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Wykaz uzytych skrotow

AAV (ang. adeno-associated virus) - wirusy zalezne od adenowirusow

Ab (ang. antibody) — przeciwciato

ACh (ang. acetylcholine) — acetylocholina

BDNF (ang. brain derived neurotrophic factor) — czynnik neurotroficzny pochodzenia mozgowego
bGH (ang. bovine growth hormone) — bydlecy hormon wzrostu

BTX (ang. bungarotoxin) - bungarotoksyna

c¢DNA (ang. copy DNA, complementary DNA) - sekwencja syntetycznego DNA uzyskana w wyniku
enzymatycznej transkrypcji ze specyficznego mRNA z uzyciem odwrotnej transkryptazy, kodujaca gen
bez intronow

cds (ang. complete coding sequence) — bezintronowe mRNA przepisane na sekwencje DNA

ChAT (ang. choline acetyltransferase) — acetylotransferaza cholinowa (EC 3.1.1)

¢MYC - metka cMYC, czynnik transkrypcyjny

CPG (ang. central pattern generator) — oSrodkowy generator wzorca lokomocji

DEPC (ang. diethylopyrocarbonate) — dietylopirowegglan

DMSO (ang. dimethyl sulfoxide) — dimetylosulfotlenek

DNA (ang. deoxyribonucleic acid) — kwas deoksyrybonukleinowy

dNTP (ang. deoxyribonucleotide) - mieszanina deoksynukleotydoéw

eGFP (ang. enhanced green fluorescent protein) —bialko wzmocnionej zielonej fluorescencji

FISH (ang. fluorescence in situ hybridization) — fluorescencyjna hybrydyzacja in situ

GAPDH (ang. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) — gen kodujacy dehydrogenaze aldehydu
3-fosfoglicerynowego (biatko podstawowego metablizmu komodrkowego), tu: gen referencyjny
w qPCR

HRP (ang. horese redish peroxide) — peroksydaza chrzanowa

hSyn (ang. human synapsin) - gen synapsyny cztowieka, tu: neuronospecyficzny promotor

IgG - immunoglobulina G

kb (ang. kilobase) — tysiagc par zasad (kpz), jednostka miary wielkos$ci kwasow nukleinowych

KO (ang. knock-out) — zwierzgta z wyltaczong ekspresja okreslonego genu

L (ang. lumbar) — odcinek ledzwiowy rdzenia kregowego

MAPK (ang. mitogen—activated protein kinase) - kinaza biatkowa aktywowana mitogenami

mc. — masa ciata

MN (ang. motor neuron) - motoneuron

NGS (ang. normal goat serum) — kozla surowica przedimmunizacyjna

NMJ (ang. neuromuscular junction) — ztacze nerwowo-migéniowe

P75 — receptor neurotrofin o malym powinowactwie (m.cz. 75kDa)

qRT-PCR (ang. quantitative PCR, real-time PCR) — ilo$ciowa tancuchowa reakcja polimerazy stuzaca
pomiarowi poziomu ekspresji genéw, PCR w czasie rzeczywistym

rBDNF (ang. recombinant brain derived neurotrophic factor) — rekombinowany czynnik neurotroficzny
pochodzenia mézgowego

SCT (ang. spinal cord transection) - przeciecie rdzenia krggowego

T (ang. thoracic) — odcinek piersiowy rdzenia kregowego

TEM (ang. transmission electron microscopy) — transmisyjna mikroskopia elektronowa

tSC (ang. terminal Schwann cells) — przyztaczowe komodrki Schwanna

TU (ang. transduction units) — bezwzgledna liczba transdukujacych czasteczek wektoré6w wirusowych
VACHT (ang. vesicular acetylcholine transporter) — pecherzykowy transporter acetylocholiny

w/v — wagowo/objetosciowy

W/W — Wagowo/wagowy

WPRE (ang. Woodchuck hepatitis post-transcriptional regulatory element) — element wzmacniajacy
ekspresje gendow pochodzenia wirusowego, wykorzystywany w inzynierii genetycznej do stabilizacji
mRNA transgenu

mBBB (ang. modified Basso, Beattie and Bresnahan scale) - zmodyfikowana skala Basso,
Beattie i Bresnahan, uzywana do oceny zdolnosci lokomotorycznych szczuréw po
uszkodzeniu rdzenia.
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STRESZCZENIE

Uszkodzenie rdzenia krggowego prowadzi do przerwania i degeneracji drog nerwowych, ktore
maja swoje zrodto w osrodkach nadrdzeniowych. W rezultacie pacjent doswiadcza czeSciowej lub
catkowitej utraty zdolnoS$ci ruchowej, ktorej stopien zalezy od lokalizacji i stopnia uszkodzenia rdzenia.
Takie urazy czesto wigza si¢ z trwalg niepelnosprawno$cia, gdyz obecne metody leczenia sg
ograniczone w swojej skutecznosci. Pomimo intensywnych badan i rozwoju w dziedzinie neurobiologii
regeneracyjnej, znalezienie terapii, ktéra odwraca lub tagodzi skutki uszkodzenia rdzenia kregowego
wcigz pozostaje jednym z najwigkszych wyzwan wspolczesnej medycyny. Jedng z obiecujacych
strategii jest wzbogacanie sieci neuronowej ponizej miejsca uszkodzenia w neurotrofiny —
niskoczgsteczkowe biatka promujace przezycie neurondw i procesy plastycznosci synaptycznej.

W niniejszej dysertacji dorostym szczurom po catkowitym przecigciu rdzenia krggowego
(SCT) na poziomie dolnych segmentow piersiowych podano dordzeniowo wektor AAV niosacy gen
czynnika neurotroficznego pochodzenia mézgowego (AAV-BDNF). Zwierzeta z nadekspresja BDNF
wykazaly szybka i znaczaca poprawe sprawno$ci ruchowej; w trzecim tygodniu po uszkodzeniu
odzyskaty zdolnos¢ do naprzemiennego ruchu konczyn, podporu masy ciala i stawiania stop na
podeszwie w trakcie treningu na ruchomym biezniku, a ocena w skali mBBB (zmodyfikowanej skali
Basso, Beattie i Bresnahan) byta zblizona do wynikéw u szczuré6w bez uszkodzenia. Te wyniki,
uzyskane w grupie 14 zwierzat staly si¢ mocnym potwierdzeniem potencjatu terapeutycznego wektora
AAV-BDNF zaobserwowanego wczesniej w eksperymencie chronicznym przeprowadzonym w naszym
Zespole. W doswiadczeniu trwajgcym 6 tygodni okres najlepszej poprawy funkcjonalnej przypadat na
trzeci tydzien po SCT i iniekcji AAV-BDNF, za$§ w p6zniejszych czasach pooperacyjnych pojawiaty sie
efekty uboczne w postaci drgawek i ruchow klonicznych, najprawdopodobniej zwigzane z nadmierna
stymulacja sieci.

W niniejszej pracy postanowiono odpowiedzie¢ na pytanie o molekularne podtoze
terapeutycznego dziatania BDNF. W tym celu scharakteryzowano zmiany neurochemiczne
i strukturalne w rdzeniu kregowym i zlgczu nerwowo-migsniowym w okresie najwiekszej poprawy
funkcjonalnej. Ze wzgledu na przestanki wskazujace na rozng wrazliwo$¢ na SCT obwodow
neuronalnych dwoch przeciwstawnie dziatajacych migsni stawu skokowego: zginacza (Tibialis anterior,
TA) i prostownika (Soleus, Sol), zbadano motoneurony i zlacza nerwowo-mig$niowe tych dwoéch
miesni. Potaczenie analizy komorkowej i subkomoérkowej dystrybucji mRNA, ocenianej na podstawie
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ oraz analizy rozmieszczenia biatek wykrywanych za pomoca
immunofluorescencji na skrawkach tkanki umozliwito kompleksowa odpowiedz na pytania o wptyw
uszkodzenia i nadekspresji BDNF na odpowiedzi komoérkowe w rdzeniu kregowym i mig¢$niach. W celu
zbadania zmian w ultrastrukturze zlacza nerwowo-mig$niowego postuzono si¢ transmisyjng

mikroskopig elektronows.
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Wykazano, ze w trzecim tygodniu po podaniu wektora nadekspresja BDNF w rdzeniu
kregowym koncentrowata si¢ w neuronach segmentoéw ledzwiowych L1-L2, bliskich miejsca iniekcji,
natomiast w rejonie motoneuronow tylnych konczyn, zlokalizowanych w segmentach L3-L6, biatko
transgeniczne obserwowano tylko we wildknach transdukowanych komorek. Na podstawie tak
scharakteryzowanego rozmieszczenia rekombinowanego BDNF wysuni¢to wniosek, ze lokalnie
wprowadzony wektor prowadzi do dzialania transgenicznego bialka na neurony zlokalizowane
w przestrzeni catego odcinka ledzwiowego. Dowiedziono, ze terapia wywarla szereg pozytywnych
skutkow: pozwolita utrzymac¢ obnizong po SCT receptywnos$¢ motoneuronéw na BDNF wptywajac na
ekspresje receptora o wysokim powinowactwie TrkB, spowodowata zwiekszona aktywnos$é
transkrypcyjng podzilaczowych jader komorkowych miocytow i przyczynita si¢ do normalizacji
markeréw przekaznictwa neuronalnego w mie$niu. Ponadto stwierdzono, ze iniekcja AAV-BDNF
doprowadzita do zachowania integralno$ci strukturalnej ztaczy nerwowo-migsniowych, przy czym
jednostka nerwowo-miesniowa Soleusa odpowiadata lepiej na terapig. Uzyskane wyniki przyczyniaja
si¢ do zrozumienia mechanizmu dziatania neurotrofiny BDNF oraz wskazujg na potencjalnie uzyteczny

kierunek badan: terapi¢ celowang przeznaczong do wybranych typow jednostek motorycznych.
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ABSTRACT

Spinal cord injury leads to the disruption and degeneration of neural pathways originating
in supraspinal centers. Consequently, patients experience partial or complete loss of motor function, the
extent of which depends on the location and severity of spinal damage. Such injuries often result
in permanent disability due to limited effectiveness of current treatment methods. Despite intensive
research and development in regenerative neurobiology, finding a therapy that reverses or mitigates the
effects of spinal cord injury remains one of the greatest challenges in contemporary medicine. One
promising strategy involves enriching the neuronal network below the injury site with neurotrophins —
low molecular weight proteins that promote neuron survival and synaptic plasticity processes.

In this dissertation, adult rats subjected to complete spinal cord transection (SCT) at the lower
thoracic segments were administered an intraspinal AAV vector carrying the brain-derived neurotrophic
factor gene (AAV-BDNF). Animals overexpressing BDNF demonstrated rapid and significant
improvement in motor function; by the third week post-injury, they regained the ability for alternating
limb movements, weight-bearing, and plantar stepping during treadmill training, and their mBBB scale
assessment (modified Basso, Beattie, and Bresnahan scale) approximated the results in uninjured rats.
These results, obtained in a group of 14 animals, strongly confirmed the therapeutic potential of the
AAV-BDNF vector previously observed in a chronic experiment conducted by our Team. In the 6-week
experiment, the best functional improvement occurred in the third week post-SCT and AAV-BDNF
injection, but side effects in the form of clonic movements emerged in later postoperative periods, likely
related to overstimulation of the network.

This study aimed to elucidate the molecular basis of BDNF's therapeutic action. To this end,
neurochemical and structural changes in the spinal cord and neuromuscular junction were characterized
during the period of greatest functional improvement. Given indications of different SCT sensitivities
in the neuronal circuits of two antagonistic muscles of the ankle joint: the flexor (Tibialis anterior, TA)
and extensor (Soleus, Sol), motoneurons and neuromuscular junctions of these two muscles were
examined. Combining cellular and subcellular mRNA distribution analysis, assessed via fluorescent
in situ hybridization, and protein distribution analysis using immunofluorescence in tissue sections,
provided a comprehensive response to questions about the impact of injury and BDNF overexpression
on cellular responses in the spinal cord and muscles. Transmission electron microscopy was employed
to examine changes in the ultrastructure of the neuromuscular junction.

It was demonstrated that, in the third week post-vector administration, BDNF overexpression
in the spinal cord concentrated in neurons of the L1-L2 lumbar segments, close to the injection site,
while in the area of the hind limb motoneurons, located in the L3-L6 segments, the transgenic protein
was observed only in fibers of transduced cells. Based on this characterized distribution of recombinant
BDNF, it was concluded that locally introduced vector leads to the transgenic protein's action

on neurons located throughout the entire lumbar segment. The therapy was proven to have several
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positive effects: it maintained reduced SCT post-injury receptivity of motoneurons to BDNF, caused
increased transcriptional activity of subsynaptic myocyte nuclei, and contributed to the normalization
of neuronal signaling markers in the muscle. Moreover, AAV-BDNF injection preserved the structural
integrity of neuromuscular junctions, with the Soleus motor unit responding more favorably to therapy.
These results contribute to understanding the mechanism of action of the neurotrophin BDNF and point

to a potentially useful research direction: targeted therapy for selected types of motor units.
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1. WPROWADZENIE

1.1 Kontrola lokomocji u zwierzat i generowanie ruchu na poziomie

rdzenia kregowego

Zachowanie ruchowe zwierzat kregowych, nawet w przypadku najprostszych zadan,
wymaga zintegrowanej pracy wielu sieci neuronowych w tym projekcji z o$rodkow
nadrdzeniowych w aspekcie planowania i egzekwowania ruchu. Na poziomie rdzenia
kregowego w kontrole lokomocji zaangazowane s3 neurony zorganizowane w osrodkowe
generatory wzorca lokomocji (ang. central pattern generator; CPG), zlokalizowane na r6znych
poziomach rdzenia. CPG to lokalna grupa interneuronéw, zorganizowanych w systemy
kontrolujace aktywno$¢ i poziom pobudzenia motoneuronu (MN). Ich aktywacja jest
inicjowana przez projekcje zstgpujace z pnia moézgu, ale wykazuja one takze wiasng
aktywnos$¢, zalezng od wejs¢ obwodowych (Kandel 1 in., 2021). Eksperymenty
przeprowadzone przez Barbeau i Rossignola w latach 1989 - 2000 oraz Pearsona w latach
1997- 2000 roku na kotach udowodnity, ze znaczaca czes¢ kontroli nad lokomocjg zachodzi na
poziomie rdzenia kregowego, co zostalo potwierdzone w badaniach na kotach, ktérym
catkowicie przecigto rdzen krggowy. Regularny trening ruchowy pozwolit kotom odzyskac
zdolno$¢ do wutrzymania podporu ciata 1 wykonywania ruchéow lokomocyjnych
(Barbeau & Rossignol, 1987; Stein 1 in., 2000). Modulowany przez CPG motoneuron, jego
akson oraz grupa widkien migsniowych, ktdre sg przez niego unerwione nazywany jednostka

motoryczng. Pojecie to wprowadzit w 1925 roku Charles Sherrington.
1.2  Realizacja funkcji motorycznych przez aparat mi¢sniowy

Proces skurczu migsnia polega na sumowaniu dziatan poszczegolnych jednostek ruchowych
pod wplywem impulséw nerwowych z o$rodkéw nerwowych. Jest to kluczowy mechanizm
generowania ruchu w migéniach (Celichowski 1 in., 1996; Kandel 1 in., 2021). W stanie
spoczynku, sarkolemma utrzymuje stan polaryzacji, gtownie dzicki gradientowi stezen jonow
potasu wewnatrz komorki oraz jonow sodu na zewnatrz wiokna. Aktywacja witokna
mig$niowego poprzez wyrzut acetylocholiny z aksonu oraz zwigzanie jej z receptorem
nikotynowym w czesci postsynaptycznej ztagcza wiaze si¢ z otwarciem kanalow jonowych
w sarkolemmie, co umozliwia przeplyw jondow sodu i potasu zgodnie z ich gradientem stezen
i skurcz mieg$nia (Ryc. 1P). Zlacza nerwowo-mig$niowe to wyspecjalizowane synapsy
chemiczne, a ich formowanie oraz utrzymanie wymaga ztozonej wspotpracy miedzy nerwami,

wioknami mieéniowymi oraz terminalnymi komorkami Schwanna (tSC). Terminalne
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niemielinizujgce komorki Schwanna stanowig znaczaca, lecz stosunkowo stabo zbadang
sktadowg zlacza nerwowo-migsniowego (NMJ). Reagujg na aktywno$¢ synaptyczna,
modulujac  transmisj¢ w celu zapewnienia odpowiedniej sity sygnalu w NMJ
(Jahromiiin., 1992), a takze maja kluczowe znaczenie w procesach regeneracji po

uszkodzeniu nerwu, co zostato opisane w kolejnych rozdziatach.

Motoneuron

Motoneuron

Pecherzyki

Jadra miocytu synaplyczne

Wiékno miesniowe

Szczelina
synaptyczna

Jadra miocytu
pozasynaptyczne

=

Agregacja

EPP
Pt |
motorycznal|

Ztgcze nerwowo-miesniowe

©VGSC | LRP4 «Musk @AChR

Rycina 1P. Uproszczony schemat budowy i funkcjonowania zlaczy nerwowo-miesniowych.

Po lewej: Schemat przedstawiajacy akson motoneuronu, ktory rozgatezia si¢ i tworzy ztgcze nerwowo-
migéniowe, unerwiajac widkna migénia szkieletowego. Pod ztagczem nerwowo-migsniowym widoczne
sa jadra podztaczowe. Po prawej: Powickszony widok zlacza, ukazujacy komoérki Schwanna
ostaniajagce miesien i akson, faldy postsynaptyczne oraz akumulacje biatek synaptycznych na
postsynaptycznej blonie mig$niowej, a takze wydzielanie pecherzykow synaptycznych w odpowiedzi
na potencjatl czynno$ciowy. ACh, acetylocholina; AChE, acetylocholinesteraza; AChR, nikotynowy
receptor acetylocholiny; AP, potencjal czynno$ciowy; EPP, potencjat ptytki koncowej; LRP4, biatko
pokrewne receptorowi LDL; VGSC, kanat sodowy zalezny od napiecia. Zrédto: (Castets i in., 2020),
zmodyfikowane.

Kazde widkno migsniowe jest kontrolowane przez aktywno$¢ motoneuronu, ktéra wptywa
na unikalny zbiér genow, swoistych dla okreSlonego typu wldékna migSniowego
(Chin 1 1in., 1998). Ze wzgledu na funkcje, wyr6zniamy kilka typoéw jednostek motorycznych:
wolne i odporne na zmgczenie (S, ang. slow), szybkie i odporne na zme¢czenie (FR, ang. fast
fatigue-resistant) oraz szybkie o duzej meczliwosci (FF, ang. fast fatigable), ktore cechuje
rozny metabolizm. Metabolizm wildkien S jest oksydacyjny, widkien FR oksydacyjno-
glikolityczny, a widkien FF tylko glikolityczny.

Widkna wolne i odporne na zmeczenie (S) uzywaja tlenu do produkcji energii
w mitochondriach. Dzigki temu mogg pracowaé przez dtugie okresy, nie wykazujac oznak
zmeczenia. Sg bogate w mioglobing oraz dobrze unaczynione, co ulatwia dostarczanie tlenu

i sktadnikow odzywczych. Maja rowniez wigcej mitochondridw niz inne typy wiokien.
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Z kolei widkna szybkie i odporne na zmg¢czenie (FR) wykazuja mieszany typ metabolizmu:
oksydacyjno-glikolityczny. Pozwala on na generowanie energii zarowno w warunkach
obecnosci tlenu, jak i jego braku, co sprawia, ze sg bardziej wszechstronne w poréwnaniu do
wiokien wolnych. Cho¢ sg szybsze od wtokien wolnych, nadal wykazuja stosunkowo dobra
odpornos¢ na zmeczenie.

Widkna szybkie o duzej meczliwosci (FF) charakteryzuja si¢ wylacznie glikolitycznym
metabolizmem, co oznacza, ze wytwarzaja energi¢ bez udziatu tlenu. Sg to wtokna, ktore
potrafig generowa¢ bardzo szybkie i silne skurcze, ale mecza si¢ szybko. Te wtokna sg typowe
dla aktywnos$ci wymagajacych krotkich, intensywnych wysitkow, szybko wytwarzaja energie,
ale rowniez szybko wykorzystujg swoje rezerwy energetyczne (Kandel i in., 2021).

Typ wtokna mozna zidentyfikowac za pomocg testow enzymatycznych (Lowry i in., 1978)
i histochemicznej wizualizacji ATPazy (Brooke & Kaiser, 1970). Obecnie wtdkna mi¢§niowe
sa klasyfikowane gléwnie wedlug wystepowania izoform tancucha cigzkiego miozyny (MHC),
ktore wyrazaja (Schiaffino, 2018). Identyfikacja roznych wiokien migsni szkieletowych
ewoluowata. W latach 1960-1967 badacze rozréznili szybkie (biate) i wolne (czerwone)
wiokna migsniowe; w latach 1967-1975 zidentyfikowano widokna MHC typu 1, 2A i 2B;
a w latach 19861991 wtokna migsniowe typu 1, 2A, 2X i 2B (Murgia i in., 2021; Schiaffino,
2010, 2018).

1.3  Uszkodzenia rdzenia kregowego

Ciezkie uposledzenia funkcji czuciowych i ruchowych oraz autonomicznych po urazie
rdzenia kregowego czgsto powoduja pelne uzaleznienie osoby od pomocy zewnetrzne;.
Problem ten dotyka wielu ludzi a leczenie, ktére mogloby doprowadzi¢ do przywrocenia
funkcji 1 wydtuzenia zycia 0so6b po urazie wcigz pozostaje jednym z najwickszych wyzwan
wspotczesnej medycyny. Badania naukowe koncentruja si¢ na dwoch gtownych kierunkach:
tagodzeniu negatywnych skutkéw uszkodzenia (takich jak rozwéj reakcji zapalnej,
neurotoksyczno$¢ i degeneracja komorek) oraz stymulacji uszkodzonych dréog nerwowych do

regeneracji lub adaptacji.
1.3.1 Epidemiologia

Na podstawie danych z 2013 roku, opublikowanych przez Swiatowa Organizacje Zdrowia
(WHO), kazdego roku na $wiecie odnotowuje si¢ miedzy 250 000 a 500 000 przypadkow
urazow rdzenia kreggowego. Wsrod najczestszych przyczyn wymienione sg wypadki drogowe,

upadki i akty przemocy. Prawie 90% przypadkéw ma charakter urazowy, cho¢ udziat urazow
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pochodzenia innego niz mechaniczne wydaje si¢ rosngé (Center, 2013). Uraz rdzenia
kregowego pociaga za sobg znaczne koszty indywidualne i spoteczne. Osoby z urazem rdzenia
kregowego cechuje dwu- do pigciokrotnie wyzsze ryzyko przedwczesnej $mierci
w poréwnaniu z osobami bez tego urazu, przy czym gorsze wskazniki przezywalnosci

odnotowuje si¢ w krajach o niskich i srednich dochodach.

1.3.2 Calkowite przeciecie rdzenia kregowego w dolnym odcinku piersiowym

u dorostego szczura: model do badan potencjalu odizolowanej sieci neuronowej

Chociaz ruchy cztowieka i szczura roznig si¢ znacznie, to mechanizmy kontrolujace
lokomocje w obu przypadkach wykazujg istotne podobienstwa, umozliwiajagc ich
poréwnywanie. Lokomocja czworonozna opiera si¢ na rytmiczno$ci i koordynacji ruchow
przednich i tylnych konczyn, ktore sa regulowane przez rdzeniowe generatory wzorca
lokomocji, w tym przez neurony "sprzggajace” segmenty szyjne i ledzwiowe. Te zasadnicze
mechanizmy koordynacji ruchéw konczyn gomych i dolnych sg zachowane rowniez u ludzi.
Na przyktad, jednostronna elektrostymulacja mig$nia tydki podczas chodu wywotuje
odruchowa odpowiedz w migé$niach nog i rak, co nie wystgpuje podczas stymulacji w pozycji
siedzacej lub stojgcej (Bastiaanse 1 in., 2000). Taka specyficzna dla danej aktywnosci reakcja
umozliwia cztowiekowi wykorzystanie konczyn gornych do precyzyjnych dziatan lub do
utrzymania rownowagi podczas chodu. Mozna stwierdzi¢, ze podstawowe mechanizmy aktow
ruchowych u ludzi pozostaty niezmienione, cho¢ rozwingty si¢ dodatkowe funkcije.

W eksperymentach na zwierzgtach stosuje si¢ rézne metody uszkodzenia rdzenia, w tym
kontuzj¢, kompresje, a takze mikrochirurgiczne techniki polegajace na czeSciowym lub
calkowitym przecigciu rdzenia, najcze$ciej na poziomie dolnego odcinka piersiowego
Th10-Th11. Uszkodzenia kontuzyjne odzwierciedlajg najczesciej wystepujace typy urazow
rdzenia kregowego, z czg$ciowym porazeniem konczyn dolnych. Uszkodzenie goérnego
odcinka szyjnego rdzenia jest takze czeste u ludzi, ale prowadzi do uposledzenia funkcji
oddechowych, co w do$wiadczeniach chronicznych na zwierzgtach, bez prowadzenia
sztucznego oddychania prowadzitoby do $mierci zwierzgcia.

W niniejszych badaniach wykorzystano model catkowitego przecigcia rdzenia kregowego
uszczura w dolnych segmentach piersiowych (T11-T12), ktory jest szeroko stosowany
i dobrze opisany (Celichowski i in., 2006; Edgerton i in., 2001; Stawinska i in., 2000;
Stawinska 1 in., 2014). Ten model umozliwia analiz¢ zmian zachodzacych w sieciach rdzenia
kregowego izolowanych od wptywow nadrdzeniowych, ale nadal podlegajacych wptywom

proprioceptywnym i bodzcom z receptorow skornych, w stopniu wystarczajagcym do
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wywotania aktywnos$ci migsnia (Alaimo 1 in., 1984; Li & Bennett, 2003). Wybrane podejscie
utatwia interpretacje uzyskanych danych — obserwowane zmiany molekularne i fizjologiczne
mozna przypisa¢ zmianom w sieciach rdzeniowych, ktore zostaty odseparowane od wplywow

pochodzacych z wyzszych osrodkéw nerwowych.
1.3.3 Charakterystyka zmian po urazach — rdzen kregowy

Nastepstwem funkcjonalnym catkowitego przeciecia rdzenia kregowego (SCT) jest miedzy
innymi utrata zdolno$ci lokomotorycznych z powodu zniesienia kontroli pochodzacej
z osrodkow nadrdzeniowych i uposledzonej funkcji zachowanej sieci (Kim 1 in., 2002;
Seif'i in., 2007).

W pierwszej fazie pourazowej dochodzi do zniszczenia neuronéw w polu urazu, przerwania
wiokien nerwowych 1 wuszkodzenia neurondw w poblizu miejsca uszkodzenia
oraz rozprzestrzeniajacej si¢ fali zmian spowodowanych spadkiem aktywnosci neuronow
(Eidelberg 1 in., 1989; Liu i in., 1997; Tator, 1995). Bariera krew-rdzen zostaje przerwana.
Wskutek tych zmian dochodzi do wystapienia reakcji zapalnej, nastepujg zmiany w stezeniach
jonow w srodowisku, zaburzenia energetyki komorkowej oraz uwalnianie wolnych rodnikow
(Juurlink & Paterson, 1998; Kuzhandaivel i in., 2011; Kwoiin., 1989; Tator & Fehlings, 1991).
Zmiany obejmuja tez komorki glejowe; nastepuje degeneracja, rozplem i aktywacja komorek
glejowych — stopien wystepowania tych trzech odpowiedzi zalezy od odlegtosci, w ktorej sa
potozone te komorki i ich prekursory od miejsca urazu. Obumieranie oligodendrocytow
prowadzi do demielinizacji aksonéw (Bresnahan i in., 1976; Totoiu & Keirstead, 2005), co
obniza funkcjonalno$¢ zachowanych obwoddéw nerwowych poprzez wpltyw na amplitude
ipredkos¢ przewodnictwa elektrycznego (Blight, 1983; James i in., 2011; Nashmi & Fehlings,
2001).

W rejonach bardziej odlegtych od miejsca uszkodzenia, w ciggu dwoch pierwszych tygodni
po urazie, zmiany w cechach morfologicznych MN obejmuja przede wszystkim ich drzewo
dendrytyczne. Liczba i stopien rozgalezienia dendrytow MN ulegaja zmniejszeniu, co zmienia
znaczaco wielko$¢ pola recepcyjnego tych komorek i powoduje zmiany w ich pobudliwosci
(Gazula 1 in., 2004; Kitzman, 2006). Dopiero w poznym okresie, po kilku miesigcach
zaobserwowano nieznaczne (4-8%) zmniejszenie obwodu perikarionéw MN (Kitzman, 2005).
Zniszczenie drog, ktore tworzg potaczenia z MN, eliminuje wiele zakonczen synaptycznych na
dendrytach i ciatach MN. W wyniku dysfunkcji interneuronéw, ocenianej na podstawie
wynikow badan elektrofizjologicznych, histologicznych i molekularnych, dochodzi do

znacznego zmniejszenia pobudzajacych i hamujacych sygnatéw synaptycznych docierajacych
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do MN (Grycz i in., 2019; Skup 1 in., 2012; Ziemlinska i in., 2014). O ostabieniu funkcji MN
we wczesnym okresie po urazie, $wiadczg rowniez zmiany w aktywnosci transkrypcyjnej MN
(Jiiin., 2022).

