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Gwiazdy w mozgu[]

Jakie sa najliczniejsze komorki w moézgu czlowieka? Astrocyty. Dlaczego zatem jest to
prawdopodobnie wiadomos$¢ nowa dla czytelnika? Przyczyn jest kilka.

Glownym przedmiotem neurobiologii jest badanie neuronéw, ich pobudliwosci, struktury potaczen,
zmian plastycznych bedacych podstawa uczenia sie lub przystosowania do nowych warunkow.
Wydaje sie to logiczne, biorac pod uwage, ze te wlasnie komoérki przewodza impulsy elektryczne
i przetwarzaja informacje naptywajace do moézgu. W tkance nerwowej znajduje sie jednak wiele
innych typow komorek, z ktérych kazda ma do speinienia wazne zadanie. Nieneuronalny komponent
modzgu klasyczna neurobiologia traktuje nieco po macoszemu. I to juz od potowy XIX w., kiedy to
Rudolf Virchow wprowadzit termin ,glia” - co po grecku oznacza po prostu klej. Wedtug Virchowa
glej to bezkomdérkowa tkanka taczna, wypetniajaca przestrzen miedzy neuronami. Wkrotce
mikroskopia pozwolila na stwierdzenie, ze glej jest zbudowany z komérek; pogrupowano je na
podstawie wygladu. Morfologicznie wyrdézniono trzy podstawowe typy gleju: oligodendrocyty -
komorki tworzace ostonki mielinowe neurondéw, co przyczynia sie do sprawnego przewodzenia
impulséw elektrycznych; mikroglej - komoérki pozostajace w stanie spoczynku, uaktywniajace sie
w stanach patologicznych oraz astrocyty. Te ostatnie maja bardzo rozbudowany system wypustek,
przy odpowiednim wybarwieniu tkanki nerwowej przypominaja gwiazdy, a w kazdym razie takie
skojarzenie mial Mihaly von Lenhossek, ktory w 1895 r. stat sie ich ojcem chrzestnym. Astrocyty
pelnia w mozgu wiele funkcji - metabolizuja neurotransmitery, usuwaja toksyny, sa Zzrodtem energii
dla neuronéw i ogolnie rzecz biorac - dbaja o utrzymanie homeostazy uktadu nerwowego. W latach
90. wykazano, ze astrocyty potrafiag komunikowac sie ze soba za pomoca ,fal wapniowych” - zjawiska
polegajacego na wzroscie poziomu jonéw wapnia w kolejnych komoérkach nalezacych do sieci
potaczonych ze soba astrocytéw. Jednak dopiero badania wskazujace, ze astrocyty moga bra¢ czynny
udzial w modulacji transmisji synaptycznej oraz ze to wtasnie one reguluja przeptyw krwi w mozgu,
spowodowaty niezwykly wzrost zainteresowania tymi komoérkami. Badacze zrozumieli bowiem, ze
astrocyt to nie tylko bierny regulator srodowiska, ale tez istotny gracz modulujacy najistotniejsze
procesy w mozgu.[]

Nokaut genetyczny(]

Odkrywanie nowych funkcji komdrek jest zwiazane $cisle z rozwojem metod. O neuronach wiadomo,
ze ich gtéwnym zadaniem jest przewodzenie impulséw i wydzielanie neurotransmiteréw. Poniewaz
sa to komorki pobudliwe, podstawowa metoda ich badania jest elektrofizjologia. Z astrocytami
sprawa jest bardziej skomplikowana. Nie sa pobudliwe, zatem nie mozna rejestrowa¢ potencjatow
blonowych. Rozwdj obrazowania z wykorzystaniem fluorescencyjnych znacznikéw stezenia jonéw
wapnia doprowadzit do pokazania, ze astrocyty reaguja na zmiane poziomu wiekszosci substancji
wystepujacych w mdézgu, oraz umozliwit okreslenie zakresu reakcji. Z kolei potaczenie
elektrofizjologii, zaawansowanej mikroskopii i specyficznych metod farmakologicznych pozwolito
stwierdzié, ze aktywnymi modulatorami wydzielonymi z gleju sa glutaminian (a wiec ta sama



czasteczka, ktora stanowi podstawowy neuroprzekaznik wykorzystywany w komunikacji
synaptycznej miedzy neuronami), ATP (tym razem nie jako Zrédio energii, ale transmiter) oraz
D-seryna (rzecz niezwykla, bowiem zdecydowana wiekszos¢ aminokwaséw u zwierzat to
L-aminokwasy). W 2001 roku Frank W. Pfrieger i jego wspoilpracownicy dzieki specjalnemu
sposobowi hodowania komérek odkryli, Zze jeden z czynnikdéw wydzielanych przez astrocyty
warunkuje tworzenie potaczen synaptycznych. Wyniki te zaskoczyly swiat nauki, bowiem ta kluczowa
substancja okazat sie byc... cholesterol. Odkrycie bylo fascynujace, a poniewaz astrocytami
zainteresowalem sie juz na studiach, postanowitem zaangazowac sie w badania nad mechanizmem
tego zjawiska. Wystatem e-mail, a bardzo zachecajaca odpowiedz sprawila, ze 3 miesigce pdzniej
rozpoczatem doktorat w Strasbourgu.[]

