ samoistna regeneracja nie jest możliwa, niezbędna jest interwencja chirurgiczna. Jest odpowiednikiem neurotmesis wg H.J. Seddona [1,2].
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				Uszkodzenia Io, IIo oraz IIIo wg S. Sunderlanda są kwali-fikowane do leczenia zachowawczego. Jednak zarówno le-czenie zachowawcze jak i operacyjne, stanowią tylko część całego procesu rekonwalescencji. Podstawową rolę odgry-wa długa i kompleksowa rehabilitacja [2].

				Rola białek Bcl-2 w regeneracji uszkodzonych nerwów

				W obu odcinkach przeciętego nerwu obwodowego za-chodzi wiele zmian morfologicznych i metabolicznych. Zaliczyć do nich można produkcję całkowicie nowych lub zmodyfikowanych białek powstałych na skutek wbudo-wywania dodatkowych aminokwasów, jak i tworzenie się agregatów białkowych. Chociaż rodzina białek Bcl-2 została opisana kilkanaście lat temu, to wciąż zaskakuje ona swoją złożonością strukturalną, funkcjonalną oraz różnorodno-

			

		

		
			
				ścią. Szereg badań wykazał, że białka Bcl-2 są kluczowymi regulatorami apoptozy, a nieprawidłowości w ich ekspresji wiążą się z wieloma chorobami, w tym nowotworami, za-burzeniami neurodegeneracyjnymi, niedokrwieniem i cho-robami autoimmunologicznymi [3-5]. Rodzina Bcl-2 wpły-wa także na inne procesy komórkowe poza apoptozą, które są niezależne od jej regulacji.

				Przebieg procesu apoptozy

				Proces apoptozy może być indukowany przez kilka bio-chemicznych szlaków sygnalnych [6] (Ryc. 2):

				a) szlak zewnętrzny, w którym ligandy (np. cytokiny Fas--L, TNF) po związaniu z receptorami śmierci (DR), po-przez białka adapterowe uruchamiają szlak prowadzący do aktywacji kaskady kaspaz;

			

		

		
			
				Rycina 1. Stopnie uszkodzenia nerwu wg H.J. Seddon’a (strzałka czerwona wskazuje często stosowany model uszkodzenia w badaniach nad regeneracją uszkodzonych nerwów obwodowych u zwierząt).
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				Rycina 2. Szlaki apoptozy (na podstawie [7]).
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				b) szlak wewnętrzny (mitochondrialny), w którym de-cyzyjną rolę o życiu i śmierci komórki pełnią mitochon-dria, z których jest uwalniany cytochrom c i inne białka zaangażowane w przebieg apoptozy; ten szlak prowadzi także do aktywacji kaskady kaspaz;

				c) szlak sfingomielinowo-ceramidowy, który jest urucha-miany m.in. po związaniu zewnątrzkomórkowych ligan-dów z odpowiednimi receptorami błonowymi, w którym wtórnym przekaźnikiem jest ceramid;

				d) szlak indukowany stresem retikulum endoplazma-tycznego (ER) spowodowanym nagromadzeniem w świetle ER białek o błędnej modyfikacji i niewłaściwie zwiniętych, które nie są eksportowane z ER; oraz utra-tą homeostazy jonów Ca2+. Sensorem/przekaźnikiem sygnału w odpowiedzi na nieprawidłowo sfałdowane białka (UPR) jest zazwyczaj transbłonowe białko IRE1α, które przenosi sygnał stresu do cytoplazmy i jądra;

				e) szlak pseudoreceptorowy, który opisano w cytotok-sycznych limfocytach T (CTL) oraz w komórkach ukła-du odpornościowego o właściwościach cytotoksycznych (NK), stanowiących istotny element układu immunolo-gicznego człowieka; w jego przebieg są zaangażowane m.in. perforyna oraz granzym B.

