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1 WPROWADZENIE

Komorki nerwowe, podobnie jak wiele innych
typow komorek zwierzgcych, wykazuja zdol-
no$¢ do przemieszczania si¢ tzw. migracji. Ta
wlasciwo$¢, na pozér moze zaskakujaca
w przypadku neurondw, obserwowana jest naj-
wyrazniej podczas rozwoju zarodkowego zwie-
rzat. Przyktadem, ktéry dobrze ilustruje wtasci-
wosci migracyjne komorek nerwowych jest
przemieszczanie si¢ komoérek grzebieni nerwo-
wych do miejsc docelowych 1itworzenie si¢
ZWOojOW nerwow (tzw. zwojow migdzykrego-
wych), struktur o$rodkowego uktadu nerwowe-
go, np. kosci czaszki oraz melanocytow. Innym
przyktadem sa neurony ziarniste w mdzgu na-
czelnych. Sa czesto obiektem badan neurobiolo-
gow ze wzgledu na ich zdolno$¢ do migracji
wzdluz wiokien utworzonych przez komorki
gleju itym samym tworzenia skomplikowane;j
tkanki kory mozgowe;.

Wilasciwosci ruchowe komorek nerwowych
to nie tylko migracja, ale takze ruchy zwiazane
ze wzrostem neurondéw 1 wydtuzaniem si¢ akso-
now, czyli tak zwane ruchy tropiczne, lub ina-
czej wzrostowe. Po raz pierwszy odnotowal je
Harrison [11] 90 lat temu. Zauwazyt on, ze czu-
bek wydtuzajacej si¢ wypustki komorki nerwo-
wej, nazywany dalej stozkiem wzrostu (ang.
growth cone) wykazywal duze zdolnosci do
zmiany ksztaltu, przemieszczania si¢, wydluza-
nia si¢ 1 wycofywania.

Komoérki nerwowe odpowiadaja na lokalne
zmiany Srodowiska zewngtrznego poprzez stozki
wzrostu. Ostateczny jednak kierunek wzrostu
jaki przyjmuja neuryty, aw szczegolnosci te,
ktore przewodza impulsy do ciala komorki ner-

wowej, jest wypadkowa wielu zmiennych, po-
przez ktore Srodowisko zewngtrzne oddzialy-
wuje na neurony. Zmiennymi tymi moga byc¢
zardwno anizotropowe podtoze, na ktérym rosna
komorki, o zmieniajacych sig¢: adhezywnosci [3,
4, 17] lub zroznicowanej rzezbie [5, 24], jak
1 gradient st¢zen substancji chemicznej [2, 32].
Anizotropia podloza moze polega¢ rowniez na
obecno$ci roznych bialek macierzy zewnatrz-
komodrkowej, ktore stanowia podtoze dla wydtu-
zajacych si¢ aksonow [13]. Podlozem dla wzro-
stu neuronow moze by¢ takze powierzchnia
komorek takich jak komoérki nabtonka nerwo-
wego, mezenchymy, komdrki migéni, neurony,
astrocyty oraz inne komorki napotkane na dro-
dze przez wydtuzajace si¢ aksony [12, 21].

Obecnie uwaga badaczy skoncentrowana jest
na poznaniu molekularnego mechanizmu od-
dzialywania biatek naprowadzajacych stozki
wzrostu z ich receptorami w komorce.