Wyniki naszej grupy wykazaty, ze catkowite przecigcie rdzenia kregowego u szczurow
skutkuje ~ zmniejszeniem  liczebnosci  obwodowych  proprioceptywnych — wejsc
glutaminergicznych i interneuronalnych wej$¢ cholinergicznych na perikariony MN w dolnych
odcinkach ledzwiowych. Tym procesom towarzyszyly zmiany w gestosci sieci
perineuronalnych w poblizu tych MN (Grycz i in., 2019; Grycz i1 in., 2022; Skup i in., 2012).
Kolejne badania ujawnily, ze czasowy przebieg zmian w liczbie wejs¢ na motoneurony
zginacza (przedni piszczelowy; TA) i prostownika (migsien plaszczkowaty; Sol) stawu
skokowego byt rézny, co wskazuje na r6zng podatnos¢ tych obwodéw na uraz rdzenia
kregowego (Gajewska-Wozniak, 2017; Skup 1 in., 2012; Wigckowska i in., 2018).

Wszystkie te zmiany $wiadczg o skomplikowanej i wieloptaszczyznowej odpowiedzi
rdzenia krggowego na uraz, poczawszy od bezposredniego uszkodzenia tkanki, poprzez
zmiany w unerwieniu i receptywno$ci motoneuronow, az do dtugofalowych zmian w ekspresji

biatek zwigzanych z neuroprzekaznictwem.
1.3.4 Charakterystyka zmian po urazach — synapsy obwodowe i mie¢snie

Zmiany zachodzace w rdzeniu kregowym po urazie prowadza do silnego zaburzenia
wspotdziatania migdzy motoneuronami a unerwianymi przez nie wtdoknami w migsniu (Burns
11n., 2007; Ollivier-Lanvin i in., 2009; White & Holmes, 2018). Ztagcza nerwowo-migsniowe,
pozbawione odpowiedniej stymulacji, zaczynaja ulega¢ dezintegracji. Stosujac radykalny
wariant uszkodzenia rdzenia krggowego, ktore polegato na wycigciu fragmentu rdzenia
i przecieciu korzonkoéw grzbietowych, a wigc w warunkach, w ktorych usunig¢to rowniez
wejscia obwodowe do rdzenia, zaobserwowano masowy rozpad zlgczy nerwowo-
migsniowych. Dotykat on szczegdlnie NMJ w migsniu TA dwa tygodnie po urazie (Burns i in.,
2007). W innym zginaczu operujagcym w obrebie tego samego stawu, migéniu prostowniku
dlugim palcow (EDL), opisano rowniez utrate receptora nikotynowego acetylocholiny
(nAChR) w NMJ (Burns i in., 2007). Zaréwno u pacjentoéw w fazie podostrej jak i chroniczne;j
po uszkodzeniu badania elektrofizjologiczne przeprowadzone na migsniu TA udowodnity
istotne zmniejszenie liczby jednostek motorycznych w poréwnaniu do wartosci kontrolnych
(Xiong i in., 2008). Jedna z przyczyn opisanego rozpadu zlaczy moze by¢ wzrost aktywnosci
migéniowych zewnatrzkomorkowych enzymow proteolitycznych, ktore moga powodowaé

degradacj¢ sktadnikow strefy btony podstawnej. W modelu aksotomii, po dwdch dniach od
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uszkodzenia Festoff i wspotpracownicy zaobserwowali wzrost poziomu biatka aktywatora
plazminogenu (PA) utrzymujacy si¢ przez co najmniej 7 dni (Festoff'i in., 1986).

W ostrej fazie po denerwacji szczego6lng aktywnos¢ w zlaczu nerwowo-mig¢sniowym
wykazuja terminalne komorki Schwanna. Poczawszy od trzeciego dnia po uszkodzeniu nerwu,
tSC wypuszczajg wypustki cytoplazmatyczne, ktore stuzg jako swojego rodzaju ,,mosty” dla
wzrostu aksonu (Kang i in., 2014; Love & Thompson, 1998). tSC nabywaja takze, niezbedna
do pomyslnej regeneracji nerwu, aktywno$¢ fagocytarng. Usuwaja szczatki ostonki
mielinowej, przyciagaja rowniez makrofagi do miejsca urazu aby wspomoc ten proces
(Duregotti i in., 2015). Po denerwacji za pomoca a-latroksyny, tSC byty aktywowane przez
trzy czasteczki sygnalne pochodzenia mitochondrialnego: nadtlenek wodoru, cytochrom c
i DNA mitochondrialne, poprzez $ciezke MAPK. Inaktywacja nadtlenku wodoru opo6zniata
regeneracje NMJ po denerwacji (Duregotti i in., 2015). Mitochondria wystepuja obficie
w zlgczu nerwowo-migsniowym, a po urazie lub uszkodzeniu migsni wywotanym toksyna,
uwalniajg one DNA mitochondrialne (mtDNA) oraz cytochrom c przyczyniajagc si¢ do
systemowych lub lokalnych odpowiedzi zapalnych (Duregotti i in., 2015; Zhang 1 in., 2010;
Zornetta i in., 2012).

Wspomniane badania koncentruja si¢ na reakcji komorek Schwanna na uszkodzenia nerwu,
brakuje danych na temat zachowania tSC w sytuacji uszkodzenia rdzenia krggowego. W tym
przypadku akson pozostaje nienaruszony, a jedynie motoneuron doswiadcza pewnego stopnia
atrofii. W $wietle opisanych badan, istnieje uzasadnione przypuszczenie, ze terminalne
komorki Schwanna moga odgrywac znaczacg rolg rowniez w tym modelu.

Zmiany w ultrastrukturze wiokien migsniowych po urazie rdzenia krggowego zostaty
opisane u ludzi w badaniu z uzyciem transmisyjnej mikroskopii elektronowej w przewlekle
porazonym migsniu uda, mi¢$niu obszernym bocznym (vastus lateralis) (Kern i in., 2008).
Opisano takze ultrastrukturalne i molekularne zmiany w miofibrylach wynikajace
z chronicznego braku aktywno$ci migsni (Salanova 1 in., 2014). Wspomniane do$wiadczenia
ujawnily zmiany w migsniach, ktére pojawiajg si¢ w przewleklej fazie urazu rdzenia
kregowego. Mianowicie, (1) sarkomery byly §rednio o 20 nanometrow wezsze w przewlekle
porazonym migséniu, (2) profile wtokien w normalnym mig¢s$niu byly oddzielone minimalng
iloscig tkanki $roédmiazszowej, z wysoko uporzadkowang organizacjag wewnetrzng, podczas
gdy u 0s6b z urazem rdzenia przestrzen $rédmigzszowa miedzy widknami byta powiekszona,
(3) s$rednica wiokien byta bardziej zmienna niz w normalnym mig$niu, niektore widkna
cechowata niezwykle duza lub bardzo mata $rednica, (4) mitochondria stracily swoje

specyficzne umiejscowienie obok linii Z i koncentrowaty si¢ glownie w skupiskach tuz pod
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sarkolemmg. W ostrej fazie urazu badanie ultrastrukturalne ujawnito proliferacje siateczki
sarkoplazmatycznej, narastajgce nagromadzenie lipidow, wldknienie srodmigzszowe i zmiany
mikrokrazenia (Scelsi 1 in., 1982). Pdzniejsze badania wykazaly transformacje mig$ni
z wolnych, odpornych na zmegczenie, do szybkich, meczliwych migsni u ludzi (Gerrits 1 in.,

1999) i szczurow (Talmadge i1 in., 2002) w przewlektym okresie po urazie.
1.4 BDNF - aktywnos¢ i wystepowanie w rdzeniu kregowym

Czynnik neurotroficzny pochodzenia mézgowego (BDNF), bedacy drugim po czynniku
wzrostu nerwow (NGF) odkrytym cztonkiem rodziny neurotrofin, zostat po raz pierwszy
wyizolowany przez Barde i wspotpracownikow z mozgu §wini w 1982 roku (Barde i in., 1982).
BDNF charakteryzuje si¢ szerokim wystepowaniem w osrodkowym ukladzie nerwowym,
gdzie wywiera zardwno neurotroficzne, jak ibezposrednie -elektrofizjologiczne efekty
w centralnych strukturach motorycznych, w tym w korze ruchowej, moézdzku, jadrach
podstawnych i rdzeniu kregowym (Gomez-Pinilla 1 in., 2002; Hu i in., 2005; Kobayashi i in.,
1997; Macias 1 in., 2002; Pajenda i in., 2014; Skup 1 in., 2014). W osrodkowych strukturach
motorycznych BDNF zajmuje kluczowe miejsce i jego deficyt prowadzi do powaznych
zaburzen ruchowych. Utrzymuje morfologi¢ i funkcje neuronow, zapobiega zanikowi,
moduluje regeneracj¢ aksonalng i plastyczno$¢, dziatajac poprzez receptor TrkB (Alonso 1 in.,
2004; Koyama i in., 2004; McAllister 1 in., 1995; Oppenheim i in., 1992). BDNF ulegajacy
ekspresji w neuronach ruchowych ma dzialanie proprzezyciowe i proregeneracyjne (Macias
1in., 2007; Nakajima i in., 2007; Pajenda 1 in., 2014; Uchida i in., 2012), podlega rowniez
transportowi wstecznemu, co jest istotne w komunikacji mi¢gdzy mig$niami a motoneuronami
(Mitsumoto & Tsuzaka, 1999). BDNF w organizmach dojrzatych pelni rol¢ modulatora
przekaznictwa nerwowego, zarowno hamulcowego, jak i pobudzajacego, (Crozier i in., 2008;
Lu i in., 2009), poprzez zmiany w ekspresji podjednostek kanalow jonowych i fosforylacje
receptorow (Rose 1 in., 2004; Slack 1 in., 2004). Innym mechanizmem bezposredniej regulacji
neuroprzekaznictwa przez BDNF jest zmiana stanu fosforylacji synapsyny, biatka biorgcego
udzial w transporcie pecherzykdéw synaptycznych. (Boulanger & Poo, 1999; Poo, 2001).
Zmiany w synapsie indukowane neurotrofing BDNF zachodza tak szybko, Ze to dziatanie jest
przyrownywane do klasycznych neuroprzekaznikow.

Istotne z punktu widzenia terapeutycznego jest to, ze aktywno$¢ ruchowa wptywa na
ekspresje, synteze oraz wydzielanie neurotrofiny BDNF. Ekspresja receptora BDNF
o wysokim powinowactwie TrkB rowniez wzrasta po ¢wiczeniu (Macias i in., 2007; Skup 1 in.,

2002).
22



BDNF

PKC 1Ps

\
Adhezja komorkowa A Soat!
Plastycznosé

synaptyczna

Transkrypcja
o\ 0!

Jadro
komérkowe

Rycina 2P. Kaskady sygnalu aktywowane po zwiazaniu si¢ BDNF z receptorem o duzym
powinowactwie TrkB.

Sciezka MAPK/ERK: Gdy reszty tyrozynowe Tyr490 i Tyr515 receptora TrkB zostaja aktywowane,
biatko adaptacyjne Shc wigze si¢ do nich i rekrutuje Grb2 (biatko wigzace receptor czynnika wzrostu
2) oraz kinazg Ras MAPK/ERK. Nastepnie kinaza ta fosforyluje czynnik transkrypcyjny CREB (biatko
wigzace element odpowiedzi na cAMP). Fosforylowany CREB przenika do jadra komoérkowego i wigze
si¢ z promotorami réznych gendw, regulujac w ten sposob transkrypcj¢, promujac przezycie,
r6znicowanie i proliferacj¢ komorek.

Sciezka PI3K/Akt: Kompleks Ras z resztg Tyr515 receptora TrkB aktywuje rowniez $ciezke kinazy
PI3, ktora uruchamia dwie kaskady: §ciezke PI3K/Akt i $ciezke MEK/MAPK. Sciezka PI3K/Akt
rowniez reguluje grupe biatek niezbednych dla ré6znicowania, wzrostu i przezycia komorek.

Sciezka PLCy: Fosforylacja reszty Tyr816 receptora TrkB aktywuje $ciezke PLCy (fosfolipaza Cy),
wytwarzajac DAG (diacyloglicerol) i IP3 (inozytol-1,4,5-trifosforan). Sciezka PLCy/IP3 stymuluje
uwalnianie Ca2+ z ER i aktywuje CaMKII (kinaza bialkowa zalezna od wapnia/kalmoduliny II), ktéra
indukuje fosforylacjc CREB, podczas gdy DAG aktywuje PKC (kinaza biatkowa C). Aktywacja
CaMKII i PKC odgrywa role w promowaniu wzrostu neurytodw, plastyczno$ci synaptycznej i przezycia
neuronéw. Zrédto: (Numakawa i in., 2010), zmodyfikowane.
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Poczatkowo BDNF jest syntetyzowany jako glikozylowany prekursor, proBDNF,
a nastepnie przetwarzany do dojrzalej formy BDNF wewnatrz- (Mowla i1 in., 2001) lub
zewnatrzkomorkowo (Lee 1 in., 2001). Zarowno proBDNF, jak i dojrzata forma BDNF sa
aktywne biologicznie, ale majag odmienne funkcje (Park & Poo, 2013). BDNF oddziatluje
poprzez receptor kinazy tyrozynowej o duzym powinowactwie, TrkB, a gltowne szlaki
sygnalizacyjne zwigzane z aktywacjg tego receptora obejmuja kaskady kinazy biatkowej
aktywowanej mitogenami (MAPK), szlak kinazy fosfatydyloinozytolu 3 (PI3K) oraz szlak
fosfolipazy C-y (PLC v), przedstawione na Rycinie 2P.

ProBDNF wykazuje wysokie powinowactwo do receptora p75 i posredniczy w dziataniach
przeciwstawnych; podczas gdy BDNF/TrkB zwigksza pobudliwo$¢ neurondéw i site synaps,
proBDNF/p75 dziata zmniejszajac pobudliwos¢ oraz indukuje plastycznos¢ neuronoéw (Sasi
iin., 2017), aktywujac szlak kinazy JNK (Anastasia i in., 2013; Kowianski i in., 2018;
Reichardt, 20006), ale tez wywotujac apoptozg neurondéw (Teng i in., 2005) oraz inicjujac
kaskad¢ NF-xB regulujgca rozwdj i nawigacje stozkdw wzrostu oraz przezycie komorek.
W procesie rozwoju organizmu, sygnalizacja przez receptor p7SNTR indukuje wazny proces
naturalnej $mierci komorkowej (Kraemer i in., 2014). Receptory TrkB i p75 wystepuja na
cialach neuronow oraz dendrytach (Bronfman & Fainzilber, 2004) w tym receptor TrkB zostat

opisany na btonach pre- i postsynaptycznych oraz wewnatrzkomorkowo (Gomes i in., 20006).

1.5 BDNF - aktywnos¢ i wystepowanie w ztaczach nerwowo-
mi¢sniowych i mieSniach

BDNF ulega ekspresji w migsniach szkieletowych zarowno w trakcie rozwoju, kiedy
wplywa na ograniczenie eliminacji synaps w rozwoju postnatalnym (Je i in., 2013), jak
i u dorostych osobnikow, u ktorych sygnalizacja BDNF/TrkB jest niezbedna dla zachowania
stabilnos$ci zlacza nerwowo-migsniowego (NMJ) i prawidlowego neuroprzekaznictwa (Ahuja
1in., 2022; Delezie i in., 2019; Hurtado 1 in., 2017; Mantilla i in., 2014; Santafé i in., 2014).

Po zwiazaniu z receptorem TrkB, BDNF aktywuje $ciezke kinazy biatkowej C i wplywa na
uwalnianie ACh ulatwiajac fuzje pecherzykow synaptycznych poprzez fosforylacje biatek
Munc-18-11 SNAP-25 (Hurtado 1 in., 2017; Obis i in., 2015; Simd i in., 2018). Z drugiej strony,
aktywacja receptora TrkB jest kontrolowana przez presynaptyczne receptory muskarynowe
acetylocholiny (mAChR) (Garcia, Tomas, Santafé, i in., 2010; Lohof'i in., 1993), co wskazuje
na $ciste powigzanie sygnalizacji cholinergicznej i BDNF w zlaczu nerwowo-mig¢§niowym.

Po zwigzaniu z receptorem p75 proBDNF moduluje w zlagczu dostgpnosé
neuroprzekaznikow i wpltywa na organizacj¢ zlacza nerwowo-mig$niowego w dojrzatym
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uktadzie nerwowym (Garcia, Tomas, Santafe, 1 in., 2010; Pérez i in., 2019). Stwierdzono, ze
brak receptora p75 skutkuje znacznym zmniejszeniem liczby pecherzykow synaptycznych
i stref aktywnych, a takze zmniejszonym stopniem pofaldowania blony postsynaptycznej
(Pérez1iin., 2019).

BDNF jest wydzielany w mig$niu w sposob zalezny od aktywnosci. Ten efekt obserwowano
po treningu ruchowym i elektrostymulacji (Gajewska-Wozniak i in., 2013; Gomez-Pinilla i in.,
2002; Hurtado 1 in., 2017; Just-Borras i in., 2021; Macias 1 in., 2009; Matthews 1 in., 2009).
Podwyzszong ekspresjc¢ BDNF w migéniu opisano réwniez przy uszkodzeniu tkanki.
W szczurzym modelu cukrzycy ekspresja BDNF korelowata z wysokim poziomem kreatyny
w osoczu. Autorzy wnioskuja, ze to uszkodzenia mi¢sniowe obserwowane u tych zwierzat byty
gtéwnym czynnikiem indukujacym ekspresje (Copray i in., 2000). Wysoka ekspresja BDNF
przyczynia si¢ do regeneracji mies$ni szkieletowych poprzez aktywacje komoérek miogennych,

tzw. komorek satelitarnych migsnia (Clow & Jasmin, 2010; Lian i in., 1998; Liu i in., 2015).
1.6 Wykorzystanie BDNF w terapii uszkodzonego rdzenia kregowego

Odkrycia dotyczace roli BDNF w modulacji plastyczno$ci synaptycznej i wplywu na biatka
zwigzane z neuroprzekaznictwem sktonity naukowcow do proéb wykorzystania tego czynnika
jako srodka wspomagajacego w terapii uszkodzen rdzenia krggowego. Zarowno stymulowanie
uwalniania BDNF, jak i zastosowanie egzogennego BDNF, przyczyniato si¢ do poprawy
funkcji lokomotorycznych po urazie (Gomez-Pinilla i in., 2001; Gémez-Pinilla i1 in., 2002;
Sharma, 2007; Ye & Houle, 1997; Zhou i in., 2008). W jednym z nowszych badan
udowodniono rowniez pozytywny wpltyw podania dooponowego BDNF u szczuréw po
hemisekeji na poziomie szyjnym C2, na aktywno$¢ elektromiograficzna migsni przepony
(Sieck i1in., 2021).

Nasza grupa oraz grupa Lorne Mendella wykazaty, ze po przecigciu rdzenia kregowego,
szczury ktorym podano dordzeniowo AAV-BDNF wykonywaly naprzemienne ruchy
lokomotoryczne z podparciem ci¢zaru ciala i umieszczaniem stopy na powierzchni
podeszwowej, czego nie potrafity szczury ktorym podano bufor PBS (Ziemlinska i in., 2014).
Te pozytywne efekty zwigkszonej ekspresji BDNF staty si¢ widoczne w drugim tygodniu po
SCT i utrzymywaty si¢ przynajmniej przez 7 tygodni. Okres najlepszej poprawy funkcjonalne;j
przypadat na trzeci tydzien po uszkodzeniu i podaniu wektora. W pdzniejszych czasach po
uszkodzeniu pojawiaty si¢ objawy nadmiernej stymulacji sieci, w postaci drgawek
i spastyczno$ci. Zrodzito to pytania o mechanizmy poprawy oraz przyczyn¢ obserwowanej

nadpobudliwosci, sktaniajace do dalszych badan.
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1.7  Wirusy AAV jako nos$niki genow w terapii genowej

AAV (ang. Adeno-Associated Virus, wirus zalezny od adenowiruséw) to bezpieczny wektor
wirusowy wykorzystywany w terapiach genowych. Czasteczki AAV sg modyfikowane, tak aby
zastapic i uzupelni¢ geny wirusa genami terapeutycznymi. Jedng z ich gtéwnych zalet jest niska
immunogennos$¢. To sprawia, ze s one bezpieczniejsze i lepiej tolerowane w poroéwnaniu
zinnymi wektorami wirusowymi. Dodatkowo, wektory AAV charakteryzuja si¢
defektywnoscig replikacji, co oznacza, ze nie mogg si¢ replikowaé bez pomocy innego wirusa.
Dzigki temu ryzyko niekontrolowanego rozprzestrzeniania si¢ jest minimalne. Jedna
z najbardziej znaczacych cech wektorow AAV jest rowniez ich zdolnos¢ do infekowania wielu
typow komorek roznych gatunkéw zwierzat, co czyni je uniwersalnymi narzedziami do
roznorodnych zastosowan w badaniach i terapii. Mozliwo$¢ infekowania zarowno komorek
proliferujacych, jak i nieproliferujgcych, oraz mozliwos¢ zastosowania promotora ktory
pozwala na ekspresje tylko w wybranym typie komorek, rozszerza zakres ich uzytecznosci.
Stabilna ekspresja przenoszonych genow, utrzymujaca si¢ przez dtugi czas, nawet lata, stanowi
zalete, ktora umozliwia dlugotrwate efekty terapeutyczne po jednorazowej aplikacji. Fakt, ze
ekspresja genow moze utrzymywac si¢ przez lata, jest szczegOlnie wazny w kontekscie
leczenia przewleklych choréb. Wysokie miano uzyskiwanych preparatéw wirusowych
(dochodzace do 10'? czgstek na mililitr) i ich stabilno$é, sa kolejnymi atutami. Wektory AAV
posiadajg jedno istotne ograniczenie: stosunkowo matg pojemnos¢ DNA (4-4,5kpz), co nalezy
uwzgledni¢ w poczatkowej fazie projektowania.

AAV jest jednym z najczesciej uzywanych nosnikow genéw w doswiadczalne;j i klinicznej
terapii genowej. Znanym przyktadem jest lek Zolgensma, jednorazowa terapia genowa
stosowana w rdzeniowym zaniku migéni, ktora wykorzystuje wektory AAV do dostarczenia
funkcjonalnych ludzkich genow SMN1 pacjentom poprzez pojedyncza infuzje dozylng.

Wirus zalezny od adenowirusow (AAV) jest wysoce skuteczny w transferze genu BDNF, co
sprawia ze jego aplikacja powoduje znaczacy wzrost poziomu BDNF w tkance (Boyce i in.,

2012; Jiiin., 2022; Nakajima i in., 2007; Uchida i in., 2012; Ziemlinska i in., 2014).
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2. ZALOZENIA I CELE PRACY

Rdzeniowa nadekspresja BDNF u dorostych szczurow, poddanych catkowitemu przecieciu
rdzenia krggowego na poziomie dolnym piersiowym i iniekcji wektora w tym samym zabiegu,
prowadzi do wczesnej poprawy ich zdolnosci lokomotorycznych. Ten efekt behawioralny
sugeruje, ze zwigkszenie zasobno$ci rdzenia w BDNF nie tylko pobudza aktywnos$¢ i zmiany
plastyczne w sieci neuronalnej w rdzeniu, ale tez wspomaga utrzymanie funkcjonalnosci
synaps nerwowo-mig¢$niowych, niezbadanych dotagd w tym modelu.

Na podstawie nielicznych danych literaturowych wiadomo, ze szczury transgenizowane BDNF
osiggaja maksimum poprawy w trzecim tygodniu po operacji i ze dtugotrwata nadekspresja
BDNF prowadzi do nadmiernego pobudzenia sieci i pogorszenia lokomocji (Ziemlinska i in.,
2014). Taki przebieg zmian byt przestanka do podjecia badan nad komoérkowymi
i molekularnymi mechanizmami dziatania terapeutycznego BDNF w okresie najwickszej
poprawy funkcji. W badaniach (Grycz i in., 2019; Skup 1 in., 2012) odkryto, ze obwody
rdzeniowego unerwienia mi¢$ni zginaczy i prostownikow konczyn tylnych u szczura, ktore sa
odpowiedzialne za ruch w stawie skokowym, charakteryzuje rézna wrazliwo$¢ w przypadku
urazu rdzenia kregowego. W $swietle tych danych przyjeto zatozenia, ze nadekspresja BDNF
w rdzeniu kregowym:

1. doprowadzi w pierwszych dwoch tygodniach od urazu do zmiany receptywnosci

motoneuronow
2. zwigkszy aktywno$¢ neuroprzekaznikowg motoneuronow

3. wplynie protekcyjnie na stan ztgczy nerwowo-mig¢sniowych

Zatozono rowniez, ze receptywno$¢ MN zginaczy i prostownikéw na BDNF moze by¢ rozna,
a jesli tak, zréznicowanie efektu dziatania BDNF moze by¢ inne w kazdym z unerwianych
przez nie migsni.

