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Tytut pracy: ,,Ocena apoptozy w procesie starzenia kory mozZdzku u myszy

niewytwarzajgcych interleukiny 6

STRESZCZENIE

Starzenie si¢ organizmow wielokomoérkowych jest procesem uniwersalnym, wystepujacym
powszechnie, dotyczacym réwniez organizmu cztowieka. Na przestrzeni ostatnich 100 lat dlugosé
zycia ulegta znacznemu wydhluzeniu, a populacja oséb starszych potrojeniu. Prognozuje sig, iz do
roku 2025 osoby powyzej 65 roku zycia w krajach rozwinigtych beda stanowity 20% populacji.
Wozrastajaca z wiekiem oraz w przebiegu chorob neurodegeneracyjnych ekspresja IL-6 zostala
uznana za swoisty akcelerator procesu starzenia, a wystgpujace w tym procesie objawy ze strony
OUN od wielu lat wigzane sg z utrata komorek nerwowych. Przeprowadzone przed kilkoma laty
badania wykazaly, iz u naczelnych 80% neuronow OUN jest zlokalizowanych w mo6zdzku,
a komorkami szczegdlnie wrazliwymi na zmiany zwigzane z procesem starzenia, ktorych utrata
siega 30%, sa komorki Purkinjego.

Poniewaz degenerujace komorki sg eliminowane z tkanek na drodze apoptozy, w niniejszej
pracy podjeto probe wyjasnienia, czy wrodzony brak IL-6 wplywa na proces apoptotycznej
Smierci komorek kory moézdzku oraz na mechanizmy molekularne zwigzane z regulacja tego
procesul.

Do$wiadczenia przeprowadzono na korze mozdzku pobranej od 40-Stu samcéw myszy
w wieku 4 i 24 miesiecy szczepu C57BL/6J, z ktorych potowa byta pozbawiona funkcjonalnego
genu interleukiny 6 C57BL/6J '6-/miKopf (| .6 KO). Pozostate zwierzeta stanowily grupy
referencyjne (WT, ang. wild type).

Obraz morfologiczny kory moézdzku oceniono na skrawkach parafinowych barwionych
hemetoksyling i1 eozyng. Oceng stopnia apoptozy komorek kory mozdzku przeprowadzono
metodg TUNEL oraz barwieniem immunohistochemicznym na obecno$¢ aktywnej kaspazy 3.
Przy uzyciu metody fluorescencyjnej oceniono lokalizacjg astrocytarnego biatka GFAP oraz
autofluorescencj¢ ziarnistosci lipofuscyny. Ponadto przy uzyciu metody Western blotting
oceniono ekspresje bialek zaangazowanych w proces apoptozy: biatka p53, MDM-2, Bax i Bcl-2
oraz wystepujacego w astrocytach biatka GFAP.



Przeprowadzone badania wykazaty, iz bezwzgledna masa mozdzku nie roéznita si¢ U 4-
miesi¢gcznych zwierzat obu genotypow. Podczas gdy masa mézdzku u starych 24-miesiecznych
myszy szczepu WT ulegata niewielkiemu obnizeniu, u starych zwierzat IL-6 KO wzrastala,
osiggajac istotnie statystycznie wyzsza warto§¢ w porownaniu do starych myszy szczepu WT.

W obrazie morfologicznym kory moézdzku miodych zwierzat nalezacych do obu genotypow
W barwieniu H+E stwierdzono prawidtowa struktur¢ narzadu z zachowang budowa wszystkich
warstw korowych. Natomiast u 24-miesigcznych zwierzat zaobserwowano wyrazne zmiany
w warstwie komoérek Purkinjego. Liczne komorki tej warstwy wykazywaty cechy zwyrodnienia,
takie jak obkurczenie perikarionu 1 utrat¢ charakterystycznego gruszkowatego ksztattu,
zwigkszong kwasochtonno$¢ cytoplazmy oraz zatarcie struktury jadra, a w niektérych komorkach
jadra piknotyczne. Podczas gdy warstwa komorek Purkinjego u mtodych zwierzat na przekroju
kory moézdzku charakteryzowala si¢ uporzadkowanym, szeregowym ulozeniem, u starych
zwierzat stwierdzono wystepowanie znacznych przerw pomiedzy komorkami Purkinjego
wskazujacych na ich ubytek. Opisane zmiany morfologiczne byly bardziej nasilone u 24-
miesigcznych zwierzat szczepu WT, w poréwnaniu do odpowiadajacych im wiekowo myszy
niewytwarzajacych IL-6.

Poniewaz procesowi starzenia OUN towarzyszy hiperplazja i hipertrofia komorek glejowych
wykonano ocen¢ tkanki glejowej metoda immunofluorescencyjna wskazujaca lokalizacje
charakterystycznego dla astrocytow biatka GFAP. U mtodych zwierzat obu genotypow ilos¢
swiecacego produktu biatkowego byta niewielka, natomiast w korze mozdzku starych zwierzat
obu genotypéw zaobserwowano intensywng reakcje zlokalizowang w obrebie perikarionow
komorek glejowych, jak rowniez widoczng na przekrojach ich dendrytow. Reakcja ta byla
bardziej nasilona w korze mézdzku 24-miesiecznych myszy szczepu WT, niz IL-6 KO, co zostato
potwierdzone badaniem Western blotting, w ktorym ekspresja biatka GFAP ulegla istotnie
statystycznemu wzrostowi u starych zwierzat szczepu WT w odniesieniu do odpowiadajacych im
genotypowo zwierzat mtodych oraz byta wyzsza u starych myszy szczepu WT w poréwnaniu do
starych zwierzat 1L-6 KO.