1.1 Czynniki warunkujqce ukierunkowany
Wzrost neuronow

1.1.1 Biatka macierzy zewnqtrzkomorko-
wej biorqce udziat w naprowadzaniu ak-
sonow

Rusztowaniem utrzymujacym strukturg tkanki,
nadajacym jej odpowiednie wilasciwosci fizy-
kalne 1stanowiacym przyczep dla rosnacych
komorek jest macierz zewnatrzkomoérkowa (ang.
extracellular matrix; skrot — ECM). Ma ztozony
sktad: tworzy ja wiele roznych biatek, do kto-
rych zaliczane sa migdzy innymi bialka kolage-
nowe 1 niekolagenowe glikoproteiny, takie jak:
lamininy, fibronektyny, trombospondina, te-
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nascyny iinne [15]. Do$wiadczenia Fromherza
in vitro wykazaly, ze wzrost neurytow
z neuronow pijawek (Hirudo medicinalis) jest
kontrolowany przez wzor na podiozu pokrytym
ekstraktem bialek ECM [10] (Rysunek 1). Waz-
nym bialkiem bioracym udzial w migracji
i naprowadzaniu komorek nerwowych jest fi-
bronektyna. Stwierdzono, stosujac metody zna-
kowania 1mmunoﬂuorescencyjnego 7Ze T10Z-
mieszczenie  fibronektyny i jej receptorow
komorkowych jest zgodne ze $ciezkami migracji
komorek grzebieni nerwowych kurczgcia, nie
jest jednak ograniczone tylko do tych miejsc
[28]. Gléwnym budulcem macierzy zewnatrz-
komorkowej sa bialtka kolagenowe. Wystepuja
one obficie wzdluz $ciezek migracji komorek
nerwowych 1przypuszcza si¢, ze maja duzy
udziat w rozwoju ukladu nerwowego. Zauwa-
zono, ze jednorodne, réwnolegle uporzadkowa-
nie wiokien kolagenu w okolicach cewy nerwo-
wej zwigzane jest z przemieszczaniem si¢ komo-
rek grzebieni nerwowych, ich polaryzacja
ksztaltu 1 ukierunkowana migracja in vivo [19].
Stwierdzono tez, ze biatka adhezji komoérkowej
takie jak: N-CAM maja udzial w procesie rege-
neracji nerwow in vivo [29]. Podanie poliklonal-
nych przec1wc1al przemwko N-CAM zakloca
1 opoznia regeneracj¢ nerwow u myszy i zaktoca
unerwienie siatkowki [26].

®) ®)

Rysunek 1. Schemat ilustrujacy w jaki sposob neuryty komo-
rek nerwowych pijawek sa naprowadzane przez biatka macie-
rzy zewnatrzkomoérkowej (ECM).

Stozki wzrostu neurytow wedrujq po Sladach wyznaczonych
przez biatka ECM (A), natomiast neuryty majq tendencje do
skracania sie (B), a ich kontakt z podiozem wydaje sie by¢ ze-
rwany przez silty, ktore naprezajq neuryty i wplywajq na ich
przyczepnos¢ do podtoza (wg.Fromhertz i Schaden 1994 zmie-
nione).

Receptorami w komorkach dla biatek macie-
rzy zewnatrzkomoérkowej sa integryny — biatka
integralne bton komorkowych, ktore biora udziat

w adhezji komorek do biatek ECM oraz
w adhezji typu komodrka-komorka. Wsrod biatek
ECM, bedacych naturalnymi ligandami dla inte-
gryn, laminina ma silne wtasciwos$ci indukowa-
nia wzrostu neurytow w wielu roéznego typu
neuronach [7, 13]. In vitro laminina wplywa na
zalezny od jej stgzenia wzrost szybko$ci migru-
jacych  neuronow  wspotczulnych  [Liang
1 Crutcher 1990]. Badania z zastosowaniem
metod immunofluorescencyjnych wykazuja, ze
laminina wyst¢puje wzdtuz Sciezek wzrostu wy-
dtuzajacych si¢ aksonow, zarowno w centralnym
jak 1 w obwodowym uktadzie nerwowym [23].

1.1.2 Chemotropizm komorek nerwowych

Pierwsze obserwacje ukierunkowanego wzrostu
neurytow w gradiencie stgzen substancji poczy-
nit in vitro Letourneau w 1978 roku [18]. Zaob-
serwowal on dodatnig odpowiedz komodrek ner-
wowych na rozwijajacy si¢ gradient NGF
(czynnika wzrostu nerwOw, ang. nerve growth
factor). Pozniejsze do$wiadczenia przeprowa-
dzone wlatach 80-tych 190-tych przyniosty
wigce] dowoddéw na to, ze istnieja drobno-
1 wielkoczasteczkowe substancje, ktore maja
wplyw na ukierunkowany wzrost 1 migracj¢ ko-
moérek nerwowych, m. in. takie biatka jak ne-
tryny [14], semaforyny i kolapsyna [8, Keynes
1 Cook 1995], peptydy (substancja P) [6] oraz
stwierdzono chemotropiczny efekt dziatanie
niektorych neurotransmitrow: acetylocholiny
[32] i serotoniny .