Gléwne cele niniejszej pracy to:

(1) potwierdzenie terapeutycznego dzialania AAV-BDNF w zakresie poprawy
lokomotorycznej po calkowitym przecie¢ciu rdzenia;

(2) zbadanie zakresu transgenizacji i zdolnos$ci sieci przetrwalych ponizej miejsca
uszkodzenia do odpowiedzi na BDNF w czasie 2 tygodni po uszkodzeniu,
z uwzglednieniem motoneurondéw miesni réznych funkcjonalnie: zginacza (TA)
i prostownika (Sol) stawu skokowego;

(3) zbadanie zmian w strukturze i ultrastrukturze zlaczy nerwowo-mi¢sniowych
TA i Sol

(4) préba wgladu w mechanizm dzialania rekombinowanego BDNF i dyskusja jego
uzytecznosci w zastosowaniu klinicznym.
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3. MATERIALY I METODY

3.1 Podstawowe odczynniki, roztwory, zestawy odczynnikow,

materialy i aparatura

Tabela 1M. Substancje chemiczne

Odczynnik Producent

Kwasy: HCI POCH, Gliwice, Polska

Zasady: NaOH POCH, Gliwice, Polska

Sole nieorganiczne: NaH,PO4 x H20, Na,HPO4, POCH, Gliwice, Polska

NaHCO3, NaCl, KCl, MgCl,,

Rozpuszczalniki organiczne: etanol, heptan POCH, Gliwice, Polska

Sacharoza POCH, Gliwice, Polska

Glicerol Carl Roth, Karlsruhe, Niemcy

30% H20, Fluka, Steinheim, Niemcy

DAB Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Akrylamid, bis-akrylamid Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
-merkaptoetanol Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Nadsiarczan amonu (APS) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina (TEMED) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Thimerosal (Thiomersal) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Tris-base SERVA, Heidelberg, Niemcy
Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Etanol Hempur, Piekary Slaskie, Polska
Mowiol 4-88 Fluka, Steinheim, Niemcy
Dodecylosiarczan sodu (SDS) SERVA, Heidelberg, Niemcy

Tween 20 MP Biomedicals, LLC, Santa Ana, CA USA
Dietylopiroweglan (DEPC) Carl Roth, Karlsruhe, Niemcy
Triton X-100 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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Tabela 2M. Roztwory
Roztwor

PB - 0,2M bufor fosforanowy, pH 7,4

PBS — roztwor soli fizjologicznej w buforze fosforanowym

PBST — roztwor soli fizjologicznej w PB

z dodatkiem detergentu Triton X-100

Bufor do perfuzji

4% roztwor PFA do perfuzji naczyniowej i do utrwalania (postfix)
wypreparowanych tkanek

30% roztwor sacharozy

5% roztwor koziej surowicy do blokowania nieswoistych
epitopow w tkance

1% roztwor koziej surowicy do rozcienczania przeciwciat
pierwszorzedowych

5% roztwor oslej surowicy do blokowania nieswoistych epitopow
w tkance

1% roztwor oflej surowicy do rozcienczania przeciwcial
pierwszorzedowych

0,3% roztwor H202 do blokowania endogennych peroksydaz

0,05% roztwor 3,3’-diaminabenzydyny (DAB)

0,01% roztwér H202 do wywotywania reakcji
immunohistochemicznej na obecno$¢ antygenow tkankowych

Roztwor barwnika Hoechst do wykrywania kwasow
nukleinowych
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Sktad

(A) 0,2M NaH2PO4 x 2H20
(B) 0,2M Na2HPO4

10mM PB pH 7,4
150mM NaCl

PBS pH 7,4
0,2% Triton X-100

0,2M PB pH 7,4
140mM NaCl
4,8mM KCl
6mM NaHCO3

8% Paraformaldehyd w dH20
0,2M PB pH 7,4
potaczone 1:1 (v/v)

Sacharoza in substantia

0,IMPBpH 7,4

100% NGS
0,01M PBST pH 7,4

100% NGS
0,01M PBST pH 7,4

100% NDS
0,01M PBST pH 7,4

100% NDS
0,01M PBST pH 7,4

30% H202
0,01M PBS pH 7,4

DAB w dH20

30% H202 w 0,01M PBS pH 7,4

200uM bisbenzimide H 33258 w dH20



Roztwor Mowiolu do zatapiania skrawkéw tkankowych

na szkietku mikroskopowym

Roztwor Antifreeze do przechowywania skrawkow tkankowych

w temp. -20°C

Mowiol 4-88 (alkohol poliwinylowy)

99,5% Glicerol

98% 1,4-diazabicylo-2,2,2-octan
(DABCO)

0,2M Tris pH 8,5

50 g sucrose

100 ml glycerol
42 ml 0.2M PB
125 ml H20

Tabela 3M. Gotowe zestawy odczynnikow

Odczynnik

ZR RNA MiniPrep™

Transcriptor First Strand
c¢DNA Synthesis Kit

LightCycler® 480 Probe
Master

Universal Probe Library
Rat GAPD Gene Assay

RNAScope Multiplex
Fluorescent Kit

Opal 6-Plex Manual
Detection Kit
(fluorochromy)

Protein Ladder
Biotinylated + Anti-
Biotin HRP Linked Ab
Kit

ECL™ Western Blotting
Detection Reagents

Numer
katalogowy

R1055

04896866001

04887301001

05046220001

323100

NEL811001KT

7727

12316992

Zastosowanie

izolowanie catkowitego
RNA

synteza
komplementarnego DNA
(cDNA) na matrycy
catkowitego RNA

Ilosciowa tancuchowa
reakcja polimerazy
(QPCR)

gen referencyjny w
ilosciowej tancuchowe;j
reakcji polimerazy
(qPCR)

hybrydyzacja in situ

hybrydyzacja in situ
potaczona z
wykrywaniem
immunofluorescencyjnym
biatek

Identyfikowanie m.cz.
biatek rozdzielonych
elektroforetycznie, po ich
transferze na btong
metodg WB (1:1000)

Detekcja biatek w
do$wiadczeniu WB
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Producent

Zymo Research Corporation,
Irvine, CA, USA

Roche Applied Science,
Indianapolis, IN, USA

Roche Applied Science,
Indianapolis, IN, USA

Roche Applied Science,
Indianapolis, IN, USA

ACD Bio, USA

Akoya Biosciences, USA

Cell Signaling, USA

GE Healthcare UK Ltd, Little
Chalfont, Wielka Brytania



Tabela 4M. Materiaty

Materiat Zastosowanie

Bibuta chromatograficzna
Whatman 17 CHR

Bibuta filtracyjna No. 42

Btona PVDF (difluorek
poliwinylidenu) — 0,2 um

Jung Tissue-freezing Medium

Klisze fotograficzne - Fuji

Medical X-Ray Film w metodzie WB

Ptytki 96-dotkowe

Szkietka mikroskopowe
podstawowe i nakrywkowe
mikroskopowych

Tabela 5M. Aparatura badawcza i drobny sprzet

Nazwa

Aparat do elektroforezy pionowej Mini-Protean III

Spektrofotometr BioPhotometer Typ 6131

Homogenizator ULTRA -TURRAX T8

Homogenizator Polytron PT 1200E
Lampa $wiattowodowa KL 1500 LCD

Termocykler LightCycler® 96

Piec do hybrydyzacji HybEz Oven

Pompa perfuzyjna

Mikrotasak Mcllwaina do tkanek
Termocykler GeneAmp PCR System 2400

Transiluminator UV Ingenious

transfer biatek metoda WB

filtrowanie roztworow

transfer biatek metoda WB

klej do mrozenia tkanek

detekcja biatek w btonie PVDF

reakcja real-time PCR
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Producent

Whatman International Ltd.,
Maidstone, Wielka Brytania

Carl Roth, Karlsruhe, Niemcy

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Niemcy

FujiFilm Europe GmbH,
Diisseldorf, Niemcy

Roche Applied Science,
Penzberg, Niemcy

Do umieszczania i przykrywania
preparatow tkankowych w celu obserwacji

Menzel-Glaser, Niemcy

Producent

BioRad, Hercules, CA, USA

Eppendorf, Hamburg, Niemcy

IKA-Werke GmbH i Co. KG, Staufen, Niemcy
Kinematica AG, Luzern, Szwajcaria

Carl Zeiss Microlmaging LLC, Thornwood, NJ,
USA

Roche Applied Science, Penzberg, Niemcy
ACD Bio, USA.

IKA Werke GmbH i Co. KG, Staufen, Niemcy
Ted Pella, Inc., Redding, USA

Perkin Elmer, Waltham, MA, USA

Syngene, Cambridge, Wielka Brytania



Wiréowka 5430 R

pehametr 430

Vortex-Genie 2

Waga analityczna AB204-S

Bieznia

Kamera video NV-GS400
Autoklaw 2100

Wytrzasarka Heidolph Rotamax 120
Kriostat Leica CM 1850

Narzedzia chirurgiczne

Mikroskop chirurgiczny Nikon SMZ 1000

Mikroskop fluorescencyjny Nikon Eclipse 80i
Kamera cyfrowa CCD Evolution VF

Mikroskop konfokalny Zeiss LSM780

Mikroskop konfokalny Zeiss LSM800 Airyscan
Mikroskop konfokalny Leica Sp8

Transmisyjny mikroskop elektronowy JEM 1200EX
Ultramikrotom EM UC7

Pompa strzykawkowa WPI SP101i

Zestaw do badania progu czucia bolu wg.

Sammesa i von Freya

3.2 Metody in vitro

3.2.1 Hodowla komorkowa

Eppendorf, Hamburg, Niemcy

Corning Incorporated, New York, NY, USA
Scientific Industries Inc, New York, NY, USA
Mettler-Toledo GmbH, Columbus, OH, USA
Panlab S.L. Barcelona, Hiszpania

Panasonic Corporation, Kadoma, Osaka, Japan
Prestige Medical Ltd, Blackburn, Wielka Brytania
Heidolph Instruments GmbH, Schwabach, Niemcy
Leica Biosystems GmbH, Wetzlar, Niemcy

WPI Inc., USA

Nikon Corporation, Tokio, Japonia

Media Cybernetics, Inc., Silver Spring, USA

Nikon Corporation, Tokio, Japonia

Media Cybernetics, Inc., Silver Spring, USA
Carl Zeiss AG, Oberkochen, Niemcy

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Niemcy

Leica Microsystems, Wetzlar, Niemcy
JEOL, Tokio, Japonia

Leica Microsystems, Wetzlar, Niemcy

WPI Inc., Sarasota, FL, USA

BiosebLab, Vitrolles, Francja

Pierwotng hodowle neuronéw hipokampa zalozong w celu sprawdzenia syntezy
i wydzielania rekombinowanego BDNF (rBDNF) in vitro uzyskano od dr Matyldy Macias
z Migdzynarodowego Instytutu Biologii Molekularnej i Komoérkowej PAN w Warszawie.
Pierwotne komorki nerwowe wykorzystane do tej hodowli pochodzity z hipokampa

18-dniowych (E18) ptodéw szczurow linii Wistar.
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3.2.2 Zbieranie pozywki wzrostowej i przygotowywanie lizatéw komorek do

doswiadczenia WB

Pozywki wzrostowe zbierane znad hodowli komorek pierwotnych hipokampa gotowano
przez Smin w temp. 98°C w pigciokrotnie stgzonym roztworze obcigzajacym do probek z SDS
i rozdzielano elektroforetycznie w celu identyfikacji rozdzielonych biatek.

Lizaty komérkowe przygotowywano w nastgpujacy sposob:

1. Po zebraniu pozywki wzrostowej znad hodowli prowadzonej w szesciojamkowych ptytkach
hodowlanych, powierzchni¢ komorek delikatnie przemywano PBS.

2. Do jamki wkraplano roztwor do homogenizacji w objetosci 25 ul/jamke ptytki 24-jamkowej
i 100 pl/jamke ptytki 6-jamkowej. Osad komorek, o zelowej konsystencji, zbierano okreznymi
ruchami i1 przenoszono pipetg do proboéwek o pojemnosci 2 ml. Probowki z osadami
komorkowymi schtadzano w lodzie.

3. W celu rozbicia kwaséw nukleinowych zawiesing poddawano sonikacji przez 15 sek.
(amplituda 40%).

4. Zawiesing wirowano (30 min, 11 600 x g, 4°C) i zbierano nadsgcz, ktory nastepnie
zamrazano w temp. -20°C. Pomiar st¢zenia bialka catkowitego w nadsgczu wykonywano

testem BCA (Pierce), zgodnie z instrukcjg producenta.
3.3 Zwierzeta doswiadczalne

Badania przeprowadzono na 50 doroslych samcach szczurow szczepu Wistar,
o poczatkowej masie ciata 250-330g. Zwierzgta pochodzily z hodowli w Centrum Medycyny
Doswiadczalnej Akademii Medycznej w Bialymstoku oraz z hodowli zwierzgtarni Instytutu
Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN. Szczury byly hodowane w standardowych
klatkach, w pomieszczeniach o statej temperaturze i wilgotnosci, z zachowaniem naturalnego
cyklu dobowego (12h w $wietle, 12h w ciemnosci). Zwierzeta miaty nieograniczony dostep do
wody i suchej karmy. Do terminu operacji, w kazdej klatce przebywaly po dwa osobniki; po
operacji przebywaty w klatkach pojedynczo. Procedury postepowania ze zwierzetami
w eksperymencie byly zgodnie z wytycznymi Dyrektyw z dnia 24 listopada 1986
(86/609/EWG), z dnia 22 wrze$nia 2010 (2010/63/UE) oraz polskiej Ustawy o Ochronie
Zwierzat (2017) dotyczacej ochrony zwierzat uzywanych do celéw naukowych. Procedury
zostaly zatwierdzone przez Pierwsza Lokalng Komisj¢ Etyczng w Warszawie (511/2013 z dnia

14 listopada 2013, 523/2018 z dnia 20 marca 2018, 950/2019 z dnia 21 stycznia 2020).
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3.3.1 Grupy doswiadczalne

Aby zrealizowac cele badawcze zwigzane z identyfikacjg in situ bialek i transkryptow
w skrawkach rdzenia kr¢gowego i migs$ni oraz z oceng ekspresji gendw w probkach z tych
narzadoéw zwierzeta podzielono na siedem grup, ktore przedstawiono w Tabeli 6M. Szczury

poddano procedurom zilustrowanym na Ryc. 1M na osi czasu.

Tabela 6M. Grupy doswiadczalne

calkowite przeciecie rdzenia kregowego (SCT)
kontrole
Celbiin e naIl(vIZIne z iniekcja PBS | z iniekcja wektora z iniekcja wektora
(L, (SCT-PBS) AAV-EGFP AAV-BDNF
(SCT-EGFP) (SCT-BDNF)
Badania morfologii komoérek
i synaps, lokalizacji i poziomu
komoérkowego i subkomorkowego 10 7 4 7
bialek (histo — i immunohisto-
chemicznie, mikroskopia
konfokalna i elektronowa)
Badania ekspresji genéw
i komorkowej wspotlokalizacji 9 - 6
mRNA/biatko (RT-PCR, RNA )
scope)
{7\ AAv-BDNF
. lub PBS
. B,
- N e
catkowite
iniekcja barwnika przecigcie rdzenia
oswajanie
| i° .t oswajanie z bieznia ocena funkcji lokomotorycznych
A OEEN@EEN@EEN@EN N N =N
-14 -7 0 5 8 11 13 14 15 16 17

dni

Rycina 1M. Schemat procedur, ktorym poddawano zwierzeta.

Dwa tygodnie przed operacja calkowitego przeciecia rdzenia zwierzgtom podawano domig$niowo
barwniki (ang. tracers) fluorescencyjne w celu wyznakowania pul unerwiajacych je motoneuronow.
Lokomocja byta oceniania od piatego dnia po operacji co trzy dni, a od 13 dnia, w grupie AAV-BDNF
byta oceniania codziennie, w celu okreslenia momentu najlepszej poprawy. Przed operacjg oraz w 5.,
10.1 15. dniu po operacji testowano progi bélowe w konczynach tylnych u zwierzat z grup SCT-PBS
1 SCT-BDNF (nie uwzgledniono na rycinie).

34



3.3.2 Procedura oswajania zwierzat

Zanim przystagpiono do doswiadczen, zwierzeta oswajano (ang. handling)
z eksperymentatorem 1 otoczeniem przez 5 dni. W zwigzku z tym, Ze jednym z celow
eksperymentu byla ocena sprawnos$ci ruchowej zwierzat, przed przystapieniem do
doswiadczen szczury przyzwyczajano rowniez do bieznika (3-5 dni), na ktéorym nastepnie

oceniano ich lokomocje. Jako wzmocnienie motywacyjne stosowano chrupki kukurydziane.
3.4  Zabiegi chirurgiczne
3.4.1 Domie¢$niowe iniekcje barwnikow

Dwa tygodnie przed przeprowadzeniem operacji przecigcia rdzenia kregowego, grupy
szczurdw przeznaczone do badan histochemicznych i oceny morfologii komoérek otrzymywaty
domigsniowe iniekcje barwnikow fluorescencyjnych, ktére umozliwity zidentyfikowanie

wybranych grup motoneuronéw (MN) (Tab. 7M).

Tabela 7M. Barwniki fluorescencyjne uzyte do wyznakowania motoneuronow

Migsien Nazwa znacznika Nr kat. Stezenie Producent
Tibialis Podjednostka B toksyny | C34775 0,01% w buforze Molecular Probes,
anterior cholery sprzgzona z PBS Eugene, OR, USA
fluorochromem Alexa
Fluor 488
Soleus Fast Blue 74749-42-1 2% roztwor wodny GenoSynth GmbH,

Berlin Niemcy

Zwierzeta umieszczano w pudetku z narkozg wziewng (izofluran w mieszaninie
z tlenem, Tab. 8M), a po ich uspieniu, w aparacie stereotaktycznym dozujacym narkoze
wziewng. Szczury otrzymywaly podskornie $rodek us$mierzajacy bol (premedykacja
Butomidorem, Tab. 8M). Po ogoleniu, zdezynfekowaniu i przecigciu skory pokrywajacej
wybrane mig$nie konczyny tylnej, nacinano migsien dwugltowy uda (Biceps femoris),
odstaniajac lezace glebiej migsnie: migsien piszczelowy przedni (Tibialis anterior, TA; zginacz
stawu skokowego), i migsien plaszczkowaty (Soleus; Sol; prostownik tego stawu). Do TA
wstrzykiwano 0,1% roztwor w PBS toksyny cholery sprzezonej z barwnikiem Alexa Fluor 488
(Tab. 7M) w objetosci 20 pl. Do Sol wstrzykiwano 1% roztwor wodny Fast Blue (Tab. 7M)
w objetosci 5 ul. Iniekcje przeprowadzano za pomoca mikrostrzykawki Hamilton
z zamocowang igla o rozmiarze 22G. Po wprowadzeniu barwnika, igle pozostawiano

W migsniu przez co najmniej 3 minuty, aby uniknag¢ wycieku barwnika, po czym powoli ja
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usuwano. Miejsce iniekcji plukano cieptym roztworem NaCl 0,9%, a migsien dwugltowy uda

i skore zszywano warstwami.

Tabela 8M. Uzyte leki

Nazwa
handlowa

Vetbutal

Heparyna

AErrane

Butomidor

Xylocaine® 2%

Tolfedine® 4%

Baytril 2,5%

Sul-Tridin 24%

Vetaflunix

Producent

Biowet Putawy
Polska

WZF, Polfa S. A.,
Polska
Baxter Polska

Sp. z 0.0.

Richter Pharma AG,
Wels, Austria

AstraZeneca AB,
Szwecja

Vetoquino, Lure
Cedex, Francja

Bayer Animal Health
GmbH, Leverkusen
Niemcy

ScanVet Sp. z 0.0.,

Gniezno, Polska

VET-AGRO
Sp. z 0. 0., Lublin,
Polska

Dawka

80 mg/kg mc.

0,1 ml

3-4% obj., indukcja
znieczulenia

1,5-3,5% obyj.
znieczulenie
podtrzymujace

3,3 mg/kg mc.

0,4 ml

3 mg/kg mc.

5 mg/kg mc.

30 mg/kg mc.

2,5 mg/kg mc.
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Substancja aktywna/
zastosowanie/podanie

pentobarbital sodu 50 mg/ml
/usypianie terminalne /dootrzewnowo

heparyna /substancja
przeciwskrzeplinowa / dosercowo

izofluran /znieczulenie podczas
operacji /wziewnie

winian butorfanolu 10 mg/ml /
indukcja neuroleptoanalgezji oraz
indukcja znieczulenia ogdlnego /
dootrzewnowo

chlorowodorek lidokainy / lek
miejscowo znieczulajgcy / naoponowo

kwas tolfenamowy / niesterydowy lek
przeciwzapalny, przeciwbdlowy,
przeciwgoraczkowy / podskornie

enrofloksacyna / antybiotyk /
podskornie

sulfadiazyna / antybiotyk / podskornie

Fluniksyna w postaci fluniksyny z
megluming / lek przeciwzapalny,
przeciwbolowy/ podskdrnie



3.4.2 Calkowite przeci¢cie rdzenia kregowego

Zwierzgta umieszczano w pudetku z narkoza wziewng (izofluran w mieszaninie z tlenem,
Tab. 8M), a nastepnie w aparacie stereotaktycznym dozujacym narkoze wziewng. Po osadzeniu
w aparacie szczury otrzymywaly podskornie S$rodek usmierzajacy bol (premedykacja
Butomidorem, Tab. 8M). Po glebokim u$pieniu zwierzgcia golono siers¢ na grzbiecie
i dezynfekowano skore 70% etanolem. Nacinano skore, odstaniano migsnie grzbietu
i odpreparowywano je od wyrostkow kolczystych kregdw. Na podstawie ksztattu kregow
okreslano odcinek kregostupa. Nastepnie wykonywano laminektomi¢ na poziomie T9/T10
w celu odstonigcia segmentow Th10/Th11 rdzenia krggowego oraz druga laminektomie, na
poziomie T11/T12, w celu odstonigcia segmentow L1/L2 rdzenia krggowego. Do znieczulenia
miejscowego stosowano Xylocaine 2% (kropla naoponowo, Tab. 8M). Nastepnie przecinano
rdzen kregowy nozyczkami chirurgicznymi a szczeling powigkszano pod kontrolag mikroskopu
do okoto Imm, przez wysysanie tkanki za pomoca ssaka o $rednicy 22G, aby zapewnié

calkowite przerwanie cigglosci rdzenia.
3.4.3 Iniekcje dordzeniowe PBS, AAV-eGFP i AAV-BDNF

Bezposrednio po catkowitym przecigciu rdzenia zawiesing czasteczek wektorow
wirusowych AAV-eGFP, AAV-BDNF lub roztwér PBS wprowadzano za pomoca szklanej
kapilary (o 40—-60 pm) do miazszu rdzenia na poziomie L1 (Tab. 9M, Ryc. 2M). Przed iniekcja
przecinano opony twardg i pajeczyndéwke oraz delikatnie nakluwano opone mickka. Iniekcje
wykonywano kolejno do obu potowek lewej i prawej rdzenia. Kapilarg¢ wkluwano pod kontrola
mikroskopu (Nikon SMZ 1000) w celu $ledzenia jej polozenia w trakcie manipulacji,
utrudnionych przez ruchy oddechowe zwierzgcia. Po trzech do pigciu minut od umieszczenia
kapilary w migzszu rdzenia uruchamiano pompg, ktéra dozowata preparat z predkoscia 0,1 pl
na minut¢ [pompa strzykawkowa sp 101i, WPI]. Kazda iniekcja polegata na podaniu 1 pl
zawiesiny zawierajacej 3 x 10® czasteczek wektorow lub 1 pl buforu PBS. W celu ograniczenia
wyplywu ptynow wzdtuz kapilary, jej usuwanie rozpoczynano po 5 minutach od zakonczenia
podawania preparatu. Po upewnieniu si¢, ze nie ma krwawienia z miejsc uszkodzenia i iniekcji,
zszywano migénie oraz powloki podskérne jedwabnymi niémi chirurgicznymi. Skore
zespalano metalowymi klipsami, a miejsce zespolenia przemywano wodg utleniona.
W koncowej fazie operacji podawano zwierzgtom podskornie antybiotyk w stezeniu 5 mg/kg
mec. (Baytril 2,5%, Tab. 8M) oraz niesterydowy lek przeciwzapalny, przeciwbolowy
1 przeciwgoraczkowy (Tolfedine® 4%, Tab. 8M), w stezeniu 3 mg/kg mc. Przed wybudzeniem
zwierzetom podawano podskornie 5 ml soli fizjologiczne;.
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Tabela 9M. Wektory wirusowe

Wektor wirusowy Charakterystyka

AAV1/2 hSyn-BDNF = AAV serotyp hybrydowy 1/2,
zawierajacy plazmid pAAV[hSyn-
BDNF], 3 x 108 TU/ul

AAV serotyp hybrydowy 1/2,
zawierajacy plazmid pAAV[GFP], 3 x
108 TU/ul

AAV1/2 hSyn-GFP

BamHI Agel

Zrodto

Vector Builder, USA

dr Ewelina Ziemlinska i dr Sebastian
Kiigler, Viral Vector Laboratory,

University Medical Center Gottingen
Niemcy

Hindlll

u pro. BDNF

1 c-Myc J

1aa 131aa
forward primer

249aa
&

reverse primer

Smal
Smal|

- o

hSyn promoter
ITR

=~

BDNF
- _Hindll

| o PAAV-hSyn-BDNF

. WPRE
. - 5485 bps
\
I 2000
\ W\ AwP 3
\ 2000 bGHpA
ITR

By f1(+)ORI Nsmal
/ o

Rycina 2M. Schemat plazmidu uzytego do przygotowania wektora AAV1/2 hSyn-BDNF

Plazmid zaprojektowano tak, aby ograniczy¢ ekspresje rekombinowanego BDNF do neuronow.
Sekwencja kodujaca DNA zostata zintegrowana z promotorem genu synapsyny-1 cztowieka (hSyn),
aktywowanym wylacznie w neuronach. Wektor zawieral dodatkowe elementy na 3’-koncu:
(1) sekwencje WPRE (ang. Woodchuck hepatitis virus Post-transcriptional Response Element), ktora
po transkrypcji tworzy trzeciorzedowa strukture, zwickszajaca efektywnos¢ translacji genu docelowego
oraz (2) miejsce poliadenylacji bydlgcego hormonu wzrostu (bGHpA, ang. bovine growth hormon
polyadenylation site). Fragmenty ITR (ang. Inverted Terminal Repeats) sg jedynymi zachowanymi
czgéciami oryginalnego genomu wirusa AAV, niezbednymi do wilasciwego zapakowania kasety
zawierajacej transgen, promotor i sekwencje regulatorowe do kapsydu wektora. Pozostate elementy
(miejsce startu replikacji ORI i gen opornosci na ampicyling AMP), stuza do selektywnej replikacji
w komorkach bakteryjnych. Sekwencja kodujagca BDNF szczura, o identyfikatorze Gene ID: 24225,
pochodzi z klonu MGC:105254, numer dostgpu GenBank: BC087634.1, uzyskanego w ramach
projektu Mammalian Gene Collection (MGC, Narodowy Instytutu Zdrowia, Bethesda, Maryland,
USA).
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3.4.4 Opieka pooperacyjna nad zwierzetami

Po operacji zwierze¢ta umieszczano w osobnych klatkach, aby zapobiec otwarciu rany
pooperacyjnej przez inne zwierzg. Przez kilka dni szczurom podawano podskornie Baytril
i Tolfedine (Tab. 8M). Szczury codziennie pielegnowano i w miar¢ potrzeby oproézniano im

pecherze moczowe, do momentu odzyskania automatyzmu pecherzowego (okoto 5 dni).
3.5 Badania behawioralne

3.5.1 Procedura badania sprawnosci ruchowej zwierzat na ruchomym biezniku z

uzyciem zmodyfikowanej skali BBB

W celu monitorowania poprawy lokomocji w czasie po podaniu PBS, AAV-BDNF lub
AAV-EGF, sprawno$¢ ruchowa zwierzat oceniano na biezniku ruchomym (Ryc. IM) w 5, 8, 11
i 13 dniu po operacji. Po kazdym nagrywaniu na biezniku szczury obserwowano przez 1 min.
w czasie lokomocji swobodnej w otwartym polu i zapisywano spostrzezenia. W grupie
SCT-BDNEF jesli jakos¢ lokomocji wykazywata postepujaca poprawe, kontynuowano badanie
14go dnia i w kolejnych dniach (15, 16 1 17), aby zidentyfikowa¢ dzien ustabilizowania si¢
sprawnosci lub najwigkszej poprawy funkcjonalne;.

Zebrany materiat filmowy poddano analizie z wykorzystaniem zmodyfikowanej skali Basso,
Beattie and Bresnahan (mBBB), opracowanej do oceny lokomocji zwierzat z catkowicie
przecietym rdzeniem kr¢gowym na poziomie dolnych segmentéw piersiowych (Antri i wsp.
2002 i 2003, Tab. 10M). W tej skali 0 punktow oznacza brak ruchu konczyn tylnych, a 22
punkty przypisuje si¢ lokomocji prawidtowe;.

Przed przystagpieniem do badania sprawnosci ruchowej, przednig cze$¢ tutowia i przednie
konczyny szczura opierano na nieruchomej platformie potozonej 1,5 cm nad powierzchnig
bieznika. Tylne konczyny spoczywaly na biezniku. Nastepnie uruchamiano bieznik, ktory
poruszat si¢ z predkoscia 5 cm/s. Eksperymentator zabezpieczal prawidlowa pozycje ciala
zwierzecia na biezniku poprzez przytrzymywanie przedniej czgsci tutowia wraz konczynami
na platformie. Kamera rejestrujaca zachowanie zwierzat umieszczona byla na statywie, w osi
optycznej prostopadtej do boku zwierzecia. Filmowano prawy i lewy profil ciata szczura — po
1,5 - 2 min z kazdej strony, podczas nastgpujacych po sobie sesji. Do filmowania i robienia
zdje¢ uzyto kamery video Panasonic NV-GS400 (25 klatek/s) (Tab. 5M). Filmy
7 zarejestrowanym zachowaniem ruchowym zwierzat analizowalo niezaleznie troje

eksperymentatorow.
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Tabela 10M. Zmodyfikowana skala ocen (mBBB)

Ocena Sktadowa ruchu

Poziom Ruch w stawach Alternacje . Podtrzymanie | Stawianie stop na
, Amplituda .

Punkty konczyn tylnych P-L cigzaru ciata | Podeszwie

Poziom 1

0 brak - - - -

1 stabe drzenie koficzyn - - - -

Poziom 2 (ruchy rytmiczne, stawianie stopy na stronie grzbietowej)

2 obecny brak mata - -
3 obecny brak duza - -
4 obecny sporadyczne | mata - -
5 obecny sporadyczne | duza - -
6 obecny czeste mata - -
7 obecny czeste duza - -
8 obecny stale mata - -
9 obecny state duza - -

Poziom 3 (ruchy naprzemienne o duzej amplitudzie, stawianie stopy na stronie grzbietowej,
sporadyczne podtrzymywanie ci¢zaru ciala)

10 obecny obecne duza sporadyczne | -
Poziom 4 (stawianie stopy na stronie podeszwowej)

11 obecny sporadyczne | duza brak sporadyczne
12 obecny czeste duza brak sporadyczne
13 obecny czeste duza sporadyczne sporadyczne
14 obecny state duza brak sporadyczne
15 obecny state duza sporadyczne sporadyczne
16 obecny czeste duza czeste czeste

17 obecny czeste duza czeste stale

18 obecny czeste duza state czeste

19 obecny czeste duza state stale

20 obecny state duza state sporadyczne
21 obecny state duza state czeste

22 obecny stale duza stale stale

P-L - prawa/lewa; - nieobserwowane; stale - obserwowane w >95% analizowanych cykli chodu; czeste -
obserwowane w 51-95% analizowanych cykli chodu; sporadyczne - obserwowane <51% analizowanych cykli
chodu; podtrzymywanie ciezaru ciala* - skurcz mieg$ni prostownikéw konczyn tylnych stawianych na
podeszwowej czgéci stopy lub uniesienie tylnej czgsci ciata w trakcie lokomocji.
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Ocenie poddano cztery zasadnicze parametry chodu: naprzemienno$¢ ruchéw obu konczyn
(alternacja), zakres/amplituda ruchéw, zdolno$¢ do podtrzymywania ci¢zaru ciala oraz
zdolno$¢ do stawiania konczyn na podeszwowej czesci stop. W opisie wyniku przedstawiono
oceng przeprowadzong na podstawie analizy minuty ruchu kazdego zwierzecia, 2 tygodnie po

operacji przeci¢cia rdzenia.
3.5.2 Badanie progu czucia bélu testem von Freya

Do zmierzenia progu reakcji na bol postuzono si¢ metodg badania odruchu cofnigcia
konczyny wywotanego bodzcem dotykowym. Skalibrowane filamenty von Frey’a pozwalaly
na okreslenie minimalne;j sity, ktéra indukuje cofnigcie tapy jako odpowiedz na bol. Procedura
ta polegata na delikatnym przyktadaniu koncowki filamentu do badanego obszaru stopy
i zwigkszaniu sity nacisku do momentu zgigcia si¢ filamentu. Jesli nie nastepowato wycofanie
konczyny, siegano po kolejny filament, az do uzyskania odruchu i okres§lenia progu
wrazliwosci. Prog wrazliwos$ci na bol mierzono dla strony grzbietowej jak i podeszwowej stopy
(Ryc. 3M). Progi bazowe dla kazdego osobnika ustalano pod koniec fazy przyzwyczajania
zwierzat do obecno$ci eksperymentatora. W trakcie eksperymentu, pomiary progéw

przeprowadzano co pi¢¢ dni, rozpoczynajac od piatego dnia po zabiegu chirurgicznym.