				Mutanty Bcl-2 i ich wykorzystanie w badaniach układu nerwowego

				Zwierzęta transgeniczne w ciągu ostatnich 20 lat stały się ważnym narzędziem badawczym w naukach biologicznych i medycznych. Mysie modele są szeroko stosowane jako doskonałe narzędzie w badaniach mechanizmów powią-zanych z powstawaniem wielu chorób. Wykorzystuje się je w opracowywaniu nowych terapii czy w celu zwiększe-nia skuteczności już istniejących. Myszy pozbawione genu bcl-2 w okresie życia płodowego rozwijają się prawidłowo, bez zaburzeń w procesie embriogenezy. Istotne różnice w wyglądzie mutantów w porównaniu z myszami szczepu „dzikiego”(wild-type) zaznaczają się dopiero po urodze-niu (Ryc. 3). Mutanty cechują się opóźnieniem wzrostu oraz wczesną śmiertelnością – żyją znacznie krócej (do 19 tygodni), ze względu na upośledzenie różnicowania ko-mórek nerkowych oraz nasiloną apoptozę, prowadzącą do powstania policystycznych nerek [8]. Zwierzęta są drobniej-sze, mają mniejsze uszy i biało- siwe futro (defekt w synte-zie melaniny) [9].

				Mutanty Bcl-2 wykorzystuje się w badaniach w obrębie ośrodkowego i obwodowego układu nerwowego, jako że rodzina białek Bcl-2 pełni istotną rolę w regulacji progra-mowanej śmierci komórkowej [10]. Co ciekawe, zauważo-no korelację między czynnikiem BDNF, a ekspresją białek Bcl-2. Wykorzystując mysi model z delecją BDNF, stwier-dzono zwiększoną ekspresję białek Bax (białko należące do rodziny białek Bcl-2, przyspieszające proces apoptozy) oraz zmniejszoną ekspresję białek Bcl-2 [11]. BDNF cechuje się właściwościami antyapoptotycznymi, regulując wzrost i przeżycie komórek nerwowych [11,12]. Przeżycie komórek nerwowych po urazie jest zatem procesem skomplikowa-

			

		

		
			
				nym, zależnym od wielu czynników. Zastosowanie białek z rodziny Bcl-2, może okazać się więc obiecującą perspekty-wą w leczeniu schorzeń neurologicznych czy chorób neuro-degeneracyjnych [13].

				Rola neurotroficznych czynników w regeneracji układu nerwowego

				Badania nad rolą neurotrofin w obrębie układu nerwo-wego mają swój początek w roku 1952, po odkryciu ich przez Ritę Levi-Montalcini [14]. Czynniki neurotroficzne, określane również białkami, wykazują istotną rolę w roz-woju i funkcji tkanki nerwowej, regulując jej przeżycie (Ryc. 4). Utrzymują homeostazę ośrodkowego układu ner-wowego, uczestniczą w procesie neurogenezy, synaptoge-nezy, a także warunkują wzrost aksonów i tworzą rozga-łęzienia dendrytyczne, wykazując właściwości neuropro-tekcyjne [15]. Czynniki neurotroficzne podzielono na trzy główne rodziny, w których pierwsza obejmuje „modelowe” neurotrofiny, do których należą: NGF, BDNF, NT-3, NT-4. Druga rodzina białek obejmuje neurotroficzne czynniki po-
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				Rycina 3. Fotografia przedstawia zróżnicowany fenotyp myszy dzikich Bcl-2+/+ (A) oraz homozygotycznych mutantów Bcl-2-/- (B). Linia myszy: 129S1/SvI-mJ-Bcl2tm1Mpin/J(Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA). Ze względu na wpro-wadzone modyfikacje genetyczne badanych zwierząt, niezbędna jest ich geno-typizacja, celem potwierdzenia obecności wprowadzonych mutacji. Genotypy wszystkich badanych myszy potwierdza się za pomocą reakcji PCR. DNA do reakcji PCR izoluje się z krwi pobranej z końcówki ogona myszy (źródło: mate-riały własne).
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				Rycina 4. Fotografia przedstawia nałożone zdjęcia (barwienie metodą DAPI oraz ekspresja BDNF – widoczna w kolorze czerwonym) z mikroskopu fluorescen-cyjnego. Linia przerywana wskazuje miejsce uszkodzenia nerwu klipsem naczy-niowym. W części proksymalnej (po lewej od miejsca uszkodzenia) widoczna jest większa liczba wyznakowanych jąder komórkowych oznaczona strzałkami (źródło: materiały własne).
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				chodzenia glejowego. Do trzeciej grupy wlicza się cytokiny neuropoetyczne [15,16].