2 MATERIALY I METODY

2.1 Hodowle komorek nerwowych z 6-dniowego
zarodka kurczecia

Komoérki z mézgu 6-dniowego zarodka kurcze-
cia izolowano w oparciu o metode Pattmana
zpewnymi modyfikacjami [Pettman et al
1979]. Neurony izolowano przez trypsynizacje
w 0,1% roztworze trypsyny (Difco) w soli Pucka
G, nastgpnie tkanke rozdrabniano poprzez deli-
katne pipetowanie pipeta pasteurowska. Trypsy-
n¢ inaktywowano ptynem hodowlanym zawie-
rajacym surowiceg. Agregaty tworzyly si¢ przez
spontaniczna agregacj¢ komorek w naczyniu
hodowlanym. Hodowle prowadzono w pozywce
F12/DMEM 10 % FCS w atmosferze 5% CO2
i wilgotno$ci 95% 37°C. Do hodowli neuronow
DRG dodawano czynnik wzrostu nerwow NGF.
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2.2 Analiza ksztattu agregatow

Zjawisko naprowadzania komorek nerwowych
przez anizotropowe podloze obserwowane jako
zmiang ksztaltu agregatow z mozgu zarodka
kurczgcia opisano ilosciowo. W tym celu postu-
zono si¢ roéwnaniami  wyprowadzonymi
1 zastosowanymi przez Dunna i Browna w 1986
roku [9] do opisu rzutu powierzchni fibrobla-
stow ludzkich hodowanych na rowkowanych
podtozach. Metoda ta opiera si¢ na matematycz-
nym opisie nieregularnych dwuwymiarowych
ksztaltbw za pomoca wielkosci zwanych mo-
mentami. Do obliczania momentéow wykorzy-
stano oprogramowanie (program CYTO cycle
2.0), ktore woparciu orownania Dunna
i Browna, umozliwialo wyznaczenie parame-
trow opisujacych ksztalt agregatow: rozciagnie-
cie (ang. extention), rozproszenie (ang. disper-
sion), wydluzenie (ang. elongation) i orientacje.
Zarejestrowany przy pomocy kamery CCD ob-
raz pojedynczych agregatow w hodowlach in
vitro obrysowywano manualnie, auzyskany
w ten sposob ksztatt poddawano analizie.

2.2.1 Obliczanie momentow ksztattu

Dla kazdego ksztaltu agregatu obliczano mo-
ment zerowego rzedu, dwa momenty pierwszego
rz¢du 1 trzy momenty drugiego rzedu. Te sze$¢
momentow opisuje podstawowe cechy ksztattu:
moment 0-rzedu jest to liczba (n) pikseli
w zdigitalizowanym obrazie agregatu. Pozosta-
tych 5 momentoéw (m) obliczono sumujac odpo-
wiednio wspotrzedne x 1 y wszystkich n pikseli:

my =2y

Mmog=2Xx
2
mOZZZy .

myp =X xy

Myy=n
m20=2x

Poniewaz zostaty one obliczone przez dys-
kretne (po okreslonej liczbie punktow) sumowa-
nie, a nie catlkowanie, momenty te sa tylko osza-
cowaniem momentéw rzeczywistych. Jednak
przyblizenie jest bardzo dobre jezeli n jest duze
(ok. 1000).

Wyznaczono réwniez momenty centralne,
zdefiniowane wzgledem S$rodka cigezkosci figury
ptaskiej (rzutu agregatu na ptaszczyzng). Sa one
niezmienne wzgledem translacji, to znaczy nie
zmieniaja si¢ ze zmiang potozenia obiektu. Mo-
menty centralne 2-rzedu dla kazdej komorki ob-
liczono jak nastgpuje:

2
Moo =mog - (M7 19/ moy)  py = myy - (myomoy /
moo)

_ 2
Moz = moy = (M”01 / Myp).

Aby momenty centralne pozostaly niezmien-
ne w odniesieniu do zmian wielkos$ci ksztattu
dokonano normalizacji. Obliczono znormalizo-
wane momenty centralne 2-rzedu:

77220 = o/ mzoo My =t/ mzoo

m oo.

Nor = Moz /

2.2.2 Obliczanie parametrow ksztaltu
agregatow

Zdefiniowano réwniez niezalezne od obrotu 2-
rzedowe parametry ¢, i ¢, gdzie:

&1 = Moo + Tho &= (Mo - o)’ + 41711,

na podstawie ktorych wyznaczono dwa nie-
zmienniki obrotu:

=2 (¢ + V()
($).