Badania wskazujace na udziat cholesterolu w synaptogenezie, podobnie jak zdecydowana wiekszo$¢
eksperymentéw nad astrocytami, prowadzone byly poza zywym organizmem, w hodowli komdérkowe;.
Poniewaz w biologii czesto mamy do czynienia z artefaktami, wynikajacymi z badania zjawisk poza
ich naturalnym kontekstem, stuszne pytanie brzmiato: jakie znaczenie maja astrocyty (a
w szczegolnosci wydzielany przez nie cholesterol) w funkcjonowaniu mézgu zywych organizmow?[]

Kiedy pada pytanie o role biatka lub procesu in vivo, niezbedne staja sie narzedzia oferowane przez
wspoéiczesnag genetyke. Jedna z najczesciej stosowanych metod polega na eliminacji okreslonych
gendéw i obserwacji, jakie beda skutki takiego zabiegu. Problem w tym, ze takie ,nokauty genetyczne”
powoduja eliminacje genéw we wszystkich komérkach organizmu, na wszystkich etapach rozwoju.
Z badan grupy Pfriegera wynikato, ze cholesterol syntetyzowany przez astrocyty byt niezbedny do
tworzenia synaps. Cholesterol w mézgu nie pochodzi z krwiobiegu, lecz jest syntetyzowany lokalnie
przez astrocyty, z zaangazowaniem tych samych biatek, z ktérych korzysta np. watroba. Zwykty
nokaut genetyczny pozbawitby caty organizm regulacji poziomu tego zwigzku. A cho¢ cholesterolem
strasza dziesiatki reklam telewizyjnych, to jednak jest on absolutnie niezbedny do zycia. Aby poznaé
funkcje interesujacych nas szlakéw w astrocytach, niezbedne byto wiec wytworzenie zwierzat, ktére
synteze cholesterolu miatyby zablokowanag wylacznie w tych komorkach.[]

Transgeniczne myszy(]

Rozwigzaniem okazal sie by¢ system Cre-ERT2. Ten enigmatyczny akronim zawiera w sobie dwie
sktadowe. Cre oznacza rekombinaze pochodzaca z pewnych bakteriofagéow (wiruséow atakujacych
bakterie). Enzym ten dziata jak molekularne nozyczki dostosowane do jednego tylko rodzaju cietego
materiatu - rozpoznaje sekwencje DNA otoczone znacznikami (nazywanymi sekwencjami loxP), po
czym wycina fragment zawarty pomiedzy tymi znacznikami. Technikami inzynierii genetycznej
mozna wprowadzi¢ sekwencje DNA kodujaca Cre do genomu myszy tak, aby enzym ulegat ekspresji
tylko w jednym rodzaju komoérek. O tym, ze gen ulega aktywacji w danym typie komorek,
w odpowiednim momencie, decyduje promotor. Jezeli zatem fragment DNA kodujacy Cre
poprzedzimy promotorem, ktéry kieruje ekspresje wytacznie do astrocytéw, i tak przygotowany
konstrukt wszczepimy do zygoty, to u zwierzat, ktore sie urodza rekombinaza bedzie wystepowac
wylacznie w astrocytach.[]

W przypadku naszych badan istotny byt jeszcze jeden aspekt - chodzito o to, aby mutacja ujawniata
sie wytacznie w mozgu dorostych osobnikow, tak aby jej efekty nie wplynety na prawidtowy rozwdj
zwierzat. Te kwestie rozwiazuje druga sktadowa - ERT2, ktéra zapewnia, ze rekombinaza pozostanie
nieaktywna az do momentu, w ktérym zwierze otrzyma syntetyczny lek - tamoksyfen. Ostatnim
elementem uktadanki jest linia transgenicznych myszy, zmodyfikowanych w taki sposob, ze gen,
ktory chcemy wycia¢, bedzie otoczony sekwencjami - znacznikami, czyli loxP. W momencie
rozpoczynania projektu wiedzieliSmy, ze linia myszy, w ktérej gen kodujacy biatko kluczowe dla
metabolizmu cholesterolu (SQS) jest ,naznaczony” do usuniecia, juz istnieje. Pozostato zatem



wygenerowaé¢ myszy zawierajace Cre-ERT2 w astrocytach.[]