. Sila
B Filament nacisku [g]

1,65 0,008

2,36 0,02

A f—~ 2,44 0,04

2,83 0,07

= 3,22 0,16

® 3,61 0,4

3,84 0,6
4,08 1

4,17 1,4

4,31 2,0

4,56 4,0

4,74 6,0

Rycina 3M. Miejsca badania reakcji szczura na bodziec dotykowy 4.93 8.0
o stopniowanej sile filamentami von Freya na podeszwowej ’ .
i grzbietowej czesci stopy tylnej konczyny szczura (A). 5,07 10,0
Skala nacisku opracowana przez Semmesa i Von Freya (B) jest 5,18 15,0
wykorzystywana do okreslania minimalnej sity nacisku koniecznego do 5.46 26.0
sprowokowania odruchu zgiecia. W badaniu zastosowano bodziec ’ :
dotykowy przyktadany zaréwno do grzbietowej, jak i podeszwowej czesci 5,88 60,0
tapy szczura, przy czym tapa podczas badania byla calkowicie 6,10 100
(w przypadku grzbietu) Iub czesciowo (w przypadku podeszwy) podparta. 6.45 130
Miejsca pomiaréw oznaczono czerwonymi kropkami. 66 00
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3.6 Pozyskiwanie materialu badawczego

Analizy zmian strukturalnych i molekularnych spowodowanych uszkodzeniem rdzenia
kregowego oraz podawaniem AAV-BDNF lub AAV-EGFP przeprowadzano po uptywie
2 tygodni od operacji. W przypadku pooperacyjnych grup kontrolnych (SCT-PBS, SCT-EGFP)
czas ten byt staty i wynosil 14 dni po operacji. W przypadku grupy SCT-BDNF terminacja
eksperymentu nastgpowala w dniu osiggnigcia przez zwierz¢ najwickszej poprawy
funkcjonalnej i zawierata si¢ w dniach 13-17 po operacji. Zwierzeta usypiano poprzez

dootrzewnowe podanie §miertelnej dawki pentobarbitalu sodu (80mg/kg masy ciata).

3.6.1 Pozyskiwanie materialu tkankowego do do§wiadczen

immunohistochemicznych i mikroskopii elektronowej

Po wprowadzeniu zwierzgcia w stan glebokiej narkozy przecinano powloki brzuszne
i klatke piersiowa, po czym podawano dosercowo 0,5 ml roztworu heparyny z ksylokaing (4:1)
aby zapobiec powstawaniu skrzeplin, ktore zatykajac naczynia uposledzaja przeptyw plynow
perfuzyjnych i utrwalenie tkanek. Po kaniulacji serca, przez aort¢ wprowadzano 300 ml 0,01M
roztworu PBS (2.5-3 min.) za pomocg pompy do perfuzji (Tab. 5SM) po czym, w celu utrwalenia
tkanki, zwierze perfundowano 4% roztworem paraformaldehydu (PFA) w 0,IM buforze
fosforanowym (20 min.) w objetosci 250 ml plynu perfuzyjnego. Wypreparowany rdzen
kregowy dotrwalano przez godzing w 4% roztworze PFA. Nastgpnie, w celu krioprotekcji
tkanki, rdzen umieszczano kolejno w roztworach sacharozy o wzrastajacych stezeniach (10%,
20%, 30%) a po wysyceniu tkanki sacharozg przechowywano preparat w 30% roztworze
sacharozy w 4°C. Rdzen cigto na kriostacie, na skrawki poprzeczne o grubosci 25um.
Swobodnie ptywajace skrawki, zawieszone w ptynie zabezpieczajacym przed zamarzaniem
Antifreeze (Tab. 2M) przechowywano w temperaturze -20°C. Wypreparowane mig¢$nie Tibialis
anterior 1 Soleus poddawano dotrwaleniu przez godzing w 4 % PFA a nastgpnie przenoszono

do roztworu PBS i przechowywano w 4°C.
3.6.2 Pozyskiwanie materialu tkankowego do do§wiadczen biochemicznych

Po wprowadzeniu zwierzgcia w stan glebokiej narkozy przecinano powloki brzuszne
i klatke piersiowg. Po kaniulacji serca, przez aort¢ pompowano 150ml roztworu do perfuzji,
stosujac szybki przeptyw plynu (2.5-3 min.), a nastepnie pompowano 300 ml przez 20 min.,
stosujac wolny przeptyw. Preparatyka rdzenia kregowego i mig$ni odbywata si¢ w chlodni.
Material krojono za pomoca mikrotasaka do tkanek Mcllwaina na skrawki grubosci okoto Imm

i przechowywano w probéwkach w temperaturze -70 stopni do czasu dalszych oznaczen.
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3.7 Metody pracy z kwasami nukleinowymi
3.7.1 Izolowanie calkowitego RNA

Probki rdzenia kregowego homogenizowano w 25 objetosciach (4% homogenat) w buforze
do lizy (z zestawu do izolowania RNA), przy uzyciu homogenizatora mechanicznego
ULTRA-TURRAX T8 (Tabela 5M). Homogenizacje przeprowadzano w temperaturze
pokojowej, w cyklu 3 x 30 sek. homogenizacji, rozdzielone 5-7 sek. przerwami. W kolejnych
etapach postepowano zgodnie z protokotem producenta (Tabela 11M). Do wyizolowania
calkowitego RNA z tkanki rdzenia kregowego uzyto zestawu ZR RNA MiniPrep™
(Tabela 3M). Zestaw wykorzystuje powinowactwo izolowanych kwaséw nukleinowych do
zmodyfikowanego ztoza krzemionkowego, ktorym sg wypelnione kolumienki na ktore nanosi
si¢ preparat. [zolowanie obejmuje etapy: dezintegracji/rozpuszczania tkanki, wigzania kwasow
nukleinowych do ztoza, degradacji genomowego DNA, oczyszczania RNA z soli

chaotropowych i rozpuszczalnikoéw organicznych oraz wyptukiwania RNA ze zloza.

Tabela 11M. Protokoét izolowania catkowitego RNA z probek rdzenia kregowego

1) Homogenizowanie tkanki w 25 objetosciach wagowych - 1,5 min., temperatura pokojowa

2) Wirowanie 11 600 x g, 2 min, przeniesienie nadsaczu do probéwek Eppendorffa

3) Naniesienie nadsaczu na kolumng Zymo-Spin ITIC. Wirowanie przy 8 000 x g, 30 sek. Zachowanie przesaczu

4) Dodanie do przesaczu 0,8 objetosci etanolu (95-100%); wymieszanie

5) Naniesienie mieszaniny na kolumne¢ Zymo-Spin IIC z probéwek Eppendorffa. Wirowanie 11 600 x g, 2 min.
Odrzucenie przesaczu

6) Naniesienie 400 ul RNA Wash Buffer na kolumn¢ Zymo-Spin IIC z probéwek Eppendorffa. Wirowanie 11
600xg, 1 min. Odrzucenie przesaczu

7) Trawienie genomowego DNA — naniesienie roztworu DNazy pozbawionej RNaz w stezeniu 10 U/100 pl, 18
min., 30°C
Wirowanie 11 600 x g, 1 min. Odrzucenie przesaczu

8) Naniesienie 400 pul RNA Prep Buffer na kolumng Zymo-Spin IIC. Wirowanie 11 600 x g, 2 min.
Odrzucenie przesaczu

9) Naniesienie 800 ul RNA Wash Buffer na kolumn¢ Zymo-Spin IIC. Wirowanie 11 600 x g, 1min.
Odrzucenie przesaczu

10) Naniesienie 400 pl RNA Wash Buffer na kolumne Zymo-Spin IIC. Wirowanie 11 600 x g, 1 min.
Wyrzucenie przesaczu

11) Dodatkowe wirowanie 11 600 x g, 4 min. Wyrzucenie przesaczu

12) Wyptukanie RNA z kolumny - dodanie 30-100 pl wody DEPC. Odczekanie 1 min.
Wirowanie przy 10 000 x g, 30 sek. Zamrozenie preparatu RNA w -80°C

W przypadku migéni, ze wzgledu na wigksza wtoknistos¢ tkanki i trudniejsza sedymentacje,

wirowanie na kolumnie Zymo-Spin [IC (punkt 5 protokotu) wydtuzono do 30 minut.

43



3.7.2 Pomiar stezenia i ocena jakoSci RNA i cDNA

Do pomiaru stgzen kwasow nukleinowych uzyto spektrofotometru BioSpectrometer 035739
firmy Eppendorf (Tab. 5M). Minimalna obj¢tos¢ probki wynosita 1 pl. Pomiar absorbancji
przeprowadzono przy trzech dlugosciach fali: 260 nm (w celu okre$lenia st¢zenia kwasow
nukleinowych), 280 nm (w celu wykrycia zanieczyszczen biatkowych) oraz 320 nm (w celu
identyfikacji zanieczyszczen izotiocyjanianem guanidyny, ktory jest uzywany do izolowania
kwasoéw nukleinowych). Uzyskane wyniki pomiaré6w przyjmowano za wiarygodne, jesli
absorbancja probek przy A260 nm zawierata si¢ w przedziale od 0,1 do 0,6. Czysto$¢ preparatu
byta uznawana za zadowalajaca, gdy stosunek A260/A280 wynosit ~2,0 dla RNA, ~1,8 dla
cDNA, a stosunek A260/A320 nie przekraczat 3,0.

3.7.3 Otrzymywanie cDNA do badania ekspresji genéw: synteza komplementarnego

DNA na matrycy calkowitego RNA w reakcji odwrotnej transkrypcji

Matryca do reakcji odwrotnej transkrypcji (RT-PCR) bylo calkowite RNA, wyizolowane
z probek rdzenia kregowego. Analizowano probki, uzyskane z odcinka piersiowego
obejmujacego obszar lezji (T11-12), i z odcinkoéw lgdzwiowych L1-L2 1 L3-L6. Jako starterow
uzyto do reakcji mieszaniny oligonukleotydow, zawierajagcych wszystkie mozliwe sekwencje
heksamerowe ( ang. random hexamers), ktoére pozwalaja na uzyskanie zréwnowazonej
reprezentacji mRNA poprzez wzrost liczby krotkich transkryptow cDNA. Krotkie transkrypty
cDNA pozwalaja wzbogaci¢ pule transkryptow o takie RNA, ktore tatwo przybierajg struktury
drugorzedowe i sg trudne do przepisania z zastosowaniem oligonukleotdow tyminowych (oligo
dT). Krotkie transkrypty cDNA zwickszajg rowniez prawdopodobienstwo skopiowania pelne;j
sekwencji kodujacej gen (cds). Do przeprowadzenia reakcji wykorzystano odczynniki
z zestawu Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Tabela 2M), postepujac zgodnie
z zaleceniami producenta. Jako kontrole negatywne postuzylty:
(1) réwnolegle prowadzone reakcje RT-PCR z pomini¢ciem enzymu odwrotnej transkryptazy;

(2) kontrole odczynnikowe (z pominigciem matrycowego RNA).
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Procedurg przeprowadzano w nastepujacy sposob:
1. Do cienko$ciennej probéwki Eppendorfa o pojemnosci 0,2 mL pipetowano odczynniki

w nastgpujacej kolejnosci:

Matryca RNA + startery Objetos¢ (ul) Stezenie
koncowe
dH,0, jalowa do 13 -
Matrycowe RNA (1 pg) ~ 0,05 pg/pl
Random hexamers (600 pmol/ul) 2 60 uM

2. Inkubowano mieszaning matrycowego RNA przez 10 minut w temp. 65°C

3. Dodawano do mieszaniny kolejno:

Skladnik Objetosé Stezenie
(nl) koncowe
5X Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Buffer 4 1X
Protector™ — inhibitor RNaz (40 U/ul) 0,5 20U
dNTP (10mM kazdy) 2 1 mM (kazdy)
Transcriptor — odwrotna transkryptaza (20 U/ul) 0,5 10U

4. Zwirowywano zawarto$¢ probowki (5 sek.) i przeprowadzano reakcj¢ RT-PCR w

termocyklerze zgodnie z ponizszymi parametrami temperatury i czasu:

Etap Temp. Czas Liczba
trwania cykli
Przyltaczanie heksamerow 25°C 10 minut 1
RT-PCR 50°C 60 minut 1
Inaktywacja odwrotnej transkryptazy 85°C 5 minut 1

5. Reakcj¢ zatrzymywano przez umieszczenie probek w lodzie. Uzyskane preparaty

cDNA przechowywano w temperaturze -20°C.

3.7.4 Badanie ekspresji gen6w; reakcja lancuchowa polimerazy w czasie

rzeczywistym (qPCR)

Ekspresje wybranych genéw zbadano technikg real-time PCR (PCR z analizg przyrostu
produktu w czasie rzeczywistym). Do analizy wykorzystano termocykler LightCycler® 96
firmy Roche (Tab. 5M), system znakowanych fluorescencyjnie sond hydrolizujacych typu
TagMan (Tab. 3M) oraz dedykowany zestaw odczynnikéw LightCycler® 480 Probe Master
(Tab. 3M), zawierajacy bufor reakcyjny oraz wode¢ (PCR grade). Przeprowadzono reakcje

real-time PCR typu duplex, w ktorych analizowano jednocze$nie przyrost genu badanego
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i referencyjnego, kodujacego dehydrogenaze aldehydu 3-fosfoglicerynowego - GAPDH
(ang. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase). Do zaprojektowania starterow i sond
specyficznych dla badanego genu skorzystano z aplikacji Universal Probe Library Assay
Design Center firmy Roche Applied Science (www.rocheappliedscience.com). W celu
zwigkszenia specyficznos$ci i zmniejszenia ryzyka wykrycia genomowego DNA, wybierano
sondy tzw. intron spanning, tzn. obejmujace miejsce taczenia si¢ egzondow badanego genu.
Wykorzystano system sond hydrolizujacych, ktére na swym koncu 5' posiadajg barwnik
fluorescencyjny, petniacy role reportera (donor energii), a na koncu 3' barwnik petiacy rolg
wyciszacza (akceptor energii). Role donora fluorescencji w sondach wykrywajacych badane
transkrypty pelni barwnik FAM (wzbudzenie - 465 nm; emisja - 510 nm), za§ w sondzie
wykrywajacej gen referencyjny barwnik Yellow 555 (wzbudzenie - 533 nm; emisja - 580 nm).
Zasada dziatania opiera si¢ na zjawisku FRET (ang. Férster Resonance Energy Transfer) -
przeniesieniu energii z donora na akceptor. Po wzbudzeniu fluorescencji barwnika FAM Iub
Yellow555, energia wzbudzenia jest pochtaniana przez wyciszacz na koncu 3' kazdej z sond
dopdty, dopoki oba barwniki sg w bliskim kontakcie, czyli w nienaruszonej sondzie. Na etapie
przytaczania starteréw do cDNA, sondy rowniez lacza si¢ z matrycg (tuz przed starterami).
W momencie, gdy polimeraza DNA wydtuzy syntetyzowana ni¢ do miejsca przytaczenia sond,
sonda zostaje zhydrolizowana przez polimeraze, ktora ma aktywnos$¢ 5' nukleazowa, co
odlacza FAM od wyciszacza. Pozwala to zarejestrowa¢ poziom fluorescencji. Pomiar
dokonywany jest zatem pod koniec fazy wydtuzania amplikonu, a poziom fluorescencji jest
wprost proporcjonalny do ilosci produktu powstalego w reakcji real-time PCR. Kontrolami
negatywnymi byly proby NTC (no template control, bez probki DNA) i NRT (no reagent
control, samo DNA zawieszone w wodzie). Reakcje real-time PCR przeprowadzano w 10 pl
objetosci roztworu, zgodnie z protokolem polecanym przez producenta. Najpierw
przygotowywano mieszaning reakcyjna:

Odczynnik* Objetosc¢ / probke (pl) Stezenie koncowe
2x LightCycler® 480 Probes Master (buforowany 5 -
roztwor termostabilnej polimerazy DNA i mieszanina

deoksynukleotydow)

Sonda Universal Probe Library (UPL#) 0,3 0,3 uM
dla badanego genu (10 uM)

Zestaw starterow dla badanego genu (20 uM) 0,3 0,6 uM
Sonda UPL genu referencyjnego (10 pM) 0,15 0,15 uM
Zestaw starterow genu referencyjnego (20 uM) 0,15 0,3 uM
Woda jatlowa Do 10

* Wykaz odczynnikow znajduje si¢ w Tab. 3M.
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Do 96-dotkowej ptytki (Tab. 4M) pipetowano mieszaning reakcyjng, a nastepnie matrycowe

cDNA badanych préb. Reakcje PCR przeprowadzano w aparacie LightCycler®480 przy

nastepujacych ustawieniach:

Etap

Denaturacja wstepna

Denaturacja

Przytaczanie sond i starteréw
Wydtuzanie amplikonu i hydroliza sond
Schtadzanie

Tabela 12M. Uzyte sondy fluorescencyjne typu TagMan i startery do qPCR

Gen Biatko Numer dostepowy
Gapdh GAPDH NM 017008.4
Ache AChE NM_172009.1
Bdnf BDNF NM 0125134
Ntrk2 TrkB NM 012731.3
NM 001163168.3
Ntrk2 TrkB - NM 012731.3
Slc18a3 VAChT NM 031663.2
Chrm?2 M2 ABO017655.1
Chrm4 M4 NM 031547.1
Ngfr p75 NM 012610.2
Ntf3 NT3 NM 031073.3
Mpz MBP NM 017027.2
S100b S100b NM 013191.1

Temp.

95°C
95°C
60°C
72°C
40°C

Nr
sondy
UPL

*
25
67

80

106
64
64
56
106
73
94

65

Czas Pomiar fluorescencji = Liczba
cykli

10 min | - 1

10s - 45

30s —

ls FAM, Yellow 555

) — 1

starter lewy (5°-3”)

ctgcaccaccaactgcttag
cctggatccctcactgaact
gcagtcaagtgcctttggag

cgccaccttgacttgtctg

tgggaaatggaaaccagaa
cactctcttggcetttgagea
ccaccttcagactgtcaacaatta
cctggtgactgttgtggota
ggctactgtagaggttgcca
agtgagagcctgtgggtgac
cttgatagcctctgeccaac

gaaggagctcatcaacaacga

starter prawy (5°-3°)

tgatggcatggactgtgg
tgcataagtcgctgagcaaa
cggcatccaggtaatttttg

agtgtcggggctggattt

tgggttttcctatgcaggac
actggtgcgtagagcaggtt
catggagaaaacacctatgatgag
tgcaactgcctgttgacct
gagagaaactgcacagcgaca
taacctggtgtccccgaat
tgtggatttgagecccgagga

tccatcactttgtccaccac

e  Sonda syntetyzowana w serwisie syntezy oligonukleotydow IBB PAN olig.pl; sekwencja: tttggcatcgtg

3.7.5 Badanie ekspresji gen6w — fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH)

Metoda fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ RNAscope® (ACDBio, CA, USA) uzyta w tej

pracy jest nowoczesng technikg hybrydyzacji oparta na amplifikacji sygnatu za pomocy

tyramidu (TSA, Tyramide Signal Amplification), ktéora umozliwia wykrycie nawet pojedyncze;j

czgsteczki RNA, widocznej pod mikroskopem jako sygnal punktowy. Dwie niezalezne sondy
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(tzw. podwdjne sondy Z) hybrydyzuja z sekwencjg docelowa w uktadzie tandemowym, co
umozliwia amplifikacje sygnatu. Zwazywszy, ze jest mato prawdopodobne, aby dwie
niezalezne sondy hybrydyzowaty nieswoiscie tuz obok siebie, przyjmuje si¢, ze amplifikacja
sygnatu specyficznego dla docelowej sekwencji przebiega selektywnie. Dodatkowsa zaleta
metody jest skuteczna hybrydyzacja nawet czesciowo zdegradowanego RNA, ktorg zapewnia
stosunkowo krotka sekwencja docelowa (40-50 zasad dolnej czgsci podwojnej sondy Z). Wang
i wspotpracownicy (Wang 1 in., 2012) potwierdzili mozliwo$¢ uzycia tej metody do
wykrywania pojedynczych transkryptow.

Tabela 13M. Uzyte sondy fluorescencyjne do hybrydyzacji metoda RNAScope

Sonda Nr kat. Transkrypt

Rn-Ngfr 406351 Niskoczasteczkowy receptor p75 czynnika
wzrostu nerwow (Ngfr), mRNA

Rn-Ntrk2-C2 317531-C2 Wysokoczasteczkowy receptor TrkB formy
petnej neurotrofiny BDNF i NT4 o aktywno$ci
kinazy tyrozynowej typu drugiego

(Ntrk2) wariant transkrypcyjny 1

Rn-BDNF sonda Czynnik neurotroficzny pochodzenia
syntetyzowana na moézgowego (bdnf), mnRNA BC087634.1
zamoOwienie przez
firm¢ ACDBio

Polr2A C1 - kontrola pozytywna 320891 Polimeraza RNA typu II podjednostka RPB1
PPIB C2 - kontrola pozytywna cyklofilina B

UBC C3 - kontrola pozytywna ubikwityna C

DapB (C1, C2, C3) 320871 bakteryjna reduktaza dihydropikolinianu

_ Kontrole negatywne (Bacillus subtilis)

3.8 Metody pracy z bialkami
3.8.1 Elektroforeza w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE)

Przygotowane proby, zawierajace zdenaturowane, optaszczone przez SDS bialka,
rozdzielano elektroforetycznie metoda Laemmliego na zelu poliakrylamidowym z SDS
(SDS-PAGE) w aparacie Mini-Protean III (Tab. 5M). Przygotowywano zele o grubosci
1,5 mm. Zel sktadat si¢ z 5% zelu zageszczajacego (wys. warstwy tego zelu 1 cm; pH 6,8),
w ktorym dochodzito do zat¢zania biatek oraz 9% zelu rozdzielajacego (wys. warstwy

ok. 5 cm, pH §,8), (Tab. 14M). Dalsze postgpowanie obejmowato nastepujace etapy:
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Plytki, zawierajace spolimeryzowane zele mocowano do statywu elektrody i umieszczano
w pojemniku zawierajacym schtodzony bufor do elektroforezy (Tab. 14M). Do kazdego
z dotkéw Zelu pipetowano probke zawierajacg 15-30ug catkowitego biatka. W tym samym zelu
rozdzielano standardy wielkosci biatek.

Elektroforeze przeprowadzano w temp. 4°C, przy stalym napieciu 160 V i poczatkowym
natezeniu pradu o sile 40 mA. Rozdzielanie biatek prowadzono do czasu, w ktorym barwnik

(btgkit bromofenolowy), znakujacy czoto rozdzielanych biatek, osiggat granicg zelu.
3.8.2 Transfer bialek na blony PVDF

1. Po przeprowadzeniu rozdzialu elektroforetycznego usuwano zel zaggszczajacy, a zel
rozdzielajacy inkubowano przez 30-60 min w schtodzonym do 4°C buforze do transferu
(Tab. 14M). Nastepnie wykonano kolejne kroki:

2. Btony PVDF zwilzano metanolem, a nast¢pnie stabilizowano w buforze do transferu
(minimum 30 min) w celu zwigkszenia ich hydrofilnosci.

3. W kasecie aparatu do transferu ukladano pod warstwa buforu kolejno: gabke, bibute
Whatmann, btong PVDF, Zel, nastepnie ponownie warstwe bibuty i ggbke.

4. Transfer prowadzono przez 1,5 godziny, przy napigciu 100 V i natgzeniu pradu 400 mA,
W aparacie zawierajacym zamrozony blok chlodniczy, utrzymujac ciggte mieszanie buforu.

5. W celu oceny wydajnoéci transferu podbarwiano biatka pozostate w zelu w roztworze

biekitu Coomasie (Tab. 14M).

Tabela 14M. Odczynniki do rozdziatu elektroforetycznego i analizy biatek metoda Western Blot

Roztwor Sktad

200 mM Tris-HCI, pH 8,0
137 mM NaCl

) ) 10% glicerol

Roztwor do homogenizowania probek tkankowych
1% NP 40

1x Inhibitory: Complete™ i PhosStop

0,1 mM PMSF

100 ml 95% etanolu
Odczynnik Bradforda A
200 ml 88% kwasu ortofosforowego

(oznaczanie stgzenia biatek)
350 mg Serva Blue G
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Roztwor

Sktad

Roztwor roboczy Bradforda B

(oznaczanie stgzenia biatek)

425 ml dH,O
15 ml 95% etanolu
30 ml 88% kwasu ortofosforowego

30 ml Odczynnika Bradforda A

5 x tzw. bufor ,,obcigzajacy” do probek

62 mM Tris-HCI, pH 6,8

10% (w/v) SDS

5% (w/v) B-Merkaptoetanol

50% (v/v) glicerol

0,13% (w/v) blekit bromofenolowy

Roztwor A

(sktadnik zeli do elektroforezy biatek)

30% akrylamid
0,8% bis-akrylamid

Roztwor B

(sktadnik zelu rozdzielajacego do elektroforezy biatek)

75 ml 2M Tris-HCI, pH 8,8
4 ml 10% SDS
21 ml dH20

Roztwor C

(sktadnik zelu zaggszczajacego do elektroforezy biatek)

50 ml 1M Tris-HCI, pH 6,8
4 ml 10% SDS
46 ml dH,O

Zel rozdzielajacy 10%

(denaturujaca elektroforeza biatek)

3 ml roztworu A
7,5 ml roztworu B
4,5 ml dH,O

50 pl 10% APS

5 uL TEMED

0,67 ml roztworu A

1 ml roztworu C

Zel zageszczajacy 5%
seseraRey o 2,3 ml dH,0
(denaturujaca elektroforeza biatek)
30 ul 10% APS
5 ul TEMED
25 mM Tris
Roztwor buforowy Tris-glicyna z SDS )
192 mM glicyna
(denaturujaca elektroforeza biatek)
0,1% SDS

Roztwor buforowy Tris-glicyna

(transfer biatek z zelu na btony)

25 mM Tris pH 8,3
192 mM glicyna
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Roztwor Sktad

Roztwor Coomasie Blue

(barwienie biatek w zelu)

0,1% Coomasie Blue
45% metanol

10% kwas octowy

Odbarwiacz do zeli 10% metanol

10% kwas octowy

TBS-T
(bufor do reakcji na blonach PVDF)

25 mM Tris-HCI, pH 7,4
150 mM NaCl
0,01% Tween 20 w TBS

3.8.3 Immunochemiczna detekcja bialek na membranach

Po przeprowadzeniu transferu biatek na btone PVDF, postugujac si¢ widocznymi prazkami

wzorcOw masy czasteczkowej, btong cigto na 3 fragmenty, w ktorych znajdowaty si¢ biatka

o masach czgsteczkowych zawartych w przedziatach: 230-80 kDa, 80-50 kDa i mniejsze niz

50 kDa. Pozwolito to na niezalezne identyfikowanie biatek o r6znych masach czasteczkowych.

Nastepnie stabilizowano blony przez 5 - 10 minut w buforze TBS-T (pH 7,4). Immunodetekcje

biatek prowadzono w nastepujacy sposob:

1.

Blokowano niespecyficzne miejsca wiazan inkubujac btonge w 5% roztworze BSA
w TBS-T przez 60 minut w temperaturze pokojowej (RT).

Wykrywano wybrane biatka inkubujac bton¢ w roztworach przeciwciat
pierwszorzgdowych (Tab. 15M), zawieszonych w 5% BSA w TBS-T, przez noc w 4°C.
Nastepnego dnia btong plukano 1 x 10 min i 2 x 5 min buforem TBS-T i inkubowano
przez 60 minut (RT) z roztworem przeciwciata drugorzedowego, skoniugowanego
z peroksydaza chrzanowg (Tab. 16M) w TBS-T.