				Istotne właściwości terapeutyczne przypisywane są czyn-nikowi NGF, który u pacjentów z jaskrą, makulopatią siat-kówki, glejakami nerwu wzrokowego, a także podawany miejscowo na ludzkie odleżyny skóry, przyspiesza procesy regeneracji [17]. Czynniki neurotroficzne odgrywają także rolę w regeneracji nerwu kulszowego (Ryc. 5). Badania Li i wsp. [18] potwierdziły, że czynnik wzrostu nerwów od-grywa istotną rolę w odbudowie i regeneracji obwodowych włókien nerwowych, jednocześnie promując regenerację aksonów. Wykorzystując szczurzy model z uszkodzeniem nerwu kulszowego po zmiażdżeniu, podano egzogenny wolny roztwór NGF. Wykazano, że NGF aktywuje autofa-gię w odróżnicowanych komórkach Schwanna, przyspiesza regenerację aksonów i mieliny [18]. Wyniki badań Carvalho i wsp. [19] wykazały także korzystny wpływ neurotroficz-nych czynników w regeneracji nerwu kulszowego. Wyko-rzystując sztuczne przewody nerwowe wykonane z fibro-iny, o właściwościach uwalniających czynniki neurotroficz-ne, zaobserwowano skuteczną regenerację nerwu po urazie. Wprowadzono NGF i czynnik neurotroficzny z rodziny komórek glejowych. Stężenie oceniono techniką ELISA, a bioaktywność czynników neurotroficznych oceniono in vi-tro przy użyciu pierwotnych zwojów korzeni grzbietowych. GDNF wszczepiony w ubytek nerwu kulszowego po urazie wyzwalał procesy regeneracji, wykazując znaczne działa-nie neuroprotekcyjne w porównaniu do autoprzeszczepów [19]. Li i wsp. [20] opracowali innowacyjny, termoczuły hy-drożel, który dostarczano szczurom z cukrzycą po uszko-dzeniu nerwu kulszowego. Hydrożel podany był razem z bFGF i NGF. Jego wykorzystanie w terapii, skutecznie ułatwiło proliferację komórek Schwanna, co doprowadziło do wzrostu ekspresji białek strukturalnych, zwiększonej re-generacji aksonów, remielinizacji, a także poprawy funkcji motorycznych [20].

				Podsumowanie

				Ostatnie eksperymenty wykazały, że wysiłek fizyczny wpływa na wzrost liczby neurotrofin (np. BDNF) [21-23] oraz że neurotrofiny te wymagane są do równomiernego 

			

		

		
			
				kontrolowania poziomów regeneracji aksonów nerwów obwodowych [24]. Ich wzmożona ekspresja lub hamowanie może promować lub osłabiać ból i regenerację, w zależno-ści od tego, czy ćwiczenie aktywuje sygnalizację neurotro-finową i pobudza neurony na poziomie obwodowym lub centralnym [25]. Duże znaczenie odgrywa tutaj aktywność fizyczna i jej rodzaj [26-28]. Chociaż ćwiczenia terapeutycz-ne dosyć dawno stały się powszechną praktyką w rehabi-litacji zmian urazowych obwodowego układu nerwowego, dopiero w ostatnich latach wykazano, że mają one rzeczy-wisty wpływ na neurobiologiczne mechanizmy regeneracji nerwów obwodowych.