Wytworzenie konstruktu umozliwiajacego modyfikacje genetyczna (transgenu) zajmuje
doswiadczonemu naukowcowi okoto 2 miesiace, poczatkujacemu doktorantowi zajeto pot roku.
Po6Zniej nastapily zmudne krzyzowania w celu uzyskania duzej liczby zwierzat, nieubtagane prawa
Mendla méwia bowiem o tym, ze statystyka urodzen zwierzat transgenicznych nie sprzyja
eksperymentatorowi. Wreszcie, aby oceni¢, w jakim stopniu pomyst sie udal, konieczna byla
weryfikacja. Najpopularniejsza metoda jest uzycie tzw. linii reporterowych, czyli takich, w ktorych
aktywnos$¢ rekombinazy Cre prowadzi do produkcji bialka latwego do identyfikacji, np.
beta-galaktozydazy czy GFP (czyli zielonego biatka fluorescencyjnego). Zwtaszcza GFP jest
szczegolnie przyjazne, bowiem komorki GFP-pozytywne wida¢ pod mikroskopem bez koniecznosci
dodatkowych barwien. Takie podejscie potwierdzito, Zze u myszy, ktére wygenerowatem, do
rekombinacji dochodzi efektywnie, cho¢ jej poziom zalezy od badanej struktury mézgu. Na przyktad
w korze mozgowej mutacja wystapita w ok. 30 proc. astrocytéw, natomiast we wzgérzu w ok. 85 proc.
Uzyskane linie pozwalaja wiec na wydajna, ograniczona do astrocytow i regulowana w czasie
eliminacje z tych komoérek dowolnego genu.[]

Wyjscie z cienia[]

Jak czesto bywa w nauce - dobre badania maja to do siebie, ze podejmuje je wiecej niz jedno
laboratorium. W trakcie prowadzonego przeze mnie projektu powstato kilka szczepow
transgenicznych myszy umozliwiajacych genetyczna modyfikacje astrocytéw, a jeden z nich zostat
zastosowany do zablokowania syntezy cholesterolu w tych komdrkach. Dublowanie eksperymentéw
konkurencji nie zawsze jest fascynujacym wyzwaniem, postanowiliSmy wiec nieco zmodyfikowac
projekt badawczy. Jednym z najbardziej dyskutowanych probleméw w badaniach nad astrocytami
jest pytanie o mechanizm wydzielania przekaznikéw. Jedna z najwazniejszych hipotez méwi o tym ze,
podobnie jak w neuronach, glejoprzekazniki sa gromadzone w pecherzykach i wydzielane wowczas,
gdy rosnie stezenie jonéw wapniowych w cytoplazmie. To atrakcyjna hipoteza, bo wiaze aktywnosé
wydzielnicza astrocytow z odkrytymi falami wapniowymi. Chociaz istnieja badania w hodowlach
komoérkowych lub tkankowych swiadczace o tym, Ze ten mechanizm ma miejsce, ponownie
najistotniejsze wydaje sie potwierdzenie tego zjawiska u zywych myszy.[]

Na szczescie system Cre-ERT2 mozna zaadaptowac tak, aby stuzyt nie tylko do eliminacji naturalnie
wystepujacego genu, lecz do ekspresji genu, ktérego normalnie brak. W tym celu nalezy
przygotowac linie transgeniczna zawierajaca konstrukt, w ktérym sekwencje loxP otaczaja fragment
DNA hamujacy ekspresje (tzw. sekwencja STOP). Jesli za niag umiescimy gen, ktérego funkcje chcemy
bada¢, to aktywnos$¢ rekombinazy spowoduje usuniecie fragmentu STOP i aktywacje ekspresji
zadanego genu.[]

Ale jaki gen chcemy wprowadzi¢ do genomu? W tym przypadku gen kodujacy gtéwny sktadnik
botoksu (i znéw mozemy méwi¢ o gwiazdach)! Biatko to dziala bowiem w ten sposob, ze catkowicie
hamuje wydzielanie pecherzykowe z komorek, do ktérych sie dostanie. U takich myszy
glejotransmitery nie beda wiec wydzielane, a odpowiednie testy behawioralne pozwola sie
dowiedzie¢, w jakich procesach biora one udziat. Obecnie wtasnie tak zmodyfikowane zwierzeta
przechodza serie eksperymentow, w ktorych analizujemy ich zachowanie. Doktadnej analizie jest
poddawana réwniez tkanka pobrana z ich mézgéw - mierzymy poziom ekspresji gendéw oraz
morfologie komoérek. Wyniki pozwola na okreslenie tych elementéw funkcjonowania uktadu
nerwowego, ktore zaleza od niedocenianych wczesniej astrocytéw.[]

Von Lenhossek uzyt nazwy ,komorki gwiazdziste” na podstawie wygladu astrocytéw. W tej chwili
wiadomo, ze komorki te sa istotnym ogniwem najwazniejszych proceséw w mozgu, jak uczenie sie



czy pamie¢, i moga byé celem wielu nowych lekéw. Zaréwno wielo$¢ badan poswieconych
astrocytom, jak i zaangazowanie najwazniejszych osrodkéw naukowych sprawity, ze komérki te
wyszly z cienia, stajac sie prawdziwymi gwiazdami na scenie wspdtczesnej neurobiologii. A miedzy
nami méwigc - piekne sg, nieprawdaz?[]

[

Autor: Dr Michat Slezak, asystent w Zaktadzie Neurofarmakologii Molekularnej Instytutu
Farmakologii PAN.
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