Po ostatnim cyklu ptukan (1 x 10 min, 2 x 5 min buforem TBS-T) do detekcji znakowania
immunochemicznego uzywano roztworu ECL (Tab. 3M). Sygnat chemiluminescencyjny
rejestrowano na kliszy rentgenowskiej. Klisze eksponowano kilkakrotnie celem

optymalizacji sygnatu i wywotywano.
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Tabela 15M. Wykaz przeciwcial pierwszorzedowych wykorzystanych w metodzie WB

A Gospodarz Nrkat.  Rozcienczenie Producent
ntygen o
przeciwciata
(1 ) Cell Signaling Technology,
Metka C-Myc krolik 2272s 1:500 Danvers, MA, USA
TrkB, forma . Signalway Antibody, College
krolik 11328 1:400
ufosforylowana (pTyr705) rolt 3 Park, MD, USA
(1 ) Cell Signaling Technology,
Phospho-S6 (Ser235/236) | krolik 4858 1:500 Danvers, MA, USA
B-tubulina mysz 3873 1:1000 Cell Signaling Technology,

Danvers, MA, USA

Tabela 16M. Wykaz przeciwcial drugorzedowych (20 Ab) wykorzystanych w metodzie WB

Przeciwciato / metoda detekeji Nr kat. Rozcienczenie  Producent
Kozie przeciweialo sprzgzone 2 HRP, - (o 1:10 000 DAKO, Santa Clara, CA, USA
rozpoznajace krolicze IgG / WB
Koz iwciat sone z HRP
oz1e przecwelalo sprzezone z HIRE, - pog47 1:10 000 DAKO, Santa Clara, CA, USA

rozpoznajace mysie IgG / WB

3.8.4 Immunofluorescencyjne identyfikowanie bialek (IF) w tkance

Do analiz IF wykorzystano poprzeczne skrawki rdzenia kreggowego oraz pojedyncze widkna
mi¢$niowe z migsni stawu skokowego TA i Sol szczurow z grup KN, AAV-EGFP oraz
AAV-BDNF. Biatka wykrywano za pomocg reakcji posredniej. Polega ona na wykorzystaniu
dwoch przeciwcial: pierwszorzedowego (1°Ab), specyficznego wobec poszukiwanego
antygenu oraz drugorzedowego (2°Ab) skoniugowanego z fluorochromem, rozpoznajacego
przeciwciato pierwszorzedowe. Podczas reakcji IF przeprowadzano kontrole specyficzno$ci
reakcji, pomijajac w inkubacji pierwszorzedowe przeciwciala. Sprawdzano w ten sposob, czy
przeciwciata drugorzgdowe przytaczaja sie niespecyficznie do tkanki. Ponizej przedstawiono

zastosowany protokot reakcji IF (Tab.17M).

Tabela 17M. Protokdt znakowania immunofluorescencyjnego wzbogaconego o znakowanie jader
komorkowych

Etapy reakcji IF Roztwory i stezenia/ czas procedury /

temperatura

DZIEN 1

Plukanie 0,01 M PBST/ 5 x 3 min/ RT

Blokowanie miejsc niespecyficznego wiazania przeciwciat | 5% NGS/ 30-60 min/ RT

Inkubacja z 1°Ab 1% NGS / przez noc/ +4°C
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DZIEN 2
Plukanie 0,01 M PBST/ 5 x 3 min/ RT
Inkubacja z 2°Ab 0,01 M PBST/ 60 min/ RT
Plukanie 0,01 M PBST/ 5 x 3 min/ RT
Barwienie jader komoérkowych Hoechst (1:1000) w 0,01 M PBST/ 5 min/ RT
Ptlukanie 0,01 M PBS/ 5 x 3 min/ RT
Suszenie ~4-6 minut/ RT
Zaklejanie preparatow Mowiol

Zestawienie przeciwciat i odczynnikéw uzytych do reakcji przedstawiono w tabelach 18-21M.

Tabela 18M Wykaz wykorzystanych przeciwciat pierwszorzgdowych (1° Ab)

Antygen Gospodarz Nr kat. Rozcienczenie Producent

przeciwciata

Transporter pgcherzykowy Millipore, Burlington, MA,

acetylocholiny VAChT koza ABN100 1:500 USA
Marker komoérek - ) DAKO, Santa Clara, CA,
Schwanna S-100 krolik 70311 1:500 USA
Neurofilament (NF) mysz MO0762 1:200 B?}:O’ Santa Clara, CA,
Peter Brophy, Centre for
Biatko ostonki mielinowe;j - . Neuroscience Research,
Periaksyna krolik i 1:3000 University of Edinburgh,
UK
) Cell Signaling Technology,
Metka C-Myc mysz 9B11 1:500 Danvers, MA, USA
Czynnik neurotroficzny
pochodzenia mézgowego krolik ANT-010 1:200 glr(;;r;one Labs, Jerusalem,
(BDNF)
Tabela 19M. Wykaz wykorzystanych przeciwcial drugorzgdowych (2° Ab)
Przeciwcialo Nr kat.  Rozcieficzenie  Producent

Kozie przeciwciato sprzezone z fluorochromem Life Technologies,

A21246 1:500

Alexa Fluor 647, rozpoznajace krolicze IgG Carlsbad, CA, USA
Osle przeciwciato sprze¢zone z fluorochromem Th? rmo .F1sher
Alexa Fluor 488, rozpoznajace kozie IgG A-11055 | 1:500 Scientific, Waltham,
) MA, USA
Osle przeciwciato sprzezone z fluorochromem Th.e rmo .Flsher
. 1 A-10042 1:500 Scientific, Waltham,
Alexa Fluor 568, rozpoznajace kroélicze IgG MA. USA
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Osle przeciwciato sprzezone z fluorochromem A21202  1:500 Invitrogen, Carlsbad,
Alexa Fluor 488, rozpoznajace mysie IgG ) CA, USA

Tabela 20M. Wykaz odczynnikéw do wykrywania nikotynowego receptora acetylocholiny

Odczynnik Nr kat. Rozcienczenie  Producent
. ) Invitrogen, Carlsbad,
Bungarotoksyna sprz¢zona z Alexg Fluor 555 | B35451 1:1000 CA. USA
Tabela 21M. Wykaz wykorzystanych surowic

Nazwa Producent

Albumina z surowicy bydlecej (BSA) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Surowica kozia (NGS) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Surowica o$la (NDS) Abcam, Cambridge, Wielka Brytania

3.9 Mikroskopia elektronowa
3.9.1 Przygotowanie preparatow do obrazowania metoda mikroskopii elektronowej

Pojedyncze wtokna mig$niowe izolowano pod szklem powickszajacym (powigkszenie 10x).
Witékna inkubowano w roztworze bungarotoksyny sprzezonej z AF555 (liganda nikotynowego
receptora acetylocholiny nACh) w buforze PBS (1:1000) przez 15 minut, w celu
wyznakowania receptorow nikotynowych identyfikujacych cze$¢ postsynaptyczng ztaczy
nerwowo-mig¢sniowych (NMJ). Nastgpnie widkna trzykrotnie plukano w buforze PBS. NMJ
lokalizowano pod mikroskopem Nikon Eclipse przy uzyciu obiektywow 10x (0,30 N.A.
DICL/NT) i 20x (0,50 N.A. DIC M/N2). Fragmenty wiokien mi¢sniowych zawierajace NMJ
precyzyjnie wycinano skalpelem z uzyciem szkla powigkszajgcego, aby uzyskac¢ odcinki
o dlugosci okoto 1 mm. Tak przygotowane probki poddawano nast¢pujagcym procedurom
(we wspotpracy z dr. Andrzejem Szczepankiewiczem, wykaz odczynnikéw w Tab. 22M):

1. dotrwalanie w 2,5% roztworze aldehydu glutarowego (klasa EM) w buforze kakodylan sodu-
HCI (CB) o stezeniu 0,1 M przez 1 godzing w temperaturze pokojowej;

2. trzykrotne ptukanie probek w CB (3 x 10 minut);

3. dotrwalenie w 1% roztworze czterotlenku osmu przez 1 godzing w CB w temperaturze
pokojowe;j;

4. ptukanie probek w wodzie (3 x 10 minut);

5. odwodnienie przez inkubowanie w roztworach etanolu o rosnacych stezeniach (50%, 70%,
90%, 96% 1 2 x 100%; po 10 minut w kazdym roztworze). W czasie odwadniania w 70%

roztworze etanolu probki poddano barwieniu 1% dwuwodzianem octanu uranylu (40 minut).
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6. Przeswietlanie w mieszaninie 1:1 etanolu i tlenku propylenu (1 % 10 minut) oraz w 100%

tlenku propylenu (2 x 15 minut);

7. zatapianie w medium epoksydowym Epon (Serva).

Polimeryzacja przebiegala w temperaturze 60°C i trwala dwa dni. Ultracienkie skrawki

o grubosci 60 nm uzyskano przy uzyciu ultramikrotomu Leica Ultracut R i zebrano na siatki

TEM o wymiarach 1 mm % 2 mm (Ted Pella Inc., Redding, CA, USA). Jesli na danym skrawku

nie znaleziono zlacza nerwowo-migsniowego, cigcie kontynuowano. Skrawki poddawano

nastepczemu barwieniu w roztworach octanu uranylu (2hydrat) i cytrynianu otowiu wedhug

metody Reynoldsa (Reynolds, 1963).

Tabela 22M. Wykaz odczynnikéw do mikroskopii elektronowe;j

Odczynnik

Aceton

Czterotlenek osmu,

roztwor 4% w H20

Epoxy Embedding Medium

Glutaraldehyd,
roztwoér 25% w H20, EM Grade

Kakodylan sodu trojwodny
Octan uranylu dwuwodny
Paraformaldehyd

Azotan otowiu

Cytrynian otowiu

Nr kat.

BA2480111

R1024

45359

16220

30118

77870

19200

10145

11534

Producent

Avantor Performance Materials Poland S.A.,
Gliwice, Polska

Agar Scientific, Essex,

Wielka Brytania

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Electron Microscopy Science,

Hatfield, PA, USA

BDH Chemicals, Londyn, Wielka Brytania

Serva Electrophoresis GmBH, Heidelberg, Niemcy
Electron Microscopy Science, Hatfield, PA, USA
BDH Chemicals, Londyn, Wielka Brytania

Estman Kodak, Rochester, NY, USA

3.10 Akwizycja i analiza obrazéw mikroskopowych — mikroskopia

konfokalna

Analiz¢ komorkowej lokalizacji wykrytych immunofluorescencyjnie biatek (VAChT, S100,

CMyc, Periaksyna, nAChR, NF, p75, BDNF, TrkB) przeprowadzono na komputerowo

zebranych obrazach uzyskanych za pomoca mikroskopu konfokalnego Zeiss 780, Zeiss

Airyscan LSM800 oraz Leica SP8 (Tabela 5M). Uzyto obiektywow Plan Apochromat 40x/1.3



Oil DIC, Plan Apochromat 63x/1.4 Oil DIC. Zebrano stosy obrazéw cyfrowych
z rozdzielczoscig 2700 x 2700 pikseli, o rozmiarach woksela 0,069 pm x 0,069 pm x 0,21 pm
(w osiach XYZ). Do wzbudzania fluorescencji wykorzystano laser argonowy i laser UV.
Zastosowano state parametry ekspozycji i ustawienia kamery dla kazdego z kanatow, w ktorych
rejestrowano znakowanie. Obrazy z mikroskopu konfokalnego sktadaty si¢ srednio ze stosu 80
skanéw, probkowanych co 0,21 pm, co odpowiada fragmentowi komodrki o wymiarze

ok. 17 um w osi Z.
3.10.1 Dekonwolucja obrazéw

Wszystkie obrazy, zarejestrowane w systemie mikroskopu konfokalnego poddano
procesowi dekonwolucji przy uzyciu oprogramowania Huygens Professional (Scientific
Volume Imaging, Hilversum, Holandia). Jest to proces matematyczny w ktorym analizowane
sa informacje o rozktadzie punktow zrédtowych $wiatla i o charakterystyce optycznej systemu
obrazowania. W przypadku zbierania obrazéw przy uzyciu mikroskopu konfokalnego,
otrzymuje si¢ wiele skrawkoéw optycznych (Z-stack); dekonwolucja pozwala na poprawe
rozdzielczos$ci przestrzennej i usuni¢cie niepozadanych znieksztatlcen obrazu. Na podstawie
losowego zestawu zakodowanych obrazow, okreslano parametry algorytmu dekonwolucji
w celu uzyskania maksymalnej jakos$ci zdje¢ dla kazdego obrazowanego biatka i transkryptu.
Poziom tta i stosunek wartosci sygnatu do szumu zostaly wybrane niezaleznie dla kazdego

kanatu; liczba iteracji dla algorytmu dekonwolucji wynosita 40.
3.10.2 Trojwymiarowa (3D) rekonstrukcja obrazéw IF z mikroskopu konfokalnego

Obrazy uzyskane po dekonwolucji kodowano losowo. Z-stosy cyfrowych obrazow
umozliwity rekonstrukcje obiektéw w 3D (rozmiar woksela x/y/z 0,065 x 0,065 x 0,21 um?).
Analize NMJ przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania Imaris 7.6.1 (Bitplane, South
Windsor, CT, USA). Mierzono powierzchni¢ i objetos¢ czgsci pre- i postsynaptycznej NMJ
(zilustrowane na Ryc. 4M), a dane importowano do programu Microsoft Excel (Microsoft,
Redmond, WA, USA) w celu przeprowadzenia analizy statystyczne;j.

Wszystkie obrazy byly rowniez oceniane jako$ciowo - zaobserwowana na preparatach

zmieniona morfologia NMJ lub przejawy retrakcji nerwu byty opisywane.
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rekonstrukcja 3D

SC zlozenie

A
A4

Rycina 4M. Schemat rekonstrukcji obrazéw w celu analizy zlgczy nerwowo-mie$Sniowych.
Wszystkie NMJ poddano rekonstrukeji 3D. NMJ uchwycone w projekcji en-face zostaty dodatkowo
przeanalizowane w 2D w projekcji o maksymalnej intensywnosci (MIP). (A) Reprezentatywny obraz
spod mikroskopu konfokalnego NMJ migénia Soleus szczura kontrolnego: znakowanie nikotynowego
receptora acetylocholiny (nAChR), pecherzykowego transportera acetylocholiny (VAChT), komorek
Schwanna (SC) oraz ztozenie kanatow. Ostatni obraz przedstawia inne ztgcze kontrolne migénia Soleus,
uchwycone w projekcji en-face z widocznym znakowaniem nAChR i VAChT. (B) Trojwymiarowe
maski stworzone na podstawie sygnatu fluorescencyjnego przy uzyciu oprogramowania Imaris w celu
pomiaru objetosci i powierzchni struktur. Ostatni obraz przedstawia maski 2D wygenerowane w celu
pomiaru naktadania si¢ cze$ci pre- i postsynaptycznych NMJ w oprogramowaniu Image].

3.10.3 Analiza intensywnos$ci znakowania bialek i ilo$ci transkryptow w 2D

Dodatkowa analiz¢ NMJ, widocznych w preparatach w potozeniu en-face, przeprowadzono
za pomoca oprogramowania ImageJ. Procent obszaru zajmowanego przez nakladajace si¢
markery pre- i postsynaptyczne w maksymalnej projekcji intensywnosci (MIP) zbadano,
postugujac si¢ protokotem Jonesa i wsp. (Jones i in., 2016). W przypadku analizy poziomu
transkryptow w wyznakowanych motoneuronach analizowano obrazy spod mikroskopu
fluorescencyjnego i zliczano punktowy sygnat mRNA w komorce z uzyciem oprogramowania
ImagelJ z uwzglednieniem podziatu na sygnat w jadrze komorkowym i w cytoplazmie. Analize
poziomu transkryptéw w zlagczach nerwowo-migsniowych przeprowadzano nastgpujgco:
(1) do analizy wybierano tylko te jadra, ktére widoczne byty w osi Z w catosci; (2) obcinano
zdjecie w osi Z zostawiajac tylko obszar wystgpowania jadra; (3) zliczano punktowy sygnat
mRNA (zgodnie z zaleceniami producenta zliczano punkty nie bioragc pod uwage ich rézne;j

intensywnosci) z zastosowaniem oprogramowania ImageJ.
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3.11 Akwizycja i analiza obrazéw — mikroskopia elektronowa
3.11.1Parametry optyczne rejestracji obrazu i sprzet mikroskopowy

Mikrografie elektronowe wykonano za pomocg aparatu Morada i mikroskopu
elektronowego transmisyjnego JEM 1400 o napieciu 80 kV (JEOL Co., Tokyo, Japonia)
w Laboratorium Mikroskopii Elektronowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Nenckiego

w Warszawie (we wspolpracy z dr. Andrzejem Szczepankiewiczem).

3.11.2O0cena rozmiaru i gestosci rozmieszczenia pecherzykéw synaptycznych

w zlaczu nerwowo-mie$niowym

Rozmiary i gegsto$¢ rozmieszczenia pegcherzykow synaptycznych (SVs) zmierzono
postugujac si¢ protokotem opisanym przez Kim i1 wsp., uzywajac funkcji liczenia komorek

oprogramowania ImageJ (Kim i in., 2017). Liczba przeanalizowanych SVs w NMJ wyniosta:

e w preparatach z migsnia TA: Kontrola: 400, SCT-PBS: 320, SCT-BDNF: 320;

e w preparatach z migs$nia Sol: Kontrola: 320, SCT-PBS: 190, SCT-BDNF: 360.
Do pomiaréw S$rednicy zewnetrznej wybierano tylko pecherzyki z wyraznie odgraniczong
btong. W celu obliczenia gestosci wystepowania pecherzykow analizowano obszar
zakonczenia synaptycznego o powierzchni 0,6—1 um?. Ggstos¢ mierzono w polu o wielkosSci
co najmniej 500 nm? pozostatym po wykluczeniu obszaru zajmowanego przez mitochondria

aksonalne.
3.11.30cena szeroko$ci szczeliny synaptycznej oraz liczby stref aktywnych

Do pomiaréw szerokosci szczeliny synaptycznej oraz liczenia stref aktywnych (AZ) brano
pod uwage tylko synapsy z dobrze zachowanymi blonami pre- i postsynaptycznymi.
Przeanalizowano tylko te obrazy, w ktorych btona presynaptyczna byta dobrze widoczna na
odcinku o dlugosci co najmniej 1 um. AZ identyfikowano jako miejsca o duzej gestosci
elektronowej wystepujace na wysokosci fald postsynaptycznych, zgodnie z opisami
w literaturze (Nishimune, 2012; Stidhof, 2012). AZ liczono recznie, uzywajac oprogramowania
ImagelJ. Szerokos¢ szczeliny synaptycznej byta mierzona jako wewnetrzny wymiar miedzy
btong presynaptyczng a grzbietami fatdow zlgczowych. Do dalszej analizy brano s$rednig
warto$¢ z pigciu pomiaréow, wykonanych w kilku miejscach danego obrazu. Lacznie

przeanalizowano od 8 do 24 obrazéw na grupe.
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3.12 Analiza statystyczna wynikow

Srednia i odchylenie standardowe (SD) zostaty obliczone dla kazdego zestawu danych. Test
Grubbsa na obserwacje odstajace przeprowadzono dla wszystkich danych, a wyniki odstajace
(outliers) odrzucono (https://www.graphpad.com/quickcalcs/Grubbsl.cfm, dostgp z dnia
20 czerwca 2022). Do weryfikacji normalnos$ci rozktadow uzyskanych danych uzyto testu
Shapiro-Wilka, a do weryfikacji homogeniczno$ci wariancji w grupach testu Levene'a. Przy
nierownych wielko$ciach grup zastosowano jednoczynnikowg analize wariancji ANOVA
ztestem Tukeya HSD (Spjotvoll & Stoline). Poniewaz w niektérych wynikach
eksperymentalnych naruszone zostaty zatozenia o normalnos$ci rozktadu lub homogenicznosci
wariancji, do poréwnania niezaleznych prob (réznice miedzy grupami) uzywano wtedy
nieparametrycznego testu U Manna-Whitneya, a do poréwnania probek zaleznych wewnatrz
grup (migsien TA vs. MNs Sol oraz probki migsnia TA vs. Sol) uzyto testu t i testu Wilcoxona.
Do analizy danych wykorzystano oprogramowanie STATISTICA 13.1 (StatSoft Inc., Tulsa,
OK, USA). Za istotno$¢ statystyczng réznic pomiedzy grupami przyjeto p < 0,05.
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4. WYNIKI

4.1 Wydzielanie i aktywnos$¢ biologiczna rekombinowanego BDNF

Zanim przystgpiono do badan in vivo przeprowadzono do§wiadczenie in vitro aby
potwierdzi¢ efektywno$¢ dziatania wektora wirusowego AAV-hSyn-BDNF. Zbadano
aktywnos$¢ biologiczng wydzielonej frakcji biatka fuzyjnego BDNF-cMYC, produkowanego
przez neurony transdukowane wektorami wirusowymi AAV-hSyn-BDNF (Ryc. 1W).

lizaty komorkowe z hodowli kom. hipokampa
| 1

T o
= =
o 0O
0o m
€
g ZE
o o 1= £
T 2T 2 2 &£ 5
S £ © © B £
w 2 Z F E @ 8
250 —
130 — u”i.h. pTrkB
100 — :
70
5 — | mt———— bl T

— e — | 55

sl g c-Myc
10—
15— |- - - - c-Myc
10—
|
medium

Rycina 1W. Transdukcja pierwotnych neuronéw hipokampa in vitro wektorem wirusowym
AAV1/2 niosagcym gen BDNF pod kontrola neurono-specyficznego promotora hSyn prowadzi do
zwiekszonej syntezy rekombinowanego bialka, ktére wykazuje zdolno$¢ do aktywowania
receptora blonowego TrkB (pTrkB) i rybosomalnego bialtka S6 (pS6).

Rycina przedstawia wyniki dwoch doswiadczen WB, przeprowadzonych na komodrkach w 6 dni po ich
transdukcji (DIV 12). Gorny blot dokumentuje rozdzielenie elektroforetyczne lizatéw komorkowych,
natomiast dolny przedstawia wyniki analizy nadsaczu z hodowli tych komérek. Od lewej strony: $ciezki
1 i 2 odpowiadaja neuronom poddanym transdukcji AAV1/2[hSyn-BDNF], §ciezki 3 i 4 — neuronom
nietransdukowanym, z hodowli kontrolnej, traktowanym medium z neuronéw transdukowanych,
Sciezka 5 - neuronom kontrolnym inkubowanym z oczyszczonym biatkiem BDNF pochodzenia
ludzkiego (pozywka hrBDNF, 50 ng/ml), stanowigcym kontrole pozytywna. Ostatnia $ciezka pochodzi
z neurondéw kontrolnych niczym nie traktowanych.

W analizie WB wykazano, ze rekombinowane bialko bylo wydzielane do medium
hodowlanego (dolny panel). Analiza biofunkcjonalnosci BDNF-cMYC polegala na
wykorzystaniu medium hodowlanego, pobranego znad transdukowanych komorek
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w dwunastym dniu hodowli (12 DIV, 6 dni od transfekcji), do stymulowania naiwnych
komorek kontrolnych. Obecny w medium BDNF-cMYC indukowat fosforylacje receptora
BDNF o duzym powinowactwie TrkB w komarkach kontrolnych, co skutkowato fosforylacja
reszty Tyr w pozycji 816 oraz fosforylacjg rybosomalnego biatka S6 w pozycji Ser235/236
w szlaku sygnatowym mTOR aktywowanym przez BDNF-TrkB.

4.2  Ocena lokomocji szczurow po spinalizacji i dordzeniowej iniekcji

AAV-BDNF

Zdolnosci lokomotoryczne szczuréw po catkowitym uszkodzeniu rdzenia kregowego
(SCT-PBS) oraz po przecigciu i terapii BDNF (SCT-BDNF) oceniano na ruchome;j biezni, przy
predkosci 0,05 m/s (Rycina 2W), korzystajac ze zmodyfikowanej skali BBB (mBBB;
Tabela 11 M), ktora obejmuje cztery poziomy i 22 punkty (Antri i in., 2003; Antri i in., 2002).

Rycina 2W. Lokomocja szczuréw po calkowitym przecieciu rdzenia kregowego i iniekcji PBS
(Bi3, 13 DPO, panel lewy), AAV-EGFP (Zb4, 13 DPO, panel Srodkowy) lub AAV-BDNF (Zd5,
13 DPO, panel prawy) na ruchomej biezni.

Szczury po SCT, ktérym podano PBS lub kontrolny wektor wirusowy, ciagna stopy lezace na czgéci
grzbietowej, podczas gdy szczury po SCT i iniekcji AAV-BDNF sa zdolne do wykonywania
naprzemiennych ruchéw konczyn z podporem masy ciata (Glowacka i in., 2022).

Nie stosowano stymulacji uciskowej ogona, ktora u zwierzat poddanych spinalizacji jest
warunkiem wywotania ruchow konczyn. Oceng¢ lokomocji na biezni przeprowadzilo troje
doswiadczonych obserwatordéw, niezaleznie oceniajacych zachowania motoryczne kazdego
zwierzecia wedlug wspolnego protokotu. Wyniki budzace watpliwosci byly weryfikowane
i ostatecznie uzgadniane przez wszystkich obserwatorow.

Wszystkie zwierzeta z grupy SCT z iniekcja PBS (SCT-PBS), testowane 13. dnia po
operacji, byly niezdolne do podtrzymania cig¢zaru ciala, a ich wiotkie konczyny tylne
spoczywaly bezwladnie strong grzbietowa na powierzchni bieznika (Ryc. 2W). Szczury
sporadycznie wykonywaly spontaniczne ruchy konczyn tylnych, lecz nie obserwowano

ruchow naprzemiennych. W tym samym okresie, szczury z grupy SCT z iniekcja AAV-BDNF
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(SCT-BDNF) wykazywaty ruchy podobne do kroczenia, z alternacja, stawianiem stopy na
podeszwie oraz podtrzymaniem masy ciata. Analiza lokomocji na biezni przeprowadzona
zostala dla obu grup przy uzyciu skali mBBB wedlug ktérej poziom 1 i punktacja O
odpowiadajg braku ruchow, podczas gdy poziom 4 i punktacja 22 sg rdwnowazne lokomocji
zwierzgcia kontrolnego.

Zdolno$ci motoryczne dwunastu na czternascie szczurow SCT-PBS, oceniane na biezni
w 13. dniu po zabiegu, zostaly sklasyfikowane na poziomie 1, a pozostate dwa szczury na
poziomie 2 (Tab. 1W). W grupie SCT-BDNF w tym samym czasie, dwanascie na trzynascie
szczurOw osiaggneto poziom 4. Pozostaly szczur SCT-BDNF zostal sklasyfikowany na
poziomie 2 z wynikiem 4.5, co jest wynikiem wyzszym niz we wszystkich szczurach SCT-PBS
(Tabela 1W). Srednie wyniki w 13. dniu wynosity 0,36 +/- 0,74 w grupie SCT-PBS
w porownaniu do 12,19 +/- 3,31 w grupie SCT-BDNF (test U Manna-Whitneya, p=0,006) co
wykazuje, ze wprowadzenie dordzeniowe AAV-BDNF znaczaco poprawilo lokomocje
szczuroOw po uszkodzeniu rdzenia.

Tabela 1W. Ocena lokomocji na ruchomym biezniku szczuréw z grupy SCT-PBS oraz SCT-BDNF

13 DPO dzien ne;ilﬁgrsggi j};Oprawy
SCT-PBS SCT-BDNF SCT-BDNF
wynik w skali mBBB wynik w skali mBBB wynik w skali mnBBB
Zwierze Zwierze DPO
poziom punkty poziom punkty poziom punkty

Zc4 1 0 Zd1 2 4,5 16 4 15,5
ZcS 1 0 Zd2 4 11,0 14 4 16,5
Zc6 1 1 Zd3 4 11,0 16 4 11,5
Zc7 1 0 Zd4 4 11,0 16 4 11,0
Zc8 1 0 Zds 4 11,5 15 4 15,5
Zc9 1 0 zd7 4 13,0 13 4 13,0
Zc10 2 2 Bj1 4 16,0 14 4 17,0
Bil 1 0 Bj2 4 16,0 13 4 16,0
Bi2 1 0 Bj3 4 13,0 13 4 13,0
Bi3 1 0 Bj4 4 11,5 14 4 15,5
Bi4 2 2 Bj5S 4 11,0 15 4 11,5
Bi5 1 0 Bj6 4 18,0 13 4 18,0
Bi6 1 0 Bj7 4 11,0 16 4 16,0
Bi7 1 0

Srednia 0,36 12,19%* 14,62%%*
SD 0,74 3,31 2,32

Do oceny uzyto zmodyfikowanej skala BBB (mBBB wg Antri i wsp., 2002). Istotno$¢ réznic pomigdzy
grupami SCT-PBS i SCT-BDNF w teécie U Manna-Whitneya:: ** p<0,01 ; *** p<0,005.
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Roéznice w punktacji pomigdzy szczurami SCT-BDNF w 13. dniu testowania
sugerowaly, ze niektore zwierzeta osiagnely juz potencjalnie najwyzszy poziom swoich
zdolno$ci motorycznych (np. Zd7, BJ2, BJ3, BJ6; Tab. 1W), podczas gdy inne nie. Aby
zweryfikowa¢ mozliwos$¢ dalszej poprawy, obserwacje wszystkich szczurow SCT-BDNF
przedtuzono o kolejne dwa dni. Obserwacja ujawnita, ze u wickszosci badanych osobnikoéw
SCT-BDNF poprawa wydajnosci osiagneta szczyt miedzy 13. a 16. dniem po terapii BDNF.
W dniu najwyzszej poprawy wszystkie szczury zostaly sklasyfikowane na poziomie 4 ze
$rednim wynikiem 14,62 +/- 2,32 (Tabela 1W). W poréwnaniu z wydajnos$cig w 13. dniu,
dalsza poprawa byta rowniez znaczaca (test Wilcoxona, P = 0,008). Te wyniki potwierdzaja
korzystny wplyw terapii AAV-BDNF na zdolnosci motoryczne szczuréw po uszkodzeniu
rdzenia, z okresem najlepszej poprawy przypadajacym na trzeci tydzien po uszkodzeniu
i podaniu wektora (Ziemlinska i in., 2014).