W oparciu o te wielkosci obliczono:

—rozciqgniecie (ang. extention; symbol — Ex);
Ex = log, (A;) - jest ono miara jak bardzo

ksztalt r6zni si¢ od kota 1 przyjmuje wartos¢ ze-

ro jezeli ksztalt jest kolisty i zwigksza si¢ nie-
ograniczenie dla ksztaltéw mniej zwartych;

—rozproszenie (ang. dispersion; symbol — Dys);
Dys = log, (\ (4i4)) jest minimalnym roz-

ciagnigciem ksztattu jakie moze by¢ osiagnigte
na drodze roéwnomiernego S$ciskania ksztattu
wzdluz jego dlugiej osi najmniejsza warto$¢
rozproszenia (Dys) wynosi zero, dla ksztattow
eliptycznych inie moze nigdy przekroczy¢
wartosci rozciagnigcia (Ex);

—wydtuzenie (ang. elongation; symbol — El); El
= logy, (V (4 / A)) jest miarg jak bardzo
ksztatt musi by¢ $cisniety wzdhuz jego dhugiej
osi, aby uzyska¢ najmniejsze rozciagnigcie;

_ orientacje (Or,) liczong jako kat o pomigdzy
dhuga osia ksztattu x” a osia y , bedaca duga
osia komorki fibroblastu ludzkiego znajduja-
cego si¢ najblizej agregatu, dla poréwnania
zmian parametru orientacji w czasie dla roz-
nych warunkéw hodowli agregatow postuzo-
no si¢ pojeciem orientac!a bezwzgledna
(symbol — Or); Or = (Or,,

/12:27'5 (¢1- \/
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2.3 Analiza ukierunkowania aksonow

2.3.1 Obliczanie dtugosci i orientacji ak-
sonow

Kazdy akson, ktorego obraz uzyskiwano na mo-
nitorze, dzielono manualnie przy uzyciu pro-
gramu SPY na odcinki d; o dlugosci odpowia-
dajacej 15 um dlugosci rzeczywistej. Dhugosé
aksonu d obliczono przy uzyciu programu MA-
TEMATICA sumujac dhugosci n odcinkéw uzy-
skanych w wyniku podziatu aksonu.

i=1

kierunek rzezby podloza

v

Rysunek 2. Rysunek przedstawia sposob, w jaki wyznaczano
kat oo migdzy kierunkiem rzezby podtoza a kierunkiem wzro-
stu danego odcinka aksonu, ktéry poddawano analizie orienta-
cjl.

Obliczano kat « zawarty miedzy poszczegodl-
nymi odcinkami aksonu (d;) a kierunkiem bodz-
ca naprowadzajacego (kierunek rowkéw na
podiozu lub diuga o$§ fibroblastow ludzkich)
(Rysunek 2). W kontroli, w ktoérej aksony rosty
na podilozu izotropowym, za 0§ odniesienia
przyjmowano o$ OX ukladu wspoirzednych,
w ktory wpisany byl zarejestrowany obraz akso-
nu. W celu znormalizowania orientacji aksonow
w skali od 0 do 1, dla kazdej wartosci kata o
obliczono warto$¢ cos20o. w oparciu o metode
wprowadzona i zastosowang przez Nuccitellego
1 Ericksona [20] do ilosciowego opisu ukierun-
kowanej migracji komoérek w polu elektrycz-
nym. Dla odcinkéw aksondéw zorientowanych
rownolegle do kierunku bodzZzca naprowadzaja-
cego o = (I’ icos2a = 1. Dla odcinkow akso-
néw zorientowanych przypadkowo, gdzie kat o

wynosi 45°, warto$¢ cos2a = 0. W przypadku
aksondéw zorientowanych prostopadle do kie-
runku bodzca naprowadzajacego, dla ktorych o
=90° cos2a=-1.

2.3.2 Analiza statystyczna

Analizy statystycznej wynikow  dokonano
z zastosowaniem programoéw: STATISTICA 5.1,
edycja '97 1 Exel 97. Przy ocenie 1 interpretacji
otrzymanych wynikéw (parametrow ksztattu,
obliczania kosinusa kata podwojonego) postu-
zono si¢ testem nieparametrycznym Kruskal-
Wallisa. Do przedstawienia ianalizy rozkladu
warto$ci parametrow ksztattu agregatéw postu-
zono si¢ skategoryzowanymi histogramami,
w ktorych zmienna grupujaca byl rodzaj podiozy
na ktoérych rosty agregaty.