				Udowodniono że poziom BDNF w układzie nerwowym zależy od aktywności neuronów. BDNF zwiększa aktyw-ność neuroprzekaźnika wydzielanego z pobudzonego neu-ronu, a więc poprawia skuteczność jego działania na ko-mórkę docelową. Jest to możliwe, gdyż związanie się BDNF z receptorem TrkB uruchamia odpowiednie procesy we-wnątrzkomórkowe, które mogą w końcowym efekcie przy-nieść poważne zmiany neuroplastyczne, takie jak zwięk-szenie się powierzchni synaps i polepszenie skuteczności przekazu sygnałów poprzez zwiększenie liczby rozgałę-zień aksonalnych. W ten sposób poprawia się sprawność sieci neuronalnych [29]. Neurotrofiny, które uwalniane są do przestrzeni pozakomórkowej, są niezbędne do inicjacji wzrostu neuronów. Dlatego białka te określa się jako tzw. czynnik wzrostu. Uwalniane neurotrofiny rozpoznawa-ne są przez specyficzne cząsteczki receptorowe znajdujące się na błonach neuronów, co w końcu prowadzi do rozro-stu neurytów w kierunku miejsc uwalniania neurotrofin. Pierwszą odkrytą i dotąd najlepiej poznaną neurotrofiną jest NGF. Z badań wynika, że może ona pełnić ważną rolę w stymulowaniu wzrostu nerwowego przez bezpośrednie kierowanie stożkiem wzrostu neurytów do właściwych miejsc docelowych oraz przez zwiększanie prawdopodo-bieństwa przeżycia tych neuronów [30].

				Warto jednak zaznaczyć, że urazy nerwów obwodowych często prowadzą do śmierci komórek nerwowych. Zmiany w ekspresji genów rodziny Bcl-2 w neuronach po uszkodze-niu ciągłości nerwu potwierdzają ich znaczenie. Stężenie białka Bcl-2 może się zwiększać w zależności od miejsca i rodzaju urazu. Nadekspresja Bcl-2 lub Bcl-XL w neuronach działa neuroprotekcyjnie w wielu modelach eksperymen-talnych. Podobnie, myszy z deficytem Bax wykazują zna-czącą ochronę przed utratą neuronów indukowaną przez aksotomię [31].

				Przekonanie, że aktywność fizyczna stymuluje kluczowe procesy neurobiologiczne leżące u podstaw regeneracji ner-wów jest coraz powszechniejsze. Wsteczne znakowanie mo-toneuronów [32], bezpośrednia wizualizacja aksonów me-todą fluorescencyjną [33] oraz liczenie włókien nerwowych w poprzecznych przekrojach nerwu obwodowego [34] w połączeniu z wynikami badań neurofizjologicznych oraz behawioralnych, popierają pogląd, że ćwiczenia fizyczne wspomagają regenerację nerwów i poprawę czynnościową w modelach doświadczalnych uszkodzenia nerwów obwo-dowych [34,35].
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				Rycina 5. Fotografia przedstawia poprzeczny przekrój uszkodzonego nerwu kulszowego. Linia przerywana wskazuje miejsce uszkodzenia nerwu klipsem naczyniowym. Strzałkami zaznaczono aktywne komórki Schwanna wybarwione na kolor zielony oraz kierunek odrostu aksonalnego (źródło: materiały własne).
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				Na odzysk funkcjonalny w zakresie uszkodzonego ner-wu kulszowego u zwierząt laboratoryjnych może wpływać zatem wiele czynników, decydując jednocześnie o jego jako-ści. Zaliczyć tu można czas rozpoczęcia ćwiczeń po urazie, a także rodzaj treningu. Różne badania wskazują, że białka z rodziny Bcl-2 oraz czynniki neurotroficzne mogą stanowić obiecującą perspektywę w terapii farmakologicznej urazów nerwów 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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Biatka z rodziny Bcl-2 oraz neurotrofiny jako istotny czynnik decydujacy
o przezywalnosci neuronéw obwodowych u zwierzat transgenicznych