W otwartym polu, szczury SCT-PBS poruszaly si¢ za pomocg konczyn przednich, ciagnac
cialo lezace na podtozu symetrycznie lub asymetrycznie. Stopy tylnych konczyn spoczywaty
na stronie grzbietowej; konczyny wykazywaty sporadyczne ruchy, bez rytmiczno$ci wlasciwej
przednim konczynom. Iniekcja AAV-BDNF spowodowata, ze spinalizowane szczury
wykazywaty ruchy tylnych konczyn, ze stopami stawianymi na powierzchni podeszwowej oraz
okazjonalnymi alternacjami. Zgodnie z obserwacjami, pig¢ z trzynastu szczurdw z grupy
SCT-BDNF bylo w stanie utrzymac ciato symetrycznie do osi ruchu przez wigksza czes$¢ czasu

przebywania w otwartym polu.
4.3  Ocena progéw bolowych w konczynach tylnych

Majac na uwadze, ze BDNF peti funkcje modulatora w przekazywaniu sygnatow
boélowych (Merighi i in., 2008; Pezet 1 in., 2002; Vanelderen 1 in., 2010), okre$lono u badanych
zwierzat wartos¢ progowa sily mechanicznego bodzca punktowego o charakterze
nocyceptywnym, ktora inicjuje odruchowe cofnigcie konczyny (zob. Metody 3.5.3).
Poczatkowy pomiar sity nacisku filamentem von Freya, ktory powodowat reakcje cofania tapy
przez zwierzg, przeprowadzono przed interwencjami  chirurgicznymi, podczas
przyzwyczajania zwierzat do badacza. Wyniki uzyskane z tego pomiaru byly bardzo spdjne
u wszystkich zwierzat (Rycina 3W). Pdzniejsze odczyty wartosci sity nacisku realizowano
w piatym, dziesigtym i pigtnastym dniu po zabiegu chirurgicznym. Analiza przeprowadzona
w pierwszym tygodniu po operacji wykazala trend wzrostowy progu bolowego na stronie

podeszwowej stop u zwierzat obu grup. W dalszej fazie pooperacyjnej, nastgpowato
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zmniejszenie wartos$ci progow reakcji wzgledem warto$ci przedoperacyjnych. W wynikach
uzyskanych w te$cie z czeSci grzbietowej tap juz od 5 dnia po zabiegu obserwowano
podwyzszong wrazliwo$¢ na bodzce. Stwierdzono, ze nadprodukcja BDNF istotnie poglebia

podwyzszong wrazliwos$¢ na bodzce mechaniczne oznaczong u szczurow SCT-PBS.

Powierzchnia grzbietowa Powierzchnia podeszwowa
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Rycina 3W. Srednie warto$ci progéw reakeji (+/- SEM), zmierzone przy uzyciu mikrofilamentéw
von Freya na podeszwowej i grzbietowej czeSci stopy szczura. Badania te przeprowadzono
oddzielnie dla lewej 1 prawej lapy, a przedstawione wyniki sg Srednimi z danych z obu tap.
(Powierzchnia grzbietowa: grupa SCT-PBS vs. grupa SCT-BDNF, p = 0,017; Powierzchnia
podeszwowa: grupa SCT-PBS vs. grupa SCT-BDNF, p = 0,0011) Do oceny réznic mi¢dzy grupami
eksperymentalnymi uzyto analizy wariancji dla powtarzanych pomiaréw (* p < 0,05, ** p < 0,01,
**% p<0,001).

4.4 Ocena zakresu transdukcji wektorem AAV-BDNF i wyst¢powania
rekombinowanego BDNF

W celu oceny zakresu wystgpowania tych neurondow, ktore podjety synteze
rekombinowanego BDNF (rBDNF) w ciggu 2 tygodni od wszczepienia AAV-BDNF,
przeprowadzono znakowania immunofluorescencyjne metki c-Myc dotagczonej do rBDNF.
Poréwnano je ze znakowaniem catej puli BDNF w preparatach rdzenia kregowego. Dwa
tygodnie po podaniu wektora, reakcja IF wykazata obecnos¢ biatka cMyc w neuronach rdzenia
kregowego kazdego ze szczurow z grupy AAV-BDNF (reprezentatywne obrazy przedstawiono

na Ryc. 4W i 6W).
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Efektywnos¢ transdukcji byla najwyzsza w segmentach ledzwiowych L1-L2, w poblizu
miejsca iniekcji, w licznych komorkach o fenotypie neurondow oraz we wtoknach (Ryc. 4W).
Endogenny BDNF [struktury subkomorkowe BDNF(+) cMyc (-)] wystepowal w neuronach
z ekspresja rBDNF ale rowniez w sieci drobnych wildkien o morfologii wskazujacej na
pochodzenie glejowe (ramka na Ryc. 4W). Ta obserwacja moze odzwierciedla¢ synteze BDNF
w astrocytach i/lub w mikrogleju aktywowanych w nastepstwie naruszenia opony twardej
i lokalnego uszkodzenia migzszu rdzenia iglg iniekcyjng (Giralt i in., 2010; Saha i in., 2006).
Nadprodukcja BDNF w tym rejonie moze stuzy¢ wzmocnieniu sygnatu troficznego w grupie
potozonych tu interneuronéw i motoneuronéw mie¢éni uda, odpowiedzialnych za prostowanie

i zginanie stawu kolanowego w trakcie lokomocji.

Rycina 4W. Wystepowanie endogennego i rekombinowanego biatka BDNF w rdzeniu kregowym
szczura w miejscu iniekcji AAV-BDNF (segment L.1).

Reprezentatywne zdjecia z mikroskopu konfokalnego prezentuja projekcje maksymalnej intensywnosci
uzyskane z 15 przekrojow optycznych skrawkow z odcinka ledzwiowego L1 rdzenia krggowego.
Biatko BDNF jest widoczne w cytoplazmie neuronow i w ich wypustkach, a takze w delikatnej siatce
wiokienek, prawdopodobnie pochodzenia glejowego (lewy gorny panel; ramka ilustruje wzmocniony
sygnat w komorce glejowej). Rekombinowane biatko z metka c-Myc (c-Myc IF) jest wykrywalne
w ciatach neuron6éw i w wypustkach neuronéw ale nie w siateczce widkien uwidocznionych na lewym
panelu. Wynik wskazuje, ze synteza -BDNF zachodzi specyficznie w neuronach.
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Rycina 5W. Wystepowanie rekombinowanego bialka BDNF w strukturach subkomérkowych
w rdzeniu kregowym szczura w miejscu iniekcji AAV-BDNF (segment L1).

Reprezentatywne zdjgcia z transmisyjnego mikroskopu elektronowego obrazuja rozmieszczenie
sygnatu immunogold Cmyc(+) — metki dotagczonej do biatka rBDNF. Rekombinowane biatko jest
wykrywalne w elektronogestych pecherzykach sekrecyjnych (A), w poblizu synapsy (B) oraz
w skupieniach dookota jadra komoérkowego (C).

Analiza ultrastrukturalna umiejscowienia sygnatu rBDNF w komodrce w rejonie L1
wykazata mnogos$¢ sygnalu cMyc(+) w elektronoggstych pecherzykach, prawdopodobnie
sekrecyjnych (Dieni 1 in., 2012; Harward i in., 2016), przy wtdknach cytoszkieletu aksonu
w poblizu synaps oraz dookota jader komérkowych (Ryc. SW).

Inaczej niz w miejscu iniekcji AAV-BDNF w gornym segmencie ledzwiowym,
w dolnych segmentach ledzwiowych L.3-6 znakowanie immunofluorescencyjne metki c-Myc
wykazato obecnos¢ rBDNF tylko we widknach sieci nerwowej (Ryc. 6W). Widkna c-Myc (+)
wykryto w poblizu motoneuronéw Sol i TA unerwiajacych migs$nie tylnych konczyn,
odpowiedzialnych za prace stawu skokowego. Te dwie obserwacje sugeruja, ze zardwno
procesy indukowane przez rBDNF w sieciach neuronoéw goérnych odcinkéw ledzwiowych i te,
indukowane przez rBDNF wydzielany z ich zakonczen w dolnych odcinkach ledzwiowych
moga mie¢ udzial w poprawie czynnoSciowej, ktoéra wystapita u zwierzat z iniekcja
AAV-BDNF w tym wczesnym okresie po uszkodzeniu. Z kolei 5-6 tygodni po uszkodzeniu
ekspresja  tBDNF wtym samym modelu zostala potwierdzona roéwniez w wielu

motoneuronach ledzwiowych (Ziemlinska i in., 2014).
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Rycina 6W. Wystepowanie endogennego i rBDNF w rdzeniu kregowym w segmentach L3 — L4
w neuropilu i motoneuronach mieSni piszczelowego przedniego (Tibialis anterior, TA)
i plaszczkowatego (Soleus, Sol).

Reprezentatywne zdjecia z mikroskopu konfokalnego prezentuja projekcje maksymalnej intensywnosci
z 11-16 przekrojow optycznych. MN migénia TA zostat wyznakowany podjednostka B toksyny cholery
sprzgzong z AF488, MN migénia Sol wyznakowano barwnikiem Fast Blue (Tab. 7M). Endogenny
BDNF obserwowano gtéwnie w ciatach motoneurondéw. Rekombinowane biatko BDNF z metkg c-Myc
(c-Myc) jest wykrywalne we wtoknach otaczajacych motoneurony migéni TA i1 Sol (strzalki). Wtokna
nerwowe to dominujaca sktadowa jego lokalizacji w dolnych segmentach ledzwiowych.

4.5 Analiza wplywu iniekcji AAV-BDNF na ekspresj¢ BDNF oraz

receptorow TrkB i p75 w rdzeniu kregowym i mi¢sniach TA i Sol

Uzyskane wyniki dowiodly skutecznos$ci transgenizacji. Nalezato zbada¢, jak zmienia si¢
w opisanych warunkach potencjal do syntezy BDNF w catej populacji komorek dolnych
odcinkéow ledzwiowych rdzenia kregowego, istotny dla zachodzenia zmian plastycznych
i aktywnos$ci MN tego odcinka, i czy potencjalne zmiany osrodkowe moga modyfikowac stan
troficzny mig$ni. Wybrano do badan migsnie, ktore dziataja przeciwstawnie w stawie

skokowym: migsien piszczelowy przedni (TA) i ptaszczkowaty (Soleus).
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By odpowiedzie¢ na te pytania, zbadano poziomy transkryptéw BDNF za pomoca metody
gqPCR w probkach mRNA uzyskanych z (1) segmentow ledzwiowych rdzenia krggowego;
(2) migsni szczurow z grup Kontrolnej, SCT-PBS i SCT-BDNF. Rycina 7W-A) pokazuje, ze
w rdzeniu krggowym zwierzat kontrolnych poziom transkryptow BDNF w dolnych
segmentach ledzwiowych (L3-6) jest wysoki (§rednia = 3,5 x 10~ BDNF/gen ref), co zgadza
si¢ z wezesniejszymi wynikami zespotu (Gajewska-Wozniak 1in., 2013; Ziemlinskaiin., 2014)
i potwierdza duza zasobnos$¢ tkanki rdzenia w BDNF (Gomez-Pinilla i in., 2002; Macias 1 in.,
2007; Macias 1 in., 2009). Dwa tygodnie po catkowitym przecigciu rdzenia kregowego nie
wykryto zmiany poziomu transkryptéw BDNF w rdzeniu w grupie SCT-PBS. Natomiast
iniekcja AAV-BDNF do segmentu L1-2 spowodowala 25-krotny wzrost mRNA BDNF
w segmentach L3-6 (Ryc. 7W-A; p = 0,0043 w poréwnaniu z grupg SCT-PBS i p = 0,0079
w porownaniu z grupg kontrolng, test U Manna-Whitneya) oraz ponad 200-krotny wzrost

w segmencie z iniekcja (Glowacka i in., 2017), potwierdzajac skuteczno$¢ wektora.

Nadekspresja BDNF byta tak znaczna, ze zbadano czy w tych warunkach zmienia si¢
potencjat komoérek rdzenia kregowego i migsni do odpowiedzi na BDNF; mediatorami
przekazu sygnatu BDNF sg receptory komorkowe o duzym (Trk B) i malym powinowactwie
(p75). Uzyskane wyniki wykazaly, ze ani spinalizacja, ani nadekspresja BDNF w segmentach
L3-6 rdzenia nie wplynely znaczaco na segmentalny poziom mRNA receptorow TrkB
(Ryc. 7W-B) natomiast w warunkach nadekspresji BDNF zaobserwowano istotny, kilkukrotny

wzrost ekspresji receptora o malym powinowactwie p75 (Ryc. 7W-C).

W obu migéniach w grupie kontrolnej poziomy mRNA BDNF byty znaczaco nizsze niz
obserwowane w rdzeniu krggowym (Ryc. 7W-A), wskazujgc na mniejsza synteze i zasobnos$c
migsni w t¢ neurotrofing. Wykryto okoto 50-krotng roznice miedzy ekspresja mRNA BDNF
w miesniu Sol ($rednia = 3,7 x 107*) a mieéniu TA ($rednia = 7,1 x 107°) (p = 0,008, test
Wilcoxona), co sugeruje, ze w warunkach fizjologicznych zapotrzebowanie na BDNF i jego
produkcja w TA jest nizsza niz w Sol. Spinalizacja doprowadzita do znacznego obnizenia
(o ponad 90%) poziomu mRNA BDNF w Sol (p = 0,0002, test U Manna-Whitneya), ale nie
w TA. Co zaskakujace, nadekspresja BDNF wywotana w rdzeniu kregowym czgsciowo
przeciwdziatala temu deficytowi (grupa SCT-PBS vs. grupa SCT-BDNF, p = 0,017, grupa
kontrolna vs. grupa SCT-BDNF, p = 0,075, test U Manna-Whitneya). Ponadto, w poréwnaniu
ze szczurami z grupy SCT-PBS, wszystkie szczury z grupy SCT-BDNF wykazaty wyzsza

ekspresj¢e mRNA BDNF w Sol a tylko niektore w TA.
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Rycina 7W. Wplyw iniekcji AAV-BDNF do segmentu ledzwiowego L1-2 rdzenia kregowego na
poziom mRNA (A) BDNF, (B) receptora TrkB i (C) receptora p75 w segmentach L.3-6 rdzenia
kregowego oraz w mie$niu piszczelowym przednim (TA) i plaszczkowatym (Soleus), 2 tygodnie
po operacji. Poziomy mRNA BDNF i TrkB mierzono za pomocg metody qPCR. Dane dotyczace
rdzenia kregowego uzyskano w probkach tkanek pobranych z 5 szczuréw z grupy Kontrolnej,
6 szczuréw SCT-PBS oraz 5 szczuréw SCT-BDNF (segmenty rdzenia L3-6). Dane dotyczace migsni
uzyskano w probkach z mie$ni 9-10 szczuréw Kontrolnych, 4-6 szczuréow SCT-PBS oraz 5 szczurow
SCT-BDNF. Do oceny roéznic migdzy grupami eksperymentalnymi uzyto testu U Manna-Whitneya
(*p<0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001). Z: (Glowacka i in., 2022). Roznice pomiedzy warto§ciami
kontrolnymi w Sol i TA opisano w tekscie.
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A wiec stwierdzono nierownowage w zasobno$ci w mRNA BDNF w badanych mig$niach,
a takze inne odpowiedzi na spinalizacj¢ i dordzeniowa iniekcje AAV-BDNF w Sol i TA.
Ta grupa danych sugeruje, ze nadprodukcja BDNF w sieci neurondw rdzenia kregowego moze
troficzny moze by¢ rézna migdzy migsniami. Ta grupa danych sugeruje réwniez wplyw na
zachowanie funkcjonalnoéci synaps nerwowo-mi¢$niowych, majace odzwierciedlenie

w poprawie lokomotoryczne;j.

4.6 Wplyw rdzeniowej nadekspresji BDNF na ekspresj¢ neurotrofiny
NT3 oraz receptorow TrkC w segmentach ledzwiowych oraz
w miesniach

Poniewaz receptory migsniowe 1 witokna nerwowe, ktore je unerwiaja, wymagaja
neurotrofiny NT-3 do odzyskania funkcji po uszkodzeniu (Ernfors i in., 1994; Wright i in.,
1997), a wigkszo$¢ neurondéw unerwiajacych receptory wrzeciona migsniowego, jak rowniez
perisynaptyczne i mielinizujagce komorki Schwanna, wykazuje ekspresj¢ mRNA TrkC (Hess
11n., 2007; McMahon i in., 1994), postanowiono zbadaé, czy nadekspresja BDNF w rdzeniu
kregowym wywiera wpltyw na poziom NT-3/TrkC. Przeprowadzono analize wpltywu
nadekspresji rdzeniowej BDNF na poziom transkryptow NT-3 i TrkC w rdzeniu kregowym
i w mig$niach TA i Sol. Spinalizacja nie zmienita ekspresji NT-3 ani TrkC w segmentach
rdzenia L3-6 1 w mig$niach, natomiast nadekspresja BDNF miata stymulujacy wptyw na oba
geny na poziomie rdzenia (* p < 0,05). Analiza ujawnila rowniez dysproporcje w zasobnosci
w mRNA NT-3 i mRNA TrkC w kontrolnych mig$niach, ponownie wskazujac na wyzsze
potrzeby neurotroficzne obwodu Sol. Nie stwierdzono natomiast wptywu nadekspresji BDNF

na pozion NT-3 w zadnym z badanych migéni (Ryc. 8W).
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Rycina 8W. Wplyw iniekcji AAV-BDNF do segmentu ledzwiowego L1-2 rdzenia kregowego na
poziom mRNA (A) NT3 i (B) TrkC w segmentach L3-6 rdzenia kregowego oraz w mie$niach,
2 tygodnie po operacji.

Poziomy mRNA NT3 i TrkC mierzono za pomocg metody qPCR. Dane uzyskano w probkach tkanek
pobranych od 5 szczuréw z grupy Kontrolnej, 6 szczurow SCT-PBS oraz 5 szczurow SCT-BDNF
(segmenty rdzenia [.3-6); 9—10 szczurow Kontrolnych, 4-6 szczurow SCT-PBS oraz 5 szczurow
SCT-BDNF (migsnie). Do oceny réznic migdzy grupami eksperymentalnymi uzyto testu U Manna-
Whitneya (* p <0,05)

Badania ekspresji genéw przeprowadzone na materiale pobranym ze $rodkowej czesci
brzuscow migsniowych, gdzie koncentrujg si¢ ztacza nerwowo-mig¢sniowe (NMJ) (Mohan
iin., 2015), wskazaty na zachodzenie znaczacych zmian w poziomie BDNF i rysujace si¢
tendencje do zmian w ekspresji receptoréw. Wobec tego, Ze zastosowana metoda nie umozliwia
odpowiedzi na pytanie, w ktorych przedzialach komoérkowych zachodza wykryte zmiany,
w nastepnym kroku pogiebiono analiz¢ o rozmieszczenie komorkowe transkryptow,
postugujac si¢ reakcja fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ, ktérg wykorzystano do badan

zarowno czgsci rdzeniowej jak i miesniowej obwodu.
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4.7 Analiza ekspresji BDNF oraz receptorow TrkB i p75

w motoneuronach za pomocg fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ.

Aby odpowiedzie¢ na pytanie czy wywotana nadekspresja BDNF w rdzeniu kr¢gowym
wplywa na poziom transkryptow BDNF i czy reguluje ekspresje receptora TrkB i p75
w samych MN unerwiajacych badane mi¢$nie TA i Sol tylnych konczyn, uzyto metody o duzej
czulosci i rozdzielczosci sygnatu: RNAScope (Ryc. 9-12W). Oceniano liczbe transkryptow
BDNF i TrkB w MN unerwiajacych migsnie TA i Sol, jak réwniez ich lokalizacje
wewnatrzkomoérkowa. W MN zwierzat SCT-PBS wiekszo$¢ sygnaltu mRNA dla TrkB
obserwowano jako podwojne struktury w jadrze, co prawdopodobnie reprezentuje oba allele
genu, z bardzo niewielkg ilo$cig sygnatu opuszczajacego jadro. Obserwacje te sugeruja

zmniejszong aktywnos$¢ transkrypcyjna genu TrkB u tych zwierzat (Ryc. 9W).

KONTROLA SCT-PBS SCT-BDNF

KONTROLA SCT-PBS SCT-BDNF

Rycina 9W. Transkrypty BDNF oraz jego receptora TrkB w motoneuronach unerwiajacych
miesien TA (panel gorny) i Sol (panel dolny). Najliczniej wystepujacy sygnat mRNA BDNF i TrkB
obserwowano w jadrze komorkowym, chociaz obserwowano rowniez czasteczki mRNA w cytoplazmie
i oligodendrocytach. Pokazane sa pojedyncze skrawki optyczne z mikroskopu konfokalnego
(Leica SP8, obiektyw olejowy 63x). W przypadku MN Sol, przedstawionych na panelu dolnym, ze
wzgledu na obecnos$¢ markera Fast Blue, zastosowano male stezenie odczynnika Hoechsta (1:100000)
aby unikna¢ zastonigcia sygnatu tracera. Przy tych ustawieniach obrazowania jadra oligodendrocytow
sg niewidoczne.
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Na Rycinie 10W przedstawiono wyniki ilo§ciowe pomiaréw: wykres pokazuje liczbe
transkryptow BDNF i jego receptora TrkB w réznych grupach MN ledzwiowych. Kazda
kropka na wykresie reprezentuje jedng komorke. Zbadano sygnat w MN TA i Sol, a takze
w MN sasiadujacych z nimi - ich bliskich i dalekich ,,sasiadow”. Przecigcie rdzenia krggowego
nie mialo znaczacego wptywu na ekspresjc BDNF w motoneuronach. Niemniej jednak,
w przypadku MN z grupy SCT-PBS stwierdzono wyrazny spadek ekspresji receptora TrkB.
Zastosowanie dordzeniowej iniekcji AAV-BDNF skutecznie zapobiegato temu spadkowi, co
sugeruje, iz interneuronalna pula BDNF moze odgrywac kluczowa role w modulacji ekspresji

receptora TrkB w motoneuronach.
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Rycina 10W. Liczba transkryptéow BDNF oraz jego receptora o duzym powinowactwie TrkB
w réznych grupach motoneuronéw.

TA — MN unerwiajace TA; MN N TA — MN w bezposrednim sgsiedztwie MN TA; MN9 Tib — MN
blaszki IX, na poziomie L4 rdzenia kregowego, gdzie zlokalizowane sg MN TA. Sol — MN unerwiajace
miesien Soleus; MN N Sol — MN w bezposrednim sgsiedztwie MN Sol; MN9 Sol — MN blaszki [X, na
poziomie L5 rdzenia kregowego, gdzie zlokalizowane sa MN Sol; Dane pochodza z 3 zwierzat na grupe.
W odpowiedzi na calkowite przecigcie rdzenia kregowego (SCT) zaobserwowano znaczacy spadek
liczby transkryptéw TrkB w MN (grupa SCT-PBS). Dordzeniowa iniekcja AAV-BDNF na poziomie
segmentu L1 rdzenia krggowego spowodowata wzrost ekspresji TrkB w MN TA i Sol (mRNA TrkB p
= 0,0001; analiza wariancji ANOVA i test post hoc Tukeya). Nie zaobserwowano istotnych roznic
miedzy typami motoneuronow.
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Dodatkowo zbadano, jak transkrypty tego receptora rozmieszczone sg3 w MN
wewnatrzkomorkowo (Ryc. 11W). Wyniki wskazuja, ze zwigkszenie stezenia BDNF w sieci
rdzeniowej za posrednictwem transdukowanych neuronow z segmentu L1 rdzenia kregowego
prowadzi do zwigkszenia dostgpnosci transkryptow TrkB w cytoplazmie MN zlokalizowanych

w dolnych segmentach ledzwiowych.
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Rycina 11W. Dostepnos¢ transkryptow receptora TrkB w cytoplazmie motoneuronow.

Wykres typu jointplot przedstawia rozklad sygnalu mRNA w motoneuronach poziomu L4-L5
niezaleznie od typu MN. Dane pochodzg z 240 komorek. Roznice w rozktadzie sygnalu migdzy grupami
sugeruja, ze wzbogacenie sieci rdzeniowej w BDNF przez transdukowane neurony zwigksza
dostepnosé transkryptow TrkB w MN (p < 0,001; analiza wariancji ANOVA i test post hoc Tukeya).

Nastepnie zbadano ekspresj¢ receptora o niskim powinowactwie p75 w MN miegsni TA
i Sol. Zaobserwowano réznice w kontrolnych poziomach tego receptora i wyrazng odpowiedz
MN migénia TA na podanie AAV-BDNF, jednak ze wzgledu na malg liczebno$¢ zwierzat
poddanych analizie w tej grupie (2 zwierzgta) nie uzyskano istotnosci statystycznej. W wielu
MN migsnia TA obserwowano bardzo duze nagromadzenie sygnalu mRNA p75 w postaci
aglomeratow (Ryc. 12W, panel prawy, kolor zielony).

Opisane wyniki pokazaty, ze zwickszenie ekspresji BDNF w uszkodzonej tkance
rdzenia czg¢$ciowo przywraca jego receptywnos¢ na BDNF, sugerujac utrzymanie dobrostanu
MN. Znaczna poprawa funkcji lokomotorycznych oraz utrzymana receptywno$¢ MN kazaly
przypuszczaé, ze podanie AAV-BDNF wywiera rowniez pozytywny wpltyw na obwodowe

zakonczenie aksonalne.
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Rycina 12W. Analiza ekspresji receptora o niskim powinowactwie p75 w motoneuronach mie$ni
zginacza i prostownika. Panel lewy. Wykres przedstawia liczbe transkryptow receptora p75
w wyznakowanych wstecznie motoneuronach. Kropka oznacza wynik z pojedynczego neuronu. Dane
pochodza z 54 wyznakowanych motoneuronéw od 2-3 zwierzat na grupe (3 KN, 3 SCT-PBS,
2 SCT-BDNF). Panel prawy. Reprezentatywne zdjgcie motoneuronu TA z grupy AAV-BDNF
z subpopulacji ktora bardzo mocno odpowiedziata na transgenizacje — na zdjeciu przedstawiono mRNA
p75 w kolorze zielonym i mRNA TrkB (pokazane tu dla odniesienia) w kolorze czerwonym.

4.8 Ocena zmian w zlaczach nerwowo-migsniowych TA i Sol po SCT

i rdzeniowej nadekspresji BDNF

Analiza ztacza nerwowo-mig$niowego przeprowadzona w tej pracy skupia si¢ na kilku
kluczowych aspektach (Ryc. 13W). W pierwszej kolejnosci oceniono ekspresje¢ podstawowych
sktadowych badanej $ciezki modulatorowej: BDNF oraz jego receptorow TrkB i p75,
w ztaczach nerwowo-mig$niowych TA i Sol przy uzyciu fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
potaczonej z immunofluorescencyjnym znakowaniem biatek. Nastepnie, zbadano wptyw
uszkodzenia rdzenia kregowego oraz iniekcji AAV-BDNF na stan zlgcza nerwowo-
migsniowego, skupiajgc si¢ na poziomie demielinizacji, ekspresji markeréw mieliny,
integralnosci struktur pre- i postsynaptycznych zlacza oraz jego ultrastrukturze. Ponadto,
zanalizowano wptyw iniekcji AAV-BDNF na ekspresj¢ markerow przekaznictwa

synaptycznego w migsniu.
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Rycina 13W. Schemat eksperymentu i struktur w NMJ i miesniu ktére podlegaly ocenie. Lewy
panel pokazuje schemat doswiadczenia z zaznaczeniem struktur ktore badano w niniejszej dysertacji.
Po prawej stronie, w powigkszeniu, przedstawiono schemat zlgcza nerwowo-migsniowego i jego
sktadowe poddane analizie. Zbadano ekspresjc BDNF i receptora w trzech rodzajach jader
komdrkowych, oceniono integralnos¢ strukturalng ztacza, na koniec zanalizowano ultrastrukture, w tym
parametry mitochondriow pre- i postsynaptycznych, sarkomeréw i pecherzykow synaptycznych.

4.9 Analiza ekspresji BDNF oraz receptorow TrkB i p75 w zlaczach
nerwowo-miesniowych TA i Sol za pomoca fluorescencyjnej

hybrydyzacji in situ polaczonej z IF

Potaczenie fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) oraz immunofluorescencji (IF)
umozliwito uzyskanie bezposrednich danych na temat potencjatu transkrypcyjnego BDNF
ijego receptoréw oraz komorkowej lokalizacji ekspresji. Poziom transkryptéw badano
w trzech grupach jader komorkowych: w presynaptycznych jadrach terminalnych komorek
Schwanna, postsynaptycznych jadrach podztagczowych oraz w jadrach miocytow (Ryc. 14W).
W sumie przeanalizowano 722 jadra komorkowe pochodzace z 24 zlaczy kontrolnych,
21 zkaczy zwierzat z grupy SCT-PBS oraz 21 zlaczy z grupy SCT-BDNF.

