Streszczenie

Stwardnienie zanikowe boczne (ang. Amyotrophic Lateral Sclerosis — ALS) jest
nieuleczalng chorobg neurodegeneracyjna. Cechuje ja postgpujaca dysfunkcja i degeneracja
gornych oraz dolnych neuronéw motorycznych, co prowadzi do odnerwienia migsni
docelowych, ich atrofii i w konsekwencji paralizu. ALS jest choroba rzadka o wciaz nieznanej
etiologii 1 patogenezie. Z tego wzgledu brak jest jednoznacznej i prostej metody pozwalajace]
na szybkg i poprawng diagnoze w kierunku ALS, a rozpoznanie choroby opiera si¢ na
charakterystycznych objawach uszkodzen gérnych i dolnych neuronéw ruchowych. Do tej pory

brakuje lekow, ktdre w sposob skuteczny polepszatyby komfort oraz dtugo$¢ zycia pacjenta.

Na podstawie obserwacji i analiz wynikow pozyskanych ostatnio badan
przeprowadzonych na materiale pobranym post-mortem oraz zwierzecych modelach in vivo
coraz wiecej mowi sie o decydujgcej roli astrocytow w inicjacji zdarzen prowadzacych
do degeneracji neuronéw w ALS oraz innych chorobach neurodegeneracyjnych. Astrocyty sg
najliczniejsza grupg komorek w centralnym uktadzie nerwowym, kilkakrotnie przewyzszajac
liczbe neuronéw. W zaleznosci od panujgcych warunkéw oraz odbieranych sygnatow,
aktywowane astrocyty moga podja¢ dziatania pro- jak i przeciwzapalne majace na celu ochrong
komdrek nerwowych. Dane literaturowe coraz czesciej wskazujg, i1z kazda zmiana
funkcjonowania astrocytow niesie istotne konsekwencje dla neuronéw. Jednoczesnie badania
z wykorzystaniem modeli zwierzecych ujawnily, ze stan wzmozonej astrogliozy poprzedza
badz wystepuje jednoczesnie ze spadkiem liczby neuronow. Z tego wzgledu uwaza sig, ze

przyczyng zaburzen obserwowanych w ALS sg pobudzone astrocyty.

W ramach prezentowanej pracy badania prowadzone byly w warunkach in vifro
z wykorzystaniem technik biologii molekularnej umozliwiajacych analiz¢ zmian ekspresji
gendw zaréwno na poziomie mRNA jak i biatka. Do$wiadczenia przeprowadzono na trzech
liniach komérkowych pochodzenia ludzkiego: dwdch liniach nerwiaka ptodowego SH-SY5Y i
SK-N-BE(2)C oraz linii gwiazdziaka U373 MG. Komorki linii SH-SY5Y lub SK-N-BE(2)C
przed wlasciwym eksperymentem, byly hodowane z dodatkiem kwasu retinowego (ang. A/l-
irans retinoic acid — ATRA) (15uM — stezenie koncowe) przez 72 godziny. Po uptywie okresu
roznicowania, dotychczasowa pozywka hodowlana obu linii nerwiaka plodowego byla
zastepowana nadsaczami hodowlanymi, zebranymi wezesniej znad komorek linii U373 MG
stymulowanych uprzednio osoczami pacjentéw chorych na sALS (U+#sALS) lub osoczem

zdrowego dawcy (U+#Z7), na okres kolejnych 48 godzin.



Na podstawie analizy zymografii substratowej stwierdzono zmieniony profil
wydzielniczy enzymoéw  proteolitycznych  wyrazony zwigkszong aktywnoscig MMP-9
w nadsgezach hodowlanych komorek linii U373 MG, ktore miaty kontakt z osoczem chorych
na sALS. Ponadio, analiza ekspresji biatka metodg mikromacierzy biatkowych wykazala
zwigkszong ekspresje dla GDNF, TNFa, NT-3 oraz GITR oraz spadek ekspresji dla inhibitora

metaloproteinaz TIMP-4 w tych komoérkach.

Komorki linii SH-SYS5Y oraz SK-N-BE(2)C wykazywaty wzrost ekspresji mRNA dla
NGFR w wyniku posredniego kontaktu z osoczem chorych na sALS. Immunobloting dla NGFR
wykazal zjawisko ograniczonej proteolizy receptora dla NGF w obydwu liniach
oraz translokacji jego czesci cytoplazmatycznej do jadra komorkowego. Analiza ekspresji
biatka dla NGFR wykazata, ze ograniczona proteoliza zachodzi niezaleznie od aktywacji
receptora NTRK1 w obu liniach nerwiaka ptodowego. Zebrane wyniki dotyczacych ekspresji
mRNA oraz biatka receptoréw dla NGF wskazuja, ze obydwie linie zareagowaly odmiennie na

proces réznicowania z zastosowaniem kwasu retinowego.

Podsumowujgc, przedstawiony model badawczy moze przyshuzy¢ sie dalszemu
zdobywaniu i poszerzaniu wiedzy dotyczacej mechanizméw zachodzacych w trakcie interakcji
pomi¢dzy astrocytami i neuronami w ukladzie nerwowym, stanowigc w tej postaci ich
uproszezony model w warunkach in vitro. Ponadto, czynniki zawarte w osoczach chorych na
SALS skutkuja aktywacja astrocytow, ktéra wyraza sie ich podziatem na dwie populacje:
pierwszg neuro-szkodliwg oraz druga, neuro-protekcyjng. W konsekwencji wzbudzona w ten
sposObaktywnos¢ astrocytoéw moze staé sie przyczyna istotnych zaburzen w funkcjonowaniu
neuronow, co moze wyrazac si¢ migdzy innymi zmianami w ekspresji i proteolizy receptoréw
dla czynnikéw wzrostowych.

Prowadzenie eksperymentéw w $cisle kontrolowanych warunkach zewngtrznych,
pozwoli na uproszczenie ztozonych interakeji panujgcych w centralnym uktadzie nerwowym

pomigdzy neuronami, astrocytami i mikroglejem oraz doktadng analize¢ zmian zachodzacych

na poziomie molekularnym w kazdej z populacji komérkowych z osobna.
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