Ponadto w badaniach wykonanych przy uzyciu metody fluorescencyjnej w perikarionach
komorek Purkinjego oraz w towarzyszacych im komodrkach glejowych Bergmanna 24-
miesi¢cznych zwierzat obu genotypow wykazano autofluorescencj¢ ziarnistosci, znacznie bardziej
nasilong u zwierzat szczepu WT. W celu wyjasnienia znaczenia procesu apoptozy w mechanizmie
$mierci komoérek w zaobserwowanej utracie komorek Purkinjego w okresie starzenia wykonano
barwienie metoda TUNEL, stuzaca do wykrywania jader komorek apoptotycznych. W Zadnej z

warstw kory mozdzku pobranej od mtodych zwierzat obu genotypow nie stwierdzono komorek



TUNEL-pozytywnych, natomiast u starych zwierzat zaobserwowano jedynie pojedyncze komorki
apoptotyczne. W celu potwierdzenia niskiej aktywnos$ci apoptotycznej starzejacej si¢ kory
moézdzku wykonano barwienie immunohistochemiczne w kierunku aktywnej formy kaspazy 3.
Brak reakcji na kaspaze 3 w komorkach wszystkich warstw kory moézdzku, przy jednoczes$nie
intensywnej reakcji w komorkach splotu naczyniastego potwierdzit wynik badania metoda
TUNEL wskazujacy, iz wystepujaca w procesie starzenia utrata komorek Purkinjego jest
spowodowana innym procesem, niz proces apoptozy.

W celu wyjasnienia podloza molekularnego zachodzacych w procesie starzenia kory
mo6zdzku zmian wykonano ocen¢ ekspresji biatka p53, aktywowanego uszkodzeniem komorki,
a szczegoOlnie jej materialu genetycznego, biatka MDM-2, pelnigcego role negatywnego
regulatora biatka p53, proapoptotycznego biatka Bax oraz antyapoptotycznego bialka Bcl-2.
Przeprowadzone badania wykazaly istotny statystycznie wzrost ekspresji biatka p53 u 24-
miesiecznych zwierzat obu genotypéw w odniesieniu do referencyjnych szczepéw miodych
myszy bez zmian w ekspresji biatka MDM-2. Pomimo, iz ekspresja biatka p53 u starych zwierzat
IL-6 KO w poréwnaniu do mtodych zwierzat tego genotypu wzrosla istotnie statystycznie, wzrost
ten byt istotnie statystycznie nizszy w poréwnaniu do starych zwierzat szczepu WT, u ktorych
ilos¢ biatka p53 wzrosta ponad 20-krotnie. Niewielki wzrost ekspresji biala Bax u 24-
miesiecznych zwierzat obu genotypow wyjasnit brak odpowiedzi apoptotycznej, pomimo
znacznego nagromadzenia bialka p53. Rowniez ekspresja biatka Bcl-2 wykazata jedynie
niewielka tendencj¢ wzrostowa u starych zwierzat WT i IL-6 KO.

Na podstawie przeprowadzonych badan wyciagnigto nastgpujace wnioski:

. Proces apoptozy nie odgrywa istotnej roli w utracie komoérek Purkinjego w fizjologicznym
procesie starzenia u myszy, na co wskazuje obecnos¢ pojedynczych komoérek TUNEL-
pozytywnych w korze mozdzku u 24-miesiecznych zwierzat obu genotypow oraz brak istotnych
zmian w ekspresji genu Bax i reakcji w kierunku aktywnej formy kaspazy 3, pomimo istotnego
wzrostu u tych zwierzat ekspresji biatka p53.

. Wrodzony brak IL-6 zapobiega wystepujacej w procesie starzenia akumulacji zmian
patologicznych, na co wskazuje mniejsze nasilenie zmian neurodegeneracyjnych w komoérkach
Purkinjego oraz istotnie statystycznie nizsza ekspresja biatka p53 w korze mozdzku 24-
miesiecznych zwierzat niewytwarzajacych IL-6, w porownaniu do odpowiadajacych im wiekowo
zwierzat WT.

. Brak IL-6 zmniejsza nasilenie wystepujacej w procesie starzenia mozgu aktywacji tkanki
glejowej, na co wskazuje mniej nasilona reakcja immunofluorescencyjna uwidaczniajaca

astrocytarne biatko GFAP w korze mézdzku 24-miesigcznych zwierzat IL-6 KO w poréwnaniu



do odpowiadajacych im wiekowo zwierzat WT, potwierdzona istotnie statystycznie nizsza
ekspresja tego biatka.

. Przeprowadzone badania wskazujg, iz wrodzony brak ekspresji 1L-6 powoduje spowolnienie
rozwoju zwigzanych z wiekiem zmian patologicznych w korze moézdzku, wywotanych
wystepujaca w procesie starzenia aktywacjg tkanki glejowej, odpowiedzialng za utrzymywanie si¢

w OUN stanu zapalnego.