Nie stwierdzono ro6znic w kontrolnym poziomie mRNA wszystkich badanych genéw (BDNF,
TrkB, p75) miedzy NMJ miegs$ni TA i Sol, w Zadnej z lokalizacji. Zauwazono jednak, ze
aktywnos$¢ transkrypcyjna jader podztaczowych i migsniowych oddalonych od ztgcza byta
znacznie wyzsza niz ta obserwowana w jadrach komorek Schwanna (Ryc. 15W, dane dla jader

migsniowych nieuwzglednione na wykresie).
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Z badanych trzech transkryptéw w najwickszej liczbie w kazdej lokalizacji
wystepowato mRNA dla BDNF, a najwigkszg dynamike¢ zmian w aktywnosci transkrypcyjne;j
w badanych grupach jader obserwowano w jadrach przyztaczowych. Po catkowitym przecigciu
rdzenia nastgpil istotny wzrost liczby transkryptow BDNF w jadrach postsynaptycznych
mie$nia TA, zaro6wno podztaczowych jak i w jadrach miocytéw spoza rejonu zlacza.
Dordzeniowa iniekcja AAV-BDNF dodatkowo wzmocnita ten efekt w jadrach podztaczowych.
W zlaczach migénia Sol nie obserwowano zmiany w ilosci transkryptow BDNF po SCT, za to
podobnie jak w migéniu TA, w grupie AAV-BDNF w jadrach postsynaptycznych nastapit

istotny wzrost poziomu transkryptow BDNF wzgledem kontroli.

® BDNFmRNA O TrkB mRNA p75 mMRNA

Rycina 14W. Transkrypty BDNF oraz jego receptorow TrkB i p75 w zlaczach nerwowo-
miesniowych mie¢snia TA.

Zdjecie A przedstawia zlacze nerwowo-migéniowe TA kontrolnego szczura, w projekcji maksymalnej
intensywnosci, uzyskanej z 18 przekrojow optycznych o grubosci 0,21 pum. Transkrypty zliczano
w trzech grupach jader komoérkowych: jadrach podztaczowych (B — strzalki), okre$lane dzigki
polozeniu wzgledem presynaptycznego znakowania VAChT, (A-zielony), jadrach terminalnych
komorek Schwanna (C, komoérki Schwanna wyznakowane S-100b, czerwony) oraz w jadrach miocytow
(D). Zdjgcia B i C przedstawiaja powiekszony fragment zaznaczony ramka na zdjeciu A, pojedynczy
skrawek optyczny wybrany tak aby pokazac jadra okre$lonego typu. Skala graficzna pokazana na
kazdym zdjeciu to odcinek o dlugosci 10 um.
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Rycina 15W. Analiza ekspresji BDNF oraz receptorow TrkB i p75 w zlaczach nerwowo-
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miesniowych mies$ni zginacza (TA, zielony) i prostownika (Sol, niebieski).

Analizowano liczbg transkryptow w jadrach presynaptycznych (terminalnych komorek Schwanna) oraz
postsynaptycznych (podztaczowych). Kropka oznacza wynik z pojedynczego ztacza. Dane pochodza
z 77 ztaczy od 2 zwierzat na grupe. Do oceny réznic migdzy grupami eksperymentalnymi uzyto testu

U Manna-Whitneya (* p <0,05, ** p<0,01).

zmian w poziomie transkrypcji w zadnym z badanych gendéw. Zaobserwowano natomiast
wyrazng odpowiedz na dordzeniowg iniekcje AAV-BDNF w jadrach podztaczowych. Wynik
ten byl znaczacy w przypadku obu mi¢séni. Transkrypty receptora p75 wystepowaty w matej

liczbie i nie daty wyraznej odpowiedzi na uszkodzenie i na nadekspresje BDNF po spinalizacji.
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W przypadku receptora TrkB przecigcie rdzenia kregowego nie wywotywalo istotnych




4.10 Wplyw SCT oraz nadekspresji BDNF na stan zlacza nerwowo-
mie¢sniowego
4.10.1Ocena stopnia demielinizacji i ekspresji markeréw mieliny

Aby zbada¢ wptyw calkowitego przecigcia rdzenia kregowego oraz nadekspresji BDNF na

cze$¢ obwodowa uktadu rdzen kregowy — migsnie, postanowiono podda¢ analizie integralno$¢
zakonczen nerwowo-mig¢sniowych (NMJ) i oceni¢ mielinizacj¢ dystalnych odcinkéw nerwow
wchodzacych do wildkna migsniowego. Zbadano zlacza z wyznakowanymi komorkami
Schwanna (TA: n = 79 NMJ, Sol: n = 98 NMJ, Rycina 15W A i B). Kazde zlacze
zrekonstruowano w 3D 1 poddano jakosciowemu badaniu przylegania sygnatu IF
identyfikujagcego zmielinizowane nerwy potaczone z ptytkg koncows. Eksperymentator
analizowatl zakodowane losowo obrazy NMJ, odpowiadajac na pytanie: ,,Czy do zlacza
dochodzg zmielinizowane wtokna nerwowe (wyznakowane S-100b)?”.
Analiza sygnalu struktur S100b-pozytywnych przeprowadzona w celu oceny cigglosci
zmielinizowanych wldokien nerwowych ujawnita znaczace zmniejszenie si¢ liczby
prawidtowych kontaktow nerwowo-migsniowych w obu mig$niach po SCT (Rycina 16 W-C).
Nadekspresja BDNF spowodowata, ze zachowata si¢ wigksza liczba kontaktoéw o normalne;j
morfologii niz w grupie SCT-PBS; w migs$niu Sol grupy SCT-BDNF ich liczba utrzymata si¢
na poziomie nie r6znigcym si¢ znaczaco od wyniku w grupie kontrolne;j.

Wzor znakowania biatka periaksyny, ktoérej obecnos¢ wskazuje na mielinizujaca
subpopulacje komoérek Schwanna (SC), ujawnil, ze u zwierzat poddanych przecieciu rdzenia
kregowego, mielinizacja nie obejmowata koncowych gatezi nerwowych, a sygnat miat
charakter bardziej rozproszony niz u szczuréw kontrolnych. W wickszosci odnerwionych lub
zdemielinizowanych NMJ niemielinizujace tSC wcigz przylegaly do ptytki koncowe;j.
To zjawisko zostalo opisane wczesniej przez Burnsa i wspotpracownikéw (Burns i in., 2007).
Wynik ten prowadzil do kolejnego pytania, o zmiany molekularne w subpopulacji
mielinizujacych komorek Schwanna w dystalnej czesci nerwu oraz w towarzyszacych im
niemielinizujgcych terminalnych komorkach Schwanna. Analiza ekspresji metodag qPCR
pokazata, ze poziom mRNA kodujacego biatko S-100b, charakteryzujacego obie populacje
komorek byt znaczaco zmniejszony w po catkowitym przecigciu rdzenia (Rycina 16 W-D), co
sugerowato utrate tych komorek po spinalizacji lub ich odréznicowanie (Botticelli i in., 2022).

Terapia AAV-BDNF nie wptyng¢ta na poziom ekspresji tego biatka.
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Rycina 16W. Wplyw calkowitego przecigcia rdzenia kregowego SCT i rdzeniowej nadekspresji
BDNF na mielinizacj¢ proksymalnych odcinkéw nerwéw w zlaczach nerwowo-miesniowych.

(A) Obrazy z mikroskopu konfokalnego przedstawiaja NMJ migénia TA w projekcji maksymalnej
intensywnosci. Ukazuja przebieg wtokien nerwowych (zidentyfikowanych za pomocg przeciwciala na
neurofilament NFL) oraz rozmieszczenie mielinizujacych komorek Schwanna (zidentyfikowanych za
pomoca przeciwciala na periaksyne). W tkance pochodzacej ze szczura z grupy kontrolnej (po lewej)
rozgatezione aksony penetrujgce ptytke koncowa (cz¢$¢ postsynaptyczna zidentyfikowana za pomoca
fluorescencyjnie znakowanej alfa-bungarotoksyny (BTx) wiazacej receptor nikotynowy acetylocholiny
(nAChR)) byly otoczone przez mielinizujace SC, podczas gdy w tkance ze szczura z grupy SCT-PBS
(po prawej) byt widoczny tylko $ladowy sygnat mielinizujgcych SC. (B) Tréjwymiarowe rekonstrukcje
NMJ przedstawiajag komorki Schwanna zidentyfikowane za pomocg przeciwciata wykrywajacego
biatko S-100b. W kontrolnym NMJ (po lewej) zmielinizowany nerw byt potaczony z plytka koncowa,
natomiast w NMJ z grupy SCT-PBS (po prawej) zmielinizowany nerw nie byt widoczny, chociaz
niemielinizujace tSCs wcigz przylegaty do plytki koncowej. (C) Wykres pokazujacy procent nerwow
z zachowang ostonka mielinowg na proksymalnym odcinku nerwu w grupach kontrolnych i SCT.
Liczba analizowanych NMJ w migéniu TA: kontrola—17, SCT-PBS—37, SCT-BDNF—25; w mie¢$niu
Sol: kontrola—20, SCT-PBS—39, SCT-BDNF—39. (D, E) Wptyw SCT i terapii AAV-BDNF na (D)
poziomy mRNA S-100 i (E) mRNA MBP (oceniane metodg qPCR) w migéniach TA i Sol.
Zaobserwowano znaczny spadek transkryptow S100b w obu migs$niach u zwierzat po spinalizacji i brak
wptywu nadekspresji BDNF. Dane mRNA pochodza z 10 kontrolnych, 4-5 SCT-PBS i 7 szczurow
SCT-BDNF. Do oceny roéznic migdzy grupami eksperymentalnymi uzyto testu U Manna-Whitneya
(*p<0,05, ** p<0,01). Wg. Glowacka i wsp., 2022.
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4.10.2 Ocena integralnoS$ci zlacza — znakowanie struktur pre- i postsynaptycznych

W nastgpnym kroku postanowiono zbadaé, czy zmieniaja si¢ rozmiary czeSci
presynaptycznej samego zlacza i przyleganie czgsci pre- i postsynaptycznej, ktore jest
warunkiem prawidtowego przekazu sygnatléw do migsni.

Analiza obrazu presynaptycznej czesci ztaczy nerwowo-migsniowych, zidentyfikowanych

za pomocg immunofluorescencji VAChT, ujawnita, Ze objetos¢ zakonczen aksonalnych
zajmowanych przez VAChT byta r6zna migdzy NMJ TA a NMJ Sol u zwierzat kontrolnych
(Rycina 17W). Zakonczenia synaptyczne MN Sol charakteryzowaty si¢ wickszym obszarem
(1,4x) i objetoscia (1,5x), niz zakonczenia MN TA (p = 0,052 i p = 0,012, test t dla probek
zaleznych). Czg$¢ postsynaptyczna, zobrazowana za pomocg fluorescencyjnie znakowanej
bungarotoksyny (BTx) wigzacej si¢ z nAChR, wykazata podobng ceche: w NMJ Sol obszar
btony postsynaptycznej zajmowany przez nAChR byl wigkszy (1,3x) niz dla NMJ TA
(p = 0,009, test t dla probek zaleznych).
Uzyskane wyniki sg zgodne z danymi z literatury, w ktorej opisano ze u szczurow ptytki
koncowe migsni wolnokurczliwych sg wicksze niz ptytki miesni szybkokurczliwych (McArdle
& Sansone, 1977; Wood & Slater, 1997). Powierzchnia i objetos¢ sygnalu VAChT IF+
znaczgco zmniejszyty si¢ w ztgczach nerwowo-migsniowych obu mig$ni w odpowiedzi na
catkowite przecigcie rdzenia (powierzchnia: TA p = 0,0002, Sol p = 0,0023; objetos¢: TA
p = 10,0002, Sol p=0,0002; analiza wariancji ANOVA i test post hoc Tukeya). Stwierdzono tez,
ze presynaptyczna czes¢ NMJ migsnia TA byta bardziej wrazliwa niz w NMJ Sol; w kazdej
zgrup z przecigtym rdzeniem kregowym, calkowita utrata sygnatu VAChT IF+
w zakonczeniach byla czestsza w ztaczu TA. Postsynaptycznie, spinalizacja nie zmienila
powierzchni i objeto$ci zajmowanej przez sygnal receptorow nikotynowych w NMJ TA,
podczas gdy w NMJ Sol objetos¢ tych struktur zmniejszyta si¢ (Kontrola vs. SCT-PBS
p = 0,026, Kontrola vs. SCT-BDNF p = 0,032).

Aby zbada¢ wptyw SCT i nadekspresji BDNF na integralnos¢ ztaczy, trojwymiarowe
rekonstrukcje NMJ poddano jakosciowemu badaniu przylegania pdél wyznakowanych
markerami pre- (VAChT) i postsynaptycznymi (nAChR), ktore oceniano w rzucie bocznym
rekonstrukcji (Rycina 17W-D). Eksperymentator analizowat losowo zakodowane obrazy NMJ,
odpowiadajac na pytanie: ,,Czy sygnal VAChT IF+ pozostaje w bezposrednim kontakcie
z sygnatem BTx znakujgcej nAChR?”. Analiza przylegania sygnatow VAChT/BTx wykazata
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Rycina 17W. Wplyw calkowitego przeci¢cia rdzenia kregowego i nadekspresji BDNF na
znakowanie VAChT i nAChR w zlaczach nerwowo-mi¢sniowych miesni Sol i TA 2 tygodnie po
operacji. (A) Zmiany w powierzchni i objetosci znakowania VAChT w zakonczeniach synaptycznych
analizowane na podstawie trojwymiarowych rekonstrukcji NMJ, zilustrowane na przyktadzie NMJ
miesnia TA (B). Wykresy pudetkowe pokazujg minimalne i maksymalne wyniki (wasy), pierwszy
itrzeci kwartyl, median¢ (linia) oraz $rednig (x). Dane uzyskano na materiale z 9-10 szczuréw
kontrolnych, 4—6 szczuréw SCT-PBS i 5 szczuréw SCT-BDNF. (B) Poréwnanie reprezentatywnych
zdje¢ NMJ TA po rekonstrukcji. Tréjwymiarowe maski sygnatu VAChT IF i BTx utworzono za pomocg
oprogramowania Imaris. (C) Zmiany w powierzchni i objetosci znakowania receptoréw nikotynowych
ACh wigzacych Btx, zlokalizowanych w btonie postsynaptycznej. (D) Zmiany w integralno$ci NMJ
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oceniane na podstawie przylegania VAChT do ptytki koncowej na bocznych profilach
trojwymiarowych rekonstrukcji NMJ. Liczba analizowanych NMJ: TA: Kontrola—17, SCT-PBS—37,
SCT-BDNF—25, Sol: Kontrola—20, SCT-PBS—39, SCT-BDNF—39. (E) Naktadanie znakowania
VAChT/BTx-nAChR na obrazach en-face. Procent naktadania obliczono z uzyciem analizy w projekc;ji
maksymalnej intensywnosci. Liczba analizowanych NMJ: TA: Kontrola—17, SCT-PBS—29,
SCT-EGFP—17, SCT-BDNF—22, Sol: Kontrola—17, SCT-PBS—30, SCT-EGFP—6, SCT-BDNF—
32. Do oceny réznic miedzy grupami eksperymentalnymi uzyto testu U Manna-Whitneya (* p < 0,05,
**p<0,01, *** p<0,001).

znaczace spadki w grupie SCT-PBS (50-70% synaps stracito kontakt migdzy strukturami
pre- i postsynaptycznymi). Spadek wynikal gléwnie z czgsto zupeinej utraty sygnatu VAChT
i byl wigkszy dla migsnia TA.Nadekspresja BDNF w rdzeniu kregowym czg¢sciowo zapobiegta
rozpadowi synaps w NMJ Sol (SCT-PBS vs. SCT-BDNF p = 0,07, test U Manna-Whitneya),
ale nie miata wptywu na ten proces w NMJ TA. Wykonano dodatkowg analiz¢ naktadania sig¢
znakowania VAChT/BTx-nAChR na obrazach ztaczy potozonych en-face, z uzyciem projekcji
maksymalnej intensywnos$ci, ktora potwierdzita glgboki spadek naktadania si¢ czgsci
pre- i postsynaptycznych w grupach spinalizowanych, zarowno w NMJ TA, jak i Sol
(Rycina 17W-E).

4.10.3 Ocena ultrastruktury zlacza

W celu glebszego zbadania wptywu SCT i nadekspresji BDNF na presynaptyczne
i postsynaptyczne czgsci NMJ, zbadano ultrastrukture ztagcza. Do pomiaréw zageszczenia
pecherzykéw synaptycznych (SV), szerokosci szczelin synaptycznych oraz liczenia stref
aktywnych na 1 pm blony wybrano synapsy z zachowanymi btonami pre- i postsynaptycznymi

(Rycina 17W).

Gestos¢ wystepowania SV. Catkowite przecigcie rdzenia nie wptyneto istotnie na $rednig
gestos¢ wystgpowania SV w populacjach NMJ z zachowanymi kontaktami synaptycznymi
w obu migs$niach, chociaz w niektorych przypadkach w MN Sol obserwowano zmniejszenie
gestosci wystgpowania SV, co ilustruje Rycina 15W-A. Ponadto, w NMJ Sol, SCT
spowodowato obnizenie czgstosci wystepowania duzych SV (Rycina 17W-B, rozktad
czestosci). Przy zastosowaniu terapii AAV-BDNF, $rednia srednica SV utrzymana byta na
poziomie kontrolnym w obu mig$niach. Zwigkszona liczba duzych pecherzykéw w NMJ TA
po terapii AAV-BDNF moze wskazywac¢ na mechanizm prowadzacy do utrzymania rozmiaru

SV, i sugeruje modulowanie efektywno$ci uwalniania neuroprzekaznika.
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Rysunek 17W. Poréownanie rozkladu i gestoSci wystepowania pecherzykéw synaptycznych
w zaKkonczeniach nerwowych motoneuronéw pomiedzy grupami eksperymentalnymi.

(A) Reprezentatywne mikrografie TEM zlaczy nerwowo-mi¢sniowych (NMJ) z zachowanymi
kontaktami synaptycznymi z mig$nia Sol u szczuréw z grup Kontrolnej, SCT-PBS i SCT-BDNF.
Skala-500 nm. SV-pecherzyki synaptyczne; PM-btona postsynaptyczna. (B) Zageszczenie
pecherzykéw w zakonczeniach synaptycznych u szczurdéw z grup Kontrolnej (8-10 zdjg¢), SCT-PBS
(5-8 zdje¢) i SCT-BDNF (8-9 zdjec). Dolny panel pokazuje profile rozktadu czgstosci wystepowania
SV o réznych srednicach [nm] w tych samych obrazach ztagczy TA i Sol MN, ktére analizowano w (A).
Dane pochodzg z 1910 zmierzonych pecherzykow. (C) Poréwnanie liczby stref aktywnych (AZ)
przypadajacych na 1 pm blony presynaptycznej oraz szeroko$ci szczeliny synaptycznej. Punkty
prezentuja dane z poszczegdlnych zdje¢ z grup Kontrolnej (8-14 zdje¢), SCT-PBS (4-14 zdje¢)
i SCT-BDNF (13-24 zdjgcia).
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Szeroko§é szczeliny synaptycznej. Srednia szeroko$é szczeliny synaptycznej w grupie
Kontrolnej wynosita 44,83 nm (SD = 5,52) w ztaczach TA i 52,8 (SD = 5,73) w zlaczach Sol.
W obu grupach zwierzat po spinalizacji odlegto$¢ byta porownywalna i wynosita 51-52 w obu
typach NMJ. Liczba aktywnych stref byta poroéwnywalna miedzy grupami. A wigc
w subpopulacji ztaczy z zachowana morfologia wszystkie badane parametry morfologiczne

utrzymywaly si¢ w zakresie kontrolnym.

4.11 Wplyw iniekcji AAV-BDNF na ekspresje markerow

neuroprzekaznictwa motoneuronéw w miesniu

W celu zbadania, czy dordzeniowa iniekcja AAV-BDNF moze przeciwdziata¢ zmianom

jakie nastepuja po urazie w sygnalizacji cholinergicznej w synapsach obwodowych
przeprowadzono reakcje PCR w ktorej oznaczono poziom ekspresji markeréw
pre- i postsynaptycznych, powigzanych z syntezg i degradowaniem acetylocholiny (ACh) oraz
z receptywnos$cia migsni na ACh (Ryc. 18W).
W kontrolnych migéniach TA i Sol poziomy ekspresji mRNA enzymu acetylocholinoesterazy
(AChE) byly porownywalne. SCT spowodowalo niewielki wzrost poziomu transkryptow
AChE w migéniu TA i czterokrotny wzrost transkryptow w mig$niu Sol. W grupie AAV-BDNF
poziomy transkryptow AChE utrzymaty si¢ na poziomie wynikéw grupy Kontrolnej w obu
mig¢$niach.

Ekspresja postsynaptycznych receptorow nikotynowych nAChR alfa 1, ktore
odgrywaja role w wigzaniu ACh i otwieraniu kanalow, byta zréznicowana, z duzo wyzsza
ekspresja w mig$niach Sol (prosz¢ poda¢ wartos$ci i rozrzuty). Nie zaobserwowano znaczacych
zmian mRNA nAChR po SCT, natomiast nadekspresja BDNF spowodowala znaczne
zmniejszenie ekspresji nAChR w migsniach Sol. Ekspresja muskarynowych receptorow
AChM2 i M4 byla niska i silnie skorelowana. W grupie SCT-PBS nie zaobserwowano
znaczacych zmian w poziomach transkryptéw zadnego z receptoréw, natomiast nadekspresja
BDNF wptyneta obnizajaco na poziom transkryptow M2 w migsniu Sol, w pewnym stopniu

przywracajac ilo§ciowg relacje miedzy receptorami.
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Rycina 18W. Wplyw SCT i nadekspresji BDNF na poziomy mRNA markeréw przekaZnictwa
cholinergicznego w tkankach mig¢$niowych. Wykresy przedstawiaja wyniki uzyskane z od 9 szczurow
z grupy Kontrolnej, 4-6 z SCT-PBS i 5-6 z SCT-BDNF. Zbadano ekspresje receptorow nikotynowych
acetylocholiny a1 (nAChR), podtypow receptoréw muskarynowych (M2, M4, mAChRs) oraz enzymu

acetylocholinoesterazy (AChE). Do oceny réznic migdzy grupami eksperymentalnymi uzyto testu
U Manna-Whitneya (* p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001).
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5. DYSKUSJA

W niniejszej dysertacji zastosowano terapic AAV-BDNF w celu pobudzenia uktadow
neuronalnych rdzenia krggowego zaleznych od tej neurotrofiny i wspomagania ta droga
powrotu funkcji lokomotorycznych po uszkodzeniu rdzenia. Terapia, ktérg zaplanowano na
pierwsze 2 tygodnie po urazie, przyniosta znaczaca poprawe lokomocji u szczuréw
spinalizowanych, ktére bez wsparcia BDNF nie wykonujg spontanicznych ruchow
lokomocyjnych.

Wykazano szereg zmian wskazujacych na réznice w odpowiedzi obwodow ruchowych
migéni zginacza (TA, przewaga wiokien ‘szybkich’) i prostownika (Sol, przewaga widkien
‘wolnych’) stawu skokowego na uraz rdzenia kr¢gowego i na eksperymentalng terapi¢
AAV-BDNF. Na podstawie analizy morfologii zlgcza nerwowo-mig¢éniowego 2 tygodnie po
urazie wykazano wigkszg podatnos¢ ztaczy nerwowo-migsniowych migsnia TA na SCT oraz
brak odpowiedzi NMJ TA na terapi¢ BDNF. W migsniu Sol BDNF wptynat na czeSciowe
zachowanie integralno$§ci NMJ i mielinizacji proksymalnych odcinkéw nerwoéw. Te wyniki
przyczyniaja si¢ do naszego zrozumienia regulacji aktywno$ci migsni wolnych i szybkich,
wskazujac na BDNF jako modulator sygnalizacji cholinergicznej z selektywnoscig docelowa,
co czyni go potencjalnie uzytecznym w terapii skierowanej do wybranych pul neuronow
ruchowych.

Skutkiem niepozadanym tak zaprojektowanej terapii byt wzrost wrazliwosci zwierzat na
bodzce dotykowe. Ten efekt, cho¢ nieodczuwany przez zwierz¢ w wybranym do badan modelu
catkowitego przecigcia rdzenia, moze by¢ przeszkoda w zastosowaniu preparatu BDNF
podawanego dordzeniowo w przypadku niepeilnych uszkodzen, ktére nie znosza czucia,
i wskazuje, ze w potencjalnych terapiach z uzyciem BDNF celowe bedzie zmodyfikowanie

sposobu wzbogacania sieci w t¢ neurotrofing.
5.1 Poprawa zdolnosci lokomotorycznych w odpowiedzi na BDNF

Opisane badania jednoznacznie wskazuja istotng poprawe funkcjonalng po catkowitym
przecieciu rdzenia i dordzeniowe;j iniekcji AAV-BDNF. Na duzej liczbie zwierzat potwierdzono
obserwacje z wczesniejszego do§wiadczenia chronicznego (Ziemlinska i in., 2014). Szczury
z grupy SCT-BDNF wykonywaty naprzemienne (alternacja) ruchy podobne do kroczenia,
stawiajac stopy na podeszwie oraz podtrzymujac mase ciata, bez stymulacji czuciowej ogona.

Trzeba bra¢ pod uwage, ze mimo iz w niniejszej dysertacji badano tylko migs$nie stawu

skokowego, to w miejscu iniekcji wektora znajduja si¢ motoneurony innych mieé$ni konczyny
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tylnej, w szczegélnosci MN migénia biceps femoris (migénia dwuglowego uda),
odpowiadajgcego za ruchomo$¢ w stawie kolanowym. Tak wiec efekt w postaci poprawy
funkcjonalnej wynika z nieselektywnego dziatania na rézne grupy motoneuronéw i miesni

szkieletowych konczyn.
5.2  Wplyw BDNF na przekaznictwo bolowe

W licznych badaniach przedklinicznych, ktore oceniaty zastosowanie BDNF w leczeniu
uszkodzen uktadu nerwowego, zaobserwowano negatywny efekt uboczny: zwigkszong
wrazliwo$¢ na bol (Ding i in., 2015; Zhou 1 in., 2011; Zhou 1 in., 2021). Taka reakcja moze
prowadzi¢ w klinice do nasilenia bolu neuropatycznego, ktory, jak definiuje Migdzynarodowe
Stowarzyszenie do Badan nad Bolem, jest bolem spowodowanym przez uszkodzenie Iub
chorobg somatosensorycznego uktadu nerwowego (Loeser & Treede, 2008). W niniejszej
pracy wykazano, ze nadekspresja BDNF istotnie obniza progi wycofywania tapy w odpowiedzi
na stymulacj¢ wloknami von Freya, co wskazuje na obecno$¢ mechanizmow bolu
neuropatycznego w izolowanej sieci potaczen przetrwalej czesci rdzenia kregowego.

Mimo tych obserwacji, wazne jest podkreslenie, Zze potencjalna poprawa w zakresie
ruchomosci i funkcji uktadu nerwowego, nawet kosztem zwigkszonej wrazliwosci na bol, moze
stanowi¢ wartosciowy kompromis w kontekscie ogolnego postgpu w leczeniu uszkodzen
rdzenia krggowego. Dodatkowo w tym do$wiadczeniu nadekspresja BDNF byla bardzo
wysoka. W przysztosci, precyzyjne dostosowanie dawki moze pozwoli¢ na zminimalizowanie

negatywnych efektow, przy jednoczesnym zachowaniu korzysci terapeutycznych.

5.3 Roznice w ekspresji BDNF/TrkB/p75 miedzy obwodami TA i Sol

u zwierzat kontrolnych

W analizie prawidtowych pozioméw ekspresji in situ transkryptow BDNF i1 TrkB/p75
w MN TA i Sol nie stwierdzono istotnych réznic miedzy tymi grupami motoneurondw.
W poprzednim badaniu przeprowadzonym przez nasz zespol, w ktérym zbadano poziomy
transkryptow w MN wycigtych metoda laserowej mikrodysekcji wyzszy poziom mRNA TrkB
charakteryzowal motoneurony migsnia TA (Glowacka 1 in., 2022; Ji i in., 2022). Ten wynik
sugerowal, ze wrazliwo$¢ MN TA na dziatanie ale tez niedobor liganda jest wigksza niz
MN Sol. Brak potwierdzenia tego wyniku w przypadku uzycia fluorescencyjnej hybrydyzacji
in situ rodzi pytanie o ewentualne zanieczyszczenie probek przy laserowej mikrodysekcji
komoérkami glejowymi i wskazuje potrzebe dodatkowych oznaczen. Wyniki przedstawione

W niniejszej pracy potwierdzaja obserwacje z doswiadczenia przeprowadzonego przez Liem
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i wspotpracownikéw metodg hybrydyzacji in situ (Liem i in., 2001). We wspomnianym
badaniu rowniez nie wykryto roznic w ekspresji mRNA TrkB i BDNF w neuronach ruchowych
Sol i EDL (Extensor Digitorum Longus, fizjologicznego zginacza palcow).