STRESZCZENIE

poptoza jest uporzadkowanym, czynnym procesem przebiegajacym z aktywacja okre-

Slonych genéw, w wyniku ktérego komérka moze wejé¢ na droge programowanej
$mierci. Podezas embriogenezy, zaprogramowane szablony émierci komérkowej w regresji
struktur pierwotnych lub nieprawidlowych sa niezbedne w prawidlowym ksztaltowaniu
narzadéw i funkcjonowaniu ukladu nerwowego. Z kolei, nasilona émiertelnos¢ komérek
w dojrzalym ukladzie nerwowym moze prowadzié do réznych choréb neurodegeneracyj-
nych. Z tych powodéw rodzina bialek Bel-2 jest intensywnie badana w kontekécie funk-
cjonowania ukladu nerwowego. Programowana émieré komérki (PCD) pozwala eliminowaé
Komérki zbedne, przyczyniajac sig w ten spos6b do utrzymania homeostazy w organizmie.
Jako przyklad mozna podac usuwanie z tkanek komérek starych, uszkodzonych lub nadlicz-
bowych. Nieprawidlowa regulacja apoptozy charakterystyczna jest dla proceséw nowotwo-
rowych, zmian zwyrodnieniowych i schorzed autoimmunologicznych. Obecnie badania nad
ekspresja genow bialek pro- i antyapoptotyczaych, z zastosowaniem technologii knock-out
budza wielkie nadzieje na leczenie pacjentéw, dotknietych zmianami neurodegeneracyjny-
mi. Aktualne odkrycia sugeruja, Ze nie bez znaczenia pozostaje stosunek pozioméw eks-
presji genéw bialek Bcl-2 i Bax. Bialka Bel-2 poprzez regulacje kaspazo-zaleznej apoptozy
w neuronach, zapobiegaja szybkiej degeneracji wallerowskiej. Mozliwoé¢ oddzialywania
absencji genu bel-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 pelne przy-
wrécenie funkdi [1].

Pierwsza klasyfikacja uszkodzen obwodowych zakoriczen nerwowych zosta-
la przeprowadzona przez HJ. Seddona w 1943, ktory okreslil trzy podstawovwe
stopnie uszkodzenia nerwow obwodowych, a S. Sunderland w 1951 roku roz-
szerzylja o dwie dodatkowe kategorie (Ryc. 1)

+ I’ nie dochodzi do uszkodzenia aksonu, a jedynie do zablokowania jego
przewodnictwa na skutek niedokrwienia lub kompresji. Postac ta ustepuje
szybko, zazwyczaj do kilku dni, pozwalajac na pelny powrét funkdji nerwu.
Nie wymaga leczenia chirurgicznego. Jest to odpowiednik neuropraksji wg
HJ. Seddona.

~ akson zostaje uszkodzony; jesli czas zaburzenia unerwienia mieénia nie
o I°- ak t kodzony; jesl b e
przekracza 12 miesiecy, to mozliwa jest samoistna regeneracja i przywrécenie
unkji. Odpowiada axonotmiesis wg HJ. Seddona.
funkdji. Ody d b HJ. Sedd

« I~ w przypadku uszkodzenia, mozliwa jest regeneracja nerwu, jednak jest
to proces powolny, trwajacy okolo 1 miesiaca. Dochodzi do uszkodzenia ak
sonéw i ostonek endoneuronalnych, przy zachowaniu onerwia i nanerwi
Nie wymaga leczenia chirurgicznego.

+ IVo- samoistna regeneracja nerwu nie jest mozliwa, wymaga leczenia chirur-
gicznego. Uszkodzenie obejmuje akson i onerwie.

+ Ve- dochodzi do calkowitego uszkodzenia nerwu (np. przez przecigcie). Po-

niewaz samoistna regeneracja nie jest mozliwa, niezbedna jest interwencja
chirurgiczna. Jest odpowiednikiem newrotmesis wg H.J. Seddona [1,2].
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