3 WYNIKI

3.1 Badanie roli fibronektyny (biatka macierzy
zewnqtrzkomorkowej) w naprowadzaniu
agregatow z mozgu zarodka kurczecia

Zauwazono, ze komodrki nerwowe z mdzgu za-
rodka kurczgcia wysiane podloze z warstwy fi-
broblastow ludzkich przyczepiaty si¢ tworzac
spontanicznie agregaty. Agregaty te, poczatko-
wo symetryczne i zblizone ksztattem do kuli, juz
po 2 dobach hodowli zmieniaty swdj ksztatt na
wrzecionowaty (Fotografia 1C) irozciagaty si¢
wzdtuz pasm jakie tworzyly fibroblasty. Agre-
gaty w hodowli obserwowano przez kilka dni
1 zauwazono, ze po 7 dniach inkubacji, kiedy
agregaty wytworzyly juz miedzy soba potacze-
nia, efekt naprowadzania agregatow jest znie-
siony (Fotografia 1D). Zauwazono, ze agregaty
z mdzgu 6-dniowego zarodka kurczgcia rosnace
na fibroblastach ludzkich blokowanych surowica
przeciw ludzkiej fibronektynie rowniez wyka-
zuja pewna orientacj¢. Porownujac obraz agre-
gatdow rosnacych na podiozu blokowanym,
z obrazem agregatOw rosnacych na fibrobla-
stach, nie dostrzega si¢ istotnych réznic (Foto-
grafia 2A4-B). Dlatego w celu statystycznego po-
roOwnania obrazoéw z doswiadczen postuzono si¢
metoda morfometrii obrazowe;.

3.1.1 Analiza morfometryczna agregatow
Dokonano pomiar6w parametrow ksztattu oraz
orientacji agregatdow z moézgu 6-dniowego za-
rodka kurczgcia rosnacych na warstwie fibrobla-
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stow ludzkich, fibroblastach blokowanych su-
rowica przeciw-ludzkiej fibronektynie oraz dla
poréwnania agregatow rosnacych na jednorod-
nym podtozu — kolagenie. Agregaty na kolage-
nie stanowity kontrolg dla pozostatych doswiad-
czen. Stwierdzono, ze podiloze utworzone
z utrwalonych fibroblastow ludzkich ma silne
wlasciwosci naprowadzajace komorki nerwowe.
Wilasciwosci te mozna w istotny sposob ostabic¢
pokrywajac fibroblasty surowica anty-ludzka fi-
bronektyna, co potwierdzono porownujac rdzni-
ce migdzy warto$ciami Or agregatow na fibro-
blastach 1 fibroblastach blokowanych (patrz:
Tabela 1).

Tabela 1. Zmiany orientacji $redniej (Or) w czasie dla agre-
gatdw neurondw z moézgu 6-dniowego zarodka kurczecia ro-
snacych na podtozu izo- i anizotropowym.

Srednia warto$é orientacji bezwzglednej (Ory,) [ X £ SD]
Czas inku- | 10 godzin |30 godzin | 50 godzin | 70 godzin
bacji
Kolagen 42,69 42,12 43,74 £ 42,63 £
27,28 23,86 23,39 25,32
Fibroblasty |39,87 27,86 £ 14,56 £ 16,21 £
26,87 23,52 * 13,19 * 14,08 *
Fibroblasty |43,49 + 33,69 + 31,85+ 22,24 +
blok. an- 28,43 24,52 * 24,79 * & 20,30 *
tyFN

Agregaty hodowano na podlozu izotropowym (kolagenie)

i anizotropowym (utrwalone 3,7 % roztworem formaldehydu
fibroblasty ludzkie oraz utrwalone fibroblasty ludzkie bloko-
wane surowicq ,,anty-ludzka FN”). Obrazy obserwowano

w kontrascie fazowym co 10 godzin przy uzyciu mikroskopu
odwroconego OLYMPUS IMT 2 wyposazonego w kamere CCD
i rejestrowano na dysku komputera. Obliczenia parametru
orientacji agregatow wykonano z zastosowaniem programu
CYTO cycle 2.0. Wartosci liczbowe bedgce srednimi z co naj-
mniej 100 pomiarow (Ory,) podano z uwzglednieniem odchyle-
nia standardowego (SD). Ocene istotnosci roznic

w wartoSciach parametru Or dla danych warunkow

w porownaniu z kontrolq (kolagenem) przeprowadzono sto-
sujqc test nieparametryczny Kruskala-Wallisa