W zlaczach nerwowo-mig$niowych nie obserwowano réznic w ekspresji BDNF i obu
receptorow, ekspresja utrzymywata si¢ na niskim poziomie w obu typach migéni,
we wszystkich typach jader komorkowych poddanych analizie metoda hybrydyzacji in situ.
Jest to interesujace w Swietle znacznie wyzszego poziomu ekspresji BDNF w migéniu Sol niz
TA, jak wykazano w reakcji PCR na probkach tkankowych. W doswiadczeniu z uzyciem
hybrydyzacji in situ nie analizowano jader komorek satelitarnych, endotelium naczyn oraz
perycytow. Istnieje wigc mozliwos¢, ze podwyzszona ekspresja BDNF pochodzi z tych
komorek.

Jak wspomniano w poprzednim akapicie, dopiero na poziomie tkanki mi¢$niowej opisane
wyniki wskazuja na zroéznicowanie obu obwodéw pod wzgledem zapotrzebowania
i wydzielania neurotrofiny BDNF. Pomimo niskiego poziomu ekspresji BDNF w obu typach
mies$ni okreslanego za pomoca reakcji qRT-PCR, istniala migdzy nimi rdéznica, ze znacznie
wyzszg ekspresja BDNF w migéniu Sol niz w TA. Podobnie, ekspresja innej neurotrofiny NT-3,
bardziej zwigzanej z obwodowym uktadem nerwowym i jej receptora TrkC byta rowniez
znaczaco wyzsza w mig$niu Sol niz w TA. Te wyniki moga odzwierciedlaé wyzsze
zapotrzebowanie obwodu Sol na neurotrofiny, oraz wigksze wydzielanie BDNF jako miokiny
do krwi (Matthews 1 in., 2009) i moga by¢ zwigzane z funkcja migsnia Sol, ktory jako migsien
antygrawitacyjny jest aktywny w ciaggu doby siedem razy dtuzej niz migsien TA (Hensbergen
& Kernell, 1997). Uzyskane dane s3 zgodne z wynikami badan opisanymi przez Cefisa
i wspotpracownikéw (Cefis 1 in., 2022). Badacze ci wykazali, ze ekspresja BDNF i form
ufosforylowanych receptorow TrkB byta wyzsza w mig$niu Sol niz w glowie przysrodkowej
migénia brzuchatego tydki (Gastrocnemius Medialis, ktory zawiera wigcej wildkien
szybkokurczliwych niz Sol). Co ciekawe, rownoczesnie poziom ekspresji BDNF byl wyzszy
we wiloknach typu II, ktére przewazaja w miegsniach szybkokurczliwych. Autor stawia
hipoteze, ze wyzsza ekspresja BDNF w miesniu Sol moze wcale nie by¢ zwigzana gtownie
z jej ekspresja w miocytach. BDNF eksprymuja rowniez komorki $rodblonka, a te komorki
wystepuja bardzo licznie w Sol, ze wzgledu na bogatg sie¢ naczyn wlosowatych w tym migsniu
(Cefis i1n., 2022). Dodatkowo, komorki satelitarne, bedace rodzajem komoérek macierzystych
miedzy blong podstawng a sarkolemma, takze eksprymuja BDNF (Mousavi & Jasmin, 2000).

Badania liczebno$ci komorek satelitarnych w mig$niach wykazaty, ze $rednia liczba komorek
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satelitarnych na mm® tkanki mie$niowej wynosi 4900 dla mies$nia Sol i tylko 900 dla TA
(Schmalbruch & Hellhammer, 1977).

5.4 Roznice w ekspresji BDNF/TrkB/p75 miedzy obwodami TA i Sol

u zwierzat spinalizowanych

Analiza ekspresji genow metoda hybrydyzacji in situ nie wykazala istotnych réznic
w poziomach transkryptow BDNF miedzy grupami SCT i grupa kontrolng w motoneuronach
TA 1 Sol. Wynik ten jest zgodny z badaniami wskazujacymi, ze niski poziom mRNA BDNF
obserwowany w kontrolnych neuronach ruchowych nie ulegal zmianom po SCT (Gtowacka
1in., 2022; Joseph i in., 2012; Keeler i in., 2012).

Przeciwnie do ekspresji BDNF, poziom transkryptow receptorow o wysokim
powinowactwie TrkB, oceniany przy uzyciu hybrydyzacji in situ ulegt istotnemu obnizeniu po
urazie rdzenia w obu typach MN. To ciekawy wynik w $wietle braku zmian ekspresji TrkB
badanego w catych segmentach ledzwiowych metodg qRT-PCR. Stoi to réwniez w cze$ciowej
sprzeczno$ci z wczesniejszymi wynikami naszego zespolu: badania z uzyciem laserowej
mikrodysekcji pokazaty, ze poziom mRNA TrkB ulegal znacznemu obnizeniu po SCT
w motoneuronach TA, podczas gdy w motoneuronach Sol pozostawat na poziomie kontrolnym
(Glowacka i in., 2022). Limitacja metody, podobnie jak opisano w poprzednim podrozdziale,
wskazuje ciekawy kierunek badan i rodzi pytanie o udziat komorek glejowych w tym wyniku.

Na poziomie ztgczy nerwowo-mig$niowych, badanych metoda hybrydyzacji in situ,
zauwazono istotny wzrost ekspresji BDNF w jadrach podztaczowych migsnia TA po urazie,
natomiast w tkance mig$niowej, ocenianej metodg qRT-PCR, calkowite przecigcie rdzenia
wptynegto na poziom ekspresji BDNF jedynie w migs$niu Sol, znaczaco go obnizajac. Biorac
pod uwage zalezng od aktywnosci ekspresje BDNF, wyniki te sg zgodne z r6znym stanem tych
dwoch migsni u szczurdéw sparalizowanych. W migsniu prostowniku stawu skokowego, ktory
jest stale rozluzniony, gdy zwierze ciagnie tapy po stronie grzbietowe;j, efekt nieuzywania jest
wyrazniejszy (Skup i in., 2012). Motoneurony tego mig¢$nia nie otrzymujg typowej informacji
proprioceptywnej, ktora zazwyczaj pochodzi z rozciagnictego micsnia podczas

podtrzymywania ci¢zaru ciata.

5.5 Roznice w ekspresji BDNF/TrkB/p75 miedzy obwodami TA i Sol
u zwierzat z grupy AAV-BDNF
Istnieje bardzo niewiele badan opisujgcych neuronalng ekspresje BDNF po dordzeniowe;j

iniekcji AAV-BDNF. Wyniki opisane w niniejszej dysertacji zestawione z wcze$niejszymi
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badaniami naszej grupy (Ziemlinska i in., 2014) ukazujg rozprzestrzenianie si¢ wektora wraz
z uplywajacym czasem od iniekcji. Sze$¢ tygodni po urazie egzogenne biatko BDNF
znajdowalo si¢ w duzych neuronach rogu brzusznego poziomoéow L1 i L2, podczas gdy
w nizszych segmentach ledzwiowych znikoma liczba neuronéw eksprymowata transgen,
natomiast wykryto liczne transfekowane wypustki wokot komorek. Obserwacja ta jest zgodna
réwniez z doswiadczeniem Boyce i wspotpracownikdéw, opisujagcym zmiany w tym samym
punkcie czasowym po podaniu AAV-BDNF. Transfekowane neurony ruchowe byty widoczne
na poziomie rdzenia kregowego L2, ale w segmencie LS5 obserwowano tylko pozytywne
wiokna (Boyce i in., 2012). W niniejszej pracy opisano punkt czasowy dwa tygodnie po SCT
1 iniekcji, a egzogenne biatko byto wykrywane w duzych neuronach poziomu L1, w mniejszych
neuronach poziomu L2, natomiast w dolnych segmentach lgdzwiowych obserwowano
ekspresje rBDNF tylko we wtoknach nerwowych.

Po SCT i dordzeniowym podaniu AAV-BDNF poziom ekspresji BDNF i TrkB/p75,
oceniany metoda hybrydyzacji in situ, byt niezalezny od typu motoneuronu. Poziom ekspresji
neurotrofiny BDNF nie ulegatl zmianie, natomiast poziom receptorow ulegal podwyzszeniu
zarowno w przypadku MN TA jak i Sol. W przypadku ztgczy nerwowo-mig$niowych migsnie
obu typoéw rowniez odpowiadaly podobnie, wzrostem ekspresji BDNF oraz receptora TrkB
w jadrach podztaczowych.

Po podaniu AAV-BDNF, poziom mRNA BDNF w mig$niu Sol, oceniany metoda qRT-PCR,
wzrost w porownaniu do grupy spinalizowanej i byt bliski poziomowi kontrolnemu. W migsniu
TA nie zaobserwowano zmian. Jest to zgodne z wynikami badania dotyczacego wptywu
forsownego biegu, ktory powoduje zalezng od aktywnosci podwyzszong ekspresje¢ BDNF.
Wolne witokna migsniowe cechuje znacznie podwyzszony poziom mRNA BDNF
w odpowiedzi na trening, natomiast poziom mRNA we wioknach typu szybkiego nie ulega
zmianie (Cuppini i in., 2007; Jiménez-Maldonado i in., 2016; Ogborn & Gardiner, 2010).

Mechanizm powstawania zwigkszonej ekspresji BDNF w migsniu Sol wymaga dalszych
badan. Mozna przypuszczaé, ze nie jest to efekt aksonalnego transportu mRNA transgenu
zrdzenia kregowego, poniewaz nie zaobserwowano zadnego wzrostu ekspresji BDNF
w motoneuronach migsnia Sol, a dodatkowo sa one potozone w wigkszej odlegtosci od miejsca
iniekcji niz MN TA. Prawdopodobnie BDNF ulega ekspresji we wtoknach mig¢sniowych
podczas poprawy funkcjonalnej, w sposob zalezny od pobudzenia (Gomez-Pinilla i in., 2002;
Hurtado 1 in., 2017; Lu, 2003; Matthews 1 in., 2009). Druga mozliwos$¢ to rozprzestrzenianie
si¢ AAV-BDNF przez uktad krwiono$ny. Ekspresj¢ BDNF w naczyniach krwiono$nych

zaobserwowat Cefis i wspotpracownicy (Cefis i in., 2022). Podobng sytuacj¢ nalezy rozwazy¢
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w opisanym w tej pracy modelu eksperymentalnym, poniewaz uzyty wektor wirusowy pod
promotorem synapsyny, obecnej w neuronach, potencjalnie moze ulega¢ ekspresji rowniez
w wykazujacych obecno$¢ synapsyny-1 komorkach nabtonkowych naczyn krwiono$nych

(Bustos i in., 2001).

5.6 Brak negatywnej regulacji receptora TrkB w warunkach

nadekspresji BDNF

Dordzeniowa iniekcja AAV-BDNF prowadzita do silnej nadekspresji BDNF w segmentach
L3-L6 rdzenia krggowego. Ogolna zdolnos¢ uktadu rdzeniowego do odpowiedzi na terapie
zostala potwierdzona przez segmentalng analize ekspresji genu TrkB, ktora wykazata
zachowana receptywno$s¢ na BDNF. Nie zauwazono réwniez obniZenia segmentalnego
poziomu ekspresji TrkB po leczeniu AAV-BDNF, ktore obserwowano w doswiadczeniu
chronicznym naszego zespotu, po picciu tygodniach od SCT (Ziemlinska i in., 2014).

Brak potencjalnie spodziewanego obnizenia ekspresji receptora o wysokim powinowactwie
moze wynika¢ z faktu, Zze motoneurony w tych segmentach nie eksprymuja egzogennego
biatka, a poziom endogennego BDNF osigga w komorce wartosci kontrolne. Negatywna
regulacja moze wystepowac blizej miejsca iniekcji, gdzie motoneurony wytwarzaja BDNF
w komorce, a receptor moze by¢ tlumiony i internalizowany, jednak te segmenty nie byly
analizowane w niniejszej dysertacji.

Na poziomie L4 i L5, gdzie obserwuje si¢ jedynie wtokna transdukowanych neuronow
otaczajagce MN, zaobserwowano wzrost poziomu receptora TrkB w MN. Tutaj moze
wystgpowa¢ mechanizm pozytywnego sprzezenia zwigzany z wydzielaniem neurotrofiny
przez wtokna. Wynika to z faktu, ze BDNF aktywuje wiele czynnikow transkrypcyjnych,
wsrod ktorych jeden to CREB, ktory, jak udowodniono, powoduje wzrost poziomu receptora

TrkB (Deogracias i in., 2004; Finkbeiner i in., 1997).

5.7 Wizrost ekspresji p75 w rdzeniu kregowym i ztaczu nerwowo-

mieSniowym w warunkach nadekspresji BDNF

W odpowiedzi na iniekcje AAV-BDNF doszio do znacznego podwyzZszenia poziomu
ekspresji receptora BDNF o niskim powinowactwie - p75 oznaczanego metodag qRT-PCR
w dolnych segmentach ledzwiowych rdzenia, podobny trend obserwowano rowniez
w motoneuronach oraz wzrost ekspresji receptora w jadrach podziagczowych miocytow. Jest to
interesujace zjawisko, ktore cho¢ moze wydawaé si¢ niepokojace, nie musi oznaczaé
negatywnego wptywu.
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Jedng z pozytywnych konsekwencji podwyzszonego poziomu receptora p75 u szczurow
poddanych dordzeniowej iniekcji AAV-BDNF moze by¢ przeciwdziatanie demielinizacji
wiokien. Tolwani i wspotpracownicy opisali wzrost produkcji mieliny wywolywany przez
przez aktywowany ligandem receptor p75 (Tolwani i in., 2004). Wykorzystujac myszy
transgeniczne z nadekspresja BDNF, badacze ci analizowali dlugoterminowy wptyw BDNF na
proces mielinizacji w obwodowym uktadzie nerwowym in vivo. Podwyzszenie poziomu
BDNF w myszach transgenicznych spowodowato wzrost zarowno tempa, jak i zakresu
mielinizacji. To odkrycie pokrywa si¢ z wynikami zaprezentowanymi w niniejszej dysertacji
i otwiera nowe perspektywy w zrozumieniu mechanizméw regulacji mielinizacji oraz
wskazuje na potencjalne terapeutyczne zastosowanie BDNF w leczeniu chorob
demielinizacyjnych.

Opisany zostal rowniez pozytywny wplyw receptora p75 na przezywalnos¢ komorek
nerwowych i aktywacje endogennych mechanizméw naprawczych w modelu kompresyjnego
uszkodzenia rdzenia kregowego. Zwierzeta typu dzikiego wykazaly znacznie wyzsza
przezywalnos¢ komorek w miejscu uszkodzenia i lepsza regeneracj¢ funkcjonalng 8 tygodni

po urazie w porownaniu z myszami pozbawionymi receptora p75 (Chu i in., 2007).

5.8 Wplyw BDNF na neuroprzekaznictwo w zlaczu nerwowo-
mi¢sniowym

Spadek ekspresji receptorow nikotynowych acetylocholiny w migs$niu Sol, oceniany metoda
qRT-PCR, korelowatl ze spadkiem w objetosci ich sygnatu immunofluorescencyjnego
w ztagczach nerwowo-mig$niowych migsnia Sol. Terapia AAV-BDNF nie miala wptywu na
ekspresje tych receptoréw w miegsniach. Te wyniki sa zaskakujace, poniewaz w kontekscie
zmienionej zasobno$ci w neurotrofiny w mig¢éniach, spodziewano si¢ pewnych zmian we
frakcji receptoréw nikotynowych zachowujacych zdolnos¢ do wigzania ligandow.

Nie stwierdzono wplywu uszkodzenia ani terapii za pomocg AAV-BDNF na pule
pecherzykéw synaptycznych, szeroko$¢ szczeliny synaptycznej oraz liczbe stref aktywnych
analizowanych z uzyciem mikroskopii elektronowej. Natomiast oznaczenia metoda
immunofluorescencji wykazaty ogromne spadki w objgtosci znakowania receptora
pecherzykowego acetylocholiny w obu mig$niach. Nalezy podkresli¢, ze prezentowany zestaw
danych z mikroskopii elektronowej odzwierciedla stan w subpopulacji zlaczy o zachowane;j
integralnosci, gdyz ztagcza wykazujace rozpad struktur presynaptycznych i fragmentacje blony
byty wykluczone z pomiaréw. Rowniez rozbiezno§¢ w wynikach dotyczacych poziomu biatka

VACHT i iloscig SVs moze by¢ z tym zwigzana. Inng kwestia, ktorg nalezy wzig¢ pod uwage
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jest obecnos¢ niefunkcjonalnych lub pustych pecherzykow synaptycznych u szczuréw
spinalizowanych. Badania Rodriguesa i wspotpracownikéw wskazuja, ze liczba pecherzykow
w NMJ u myszy z 70% redukcja ekspresji VAChT, byta taka sama w porownaniu do myszy
typu dzikiego, a jedynie ksztalt i rozmieszczenie SVs w odpowiedzi na stymulacje elektryczng
byty inne (Rodrigues i in., 2013).

Wyniki przedstawione w dysertacji wskazujg na mozliwy mechanizm przyczyniajacy si¢ do
regulacji uwalniania ACh przez BDNF. W migéniach TA i Sol, leczenie AAV-BDNF
doprowadzito do zmniejszenia ekspresji receptorow M2 mAChR. Poniewaz presynaptyczne
receptory M2 mAChR zostaly opisane jako hamujace uwalnianie ACh (Oliveira i in., 2002;
Slutsky iin., 2001), ich zmniejszona ekspresja, jesli idzie w parze ze zmiang ich ilo$ci w btonie
- mogla skutkowac¢ zwickszonym uwalnianiem ACh. Efektywnos$¢ przekaznictwa ACh mogta
by¢ dodatkowo zwickszona w migsniu Sol, gdzie BDNF znormalizowal poziom transkryptu
AChE, ktory byl poczwornie podniesiony po SCT. Mniejsza dostepnos¢ AChE po podaniu
AAV-BDNF mogla prowadzi¢ do wydtuzenia czasu trwania czasteczek ACh w szczelinie
synaptycznej, co kompensowato spadek transkryptow nAChR i w konsekwencji umozliwiato

pobudzenie migsnia.

5.9 Zagadnienie korelacji pomi¢dzy zachowaniem oslonki mielinowej

a poziomem ekspresji markerow mieliny

Badania wykazaly, ze BDNF wspomaga syntez¢ bialek mieliny i proces mielinizacji
zarowno w centralnym, jak i obwodowym uktadzie nerwowym (Fletcher i in., 2018; Fulmer
i11n., 2014; Tolwani i in., 2004). Dziatanie to realizowane jest poprzez aktywacj¢ biatka Racl
w potaczeniu aksonowo-glejowym, co jest kluczowym etapem mielinizacji (Tep 1 in., 2012).
Wyniki te sugeruja, ze BDNF moze poprawia¢ stabilno$¢ biatek mieliny, potencjalnie
przyczyniajac si¢ do utrzymania i naprawy ostonek mielinowych w uktadzie nerwowym.
W niniejszej rozprawie, po reakcji immunofluorescencyjnej zauwazono zachowane ostonki
mielinowe w grupie BDNF. Z drugiej strony reakcja qRT-PCR pokazata duzy spadek
transkryptow genow S100b i MBP po przecieciu, ktory pozostawat bez zmian w grupie BDNF.
Mozna spekulowa¢, ze BDNF wplywa na stabilnos¢ bialek mieliny, nie wplywajac
bezposrednio na obrot transkryptow, ale trzeba wzia¢ pod uwagg bardzo niski poziom ekspresji
i rozdzielczo$¢ metody — by¢ moze transkryptow byto w probcee zbyt mato aby wykry¢ roznice.

Obserwowany spadek pozioméw RNA S100b w obu migéniach mozna roéwniez
interpretowac jako wynik opisywanego w chorobach motoneuronéw odréznicowania komorek

Schwanna (Arthur-Farraj i in., 2012; Neve 1 in., 2016). Fenotyp, ktory ulegl odréznicowaniu
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nie eksprymuje S100b, co wykazano w eksperymentach in vitro (Liu i in., 2015). Biorgc pod
uwage znormalizowang ekspresje receptora M2 w mieéniu Sol po terapii BDNF, a takze
w $wietle ostatnich odkry¢, ze receptor M2 jest kluczowy dla ‘przetaczania’ komorek
Schwanna na fenotyp mielinizujacy (Botticelli 1 in., 2022; Piovesana i in., 2020), nasuwa si¢
hipoteza, ze leczenie BDNF sprzyja réznicowaniu do komodrek regeneracyjnych, a nie
mielinizujacych. Udzial w zachowaniu struktury zlacza, ktore charakteryzuje ten fenotyp
komorek, cze$ciowo tlumaczyloby wigksza liczbe zlacz zachowujacych kontakt

pre- i postsynaptyczny w grupie AAV-BDNF w mig$niu Sol.

5.10 Przyczyny mniejszej reprezentacji wyznakowanych

motoneuronow oraz zlaczy nerwowo-miesSniowych po spinalizacji

Zaréwno w przypadku motoneuronow jak i ztaczy nerwowo-migsniowych liczba zbadanych
probek na grupe byta mniejsza dla grupy SCT-PBS, w szczegolnosci dla obwodu migénia Sol.
Byto tak w kazdej opisywanej analizie. Odnotowano w protokotach, ze u zwierzat po
przecieciu rdzenia bardzo trudno byto znalez¢ dobrze zachowane ztacze do analizy z uzyciem
mikroskopii elektronowej. W rejonie zlaczy wyznakowanych bungarotoksyng na etapie
przygotowania preparatu TEM widziano 1-3 zlaczy w polu widzenia, a w przypadku migsni
kontrolnych i zwierzat SCT-BDNF ta liczba wynosita 5-10. W wypadku NMJ liczba potaczen
po przecigciu rdzenia zgodnie z literaturg maleje, ze wzgledu na postepujaca atrofie,
szczegollnie silng w przypadku migsnia Sol, ktory traci 60% masy w ciggu pierwszych 10 dni
(Dupont-Versteegden 1 in., 1998). Dreyer i wspotpracownicy udowodnili ze atrofia migsni
indukowana paraplegia u szczurdw wigze si¢ z ogélnym obnizeniem aktywno$ci szlaku
sygnalizacyjnego mTOR (Dreyer i in., 2008). Ten proces moze wskazywac¢ na mechanizm
ktérego skutkiem jest zachowanie potaczen w przypadku grupy AAV-BDNF, w ktorej
obserwowano podwyzszong ekspresje tej neurotrofiny w miesniu Sol.

W przypadku motoneuronow powdd tej dysproporcji jest prawdopodobnie inny. Zgodnie
z analizg przeprowadzong w naszym zespole z wykorzystaniem techniki laserowe;j
mikrodysekcji motoneuronow, liczba wycigtych komoérek nie roznita si¢ miedzy grupami
(Benjun Ji, dane niepublikowane). Efekt ktory zauwazono w przypadku opisanych w niniejszej
dysertacji wynikow jest zwigzany z procedurg RNAScope, ktora jest dos¢ inwazyjna dla
tkanki, gtéwnie ze wzgledu na wielokrotne plukania w silnym detergencie i trawienie proteaza.
Zaobserwowano puste miejsca po motoneuronach po procedurze. By¢ moze neurony w grupie
SCT-PBS ulegaja wickszemu obkurczeniu i/lub sieci perineuronalne ulegaja wickszemu
rozluznieniu niz w innych grupach.
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5.11 Uzyskane wyniki widziane w aspekcie odleglosci od miejsca
iniekcji

Analizujac powyzsze wyniki trzeba wzig¢ pod uwage, ze motoneurony mi¢snia TA byly
potozone blizej miejsca iniekcji w porownaniu z motoneuronami Sol, wicksze byto tym samym
prawdopodobienstwo transfekcji neuronalnej MN TA przez AAV-BDNF oraz wigcej
transfekowanych wypustek interneuronéw docierato do tego poziomu (Han i in., 2019; Mohan
i in., 2014). Zaobserwowane tworzenie aglomeratow mRNA dla p75 w subpopulacji
motoneurondéw TA, nicobserwowane w przypadku motoneuronéw migsnia Sol moze by¢
zwigzane z dynamika transportu wektora. W zwigzku z tym nalezatoby zweryfikowa¢ czy
W pozniejszym okresie pooperacyjnym bylyby one zauwazalne w MN mig¢$nia Sol. Biorac pod
uwage gorzej wyrazony wptyw AAV-BDNF na stan motoneuronu TA, moze by¢ to zwigzane
z pojawiajacymi si¢ w doswiadczeniu chronicznym objawami niepozadanymi w postaci
drgawek i ruchow klonicznych (Ziemlinska i in., 2014). Podwyzszona aktywno$¢ p75 zostata
powiagzana z podobnymi objawami neuropatologicznymi obserwowanymi w chorobie
Huntingtona (HD) (Simmons 1 in., 2016). Zaburzona sygnalizacja p75 przyczynia si¢ do
deficytu w sygnalizacji BDNF, a p75 zostat zidentyfikowany jako potencjalny cel
terapeutyczny dla HD. Modulacja tego receptora wykazata obiecujace wyniki w zmniejszaniu

objawéw HD w modelu mysim. (Plotkin & Surmeier, 2014).

5.12 Ograniczenia metodologiczne pracy i proponowany Kierunek

badan

Jednym z kluczowych ograniczen metodologicznych w niniejszej dysertacji jest brak
precyzyjnego rozroznienia typow widkien migsniowych. Podjeto proby znakowania metoda
immunofluorescencji réoznych typow lancuchéw miozyny, ale nie przyniosty one sukcesu.
Chociaz wiadomo, ze migsien TA sktada si¢ glownie z wiokien szybkokurczliwych, a Sol
z wolnokurczliwych, to doktadniejsze rozréznienie tych typow mogloby dostarczy¢ istotnych
informacji. Znaczne rozbiezno$ci w wielu pomiarach moga wynika¢ wlasnie
z niewystarczajacej specyfikacji rodzajow wiokien.

Wyniki przedstawione w tej pracy otwierajg szereg nowych, obiecujgcych kierunkow
badawczych. Po pierwsze, istotne byloby przeprowadzenie analizy ekspresji gendéw
we wloknach migéniowych réznego typu. Ponadto, warte uwagi jest badanie odpowiedzi
komorek glejowych w tym modelu doswiadczalnym. Kolejnym istotnym kierunkiem jest

zbadanie poziomu markerow neurotroficznych na poziomie bialek, czego nie zrobiono ze
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wzgledu na niewystarczajacg ilo§¢ materialu tkankowego. Szczegolnie kluczowe wydaje sie
by¢ oznaczenie stopnia aktywacji receptorow TrkB i p75. Badanie tych aspektow moze nie
tylko wzbogaci¢ nasza wiedze¢ o ztozonych interakcjach miedzy wtoknami mig$niowymi
a uktadem nerwowym, ale takze otworzy¢ droge do nowych terapii w leczeniu zaburzen

neurologicznych i mi¢sniowych.
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6. WNIOSKI KONCOWE

Wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie przynoszg potwierdzenie potencjatu

terapeutycznego BDNF, osiagnietego za pomoca wszczepu dordzeniowego AAV-BDNF, do

osiggnigcia poprawy funkcjonalnej po catkowitym przecigciu rdzenia krggowego (Ziemlinska

i in., 2014). Jednocze$nie zwracaja uwage na konieczno$¢ monitorowania w dalszych

badaniach pojawiania si¢ bolu neuropatycznego. Zaproponowano kilka mechanizméw

majgcych wptyw na poprawe funkcjonalng u zwierzat, ktore otrzymaty dordzeniowg iniekcje

AAV-BDNF:

Przywrocenie receptywnosci motoneuronéw na BDNF. Dwa tygodnie po catkowitym
przecieciu rdzenia kregowego nastepuje znaczace zmniejszenie si¢ ekspresji mRNA
TrkB w grupach MN migéni tylnych konczyn, Sol i TA, operujacych w stawie
skokowym. Egzogenne biatko BDNF, obecne w neuronach gornych odcinkow
ledzwiowych i wtdknach przenikajacych gome i dolne odcinki ledzwiowe, powoduje
zwigkszenie ekspresji TrkB w obu grupach MN. Prowadzi réwniez do przywrocenia
dostgpnosci transkryptéw TrkB w cytoplazmie MN.

Zidentyfikowane rejony dzialania rekombinowanego BDNF sugeruja, ze
komorkami docelowymi dla tego bialka sa zaréwno neurony lezagce w obrebie
centralnego generatora lokomocji, jak tez egzekwujace skurcz miesni motoneurony
dolnych odcinkéw ledZwiowych.

Podwyzszenie ekspresji BDNF oraz TrkB w jadrach podzlaczowych NMJ moze
wskazywa¢ na zwickszong aktywnos$¢ troficzng migsni i ich oddziatywanie
ogblnoustrojowe, tym samym przyczynia¢ si¢ do zachowania integralno$ci zlacza
nerwowo-mi¢sniowego.

Wykazany hamujacy wplyw BDNF na ekspresje receptorow muskarynowych M2
i acetylocholinoesterazy AChE w NMJ moga wskazywaé¢ na zwigkszenie dostgpnosci
ACh w synapsie poprzez zwigkszenie wyrzutu acetylocholiny z pecherzykow
synaptycznych i zmniejszenie jej enzymatycznej degradacji.

Nieprawidlowe nagromadzenie si¢ transkryptow receptora p75 zaobserwowane
w licznych MN TA moze by¢ rozpatrywane w kontekscie specyficznej dla MN TA
regulacji sygnatu troficznego; w celu zinterpretowania tego wyniku wymagane sa dalsze

badania.
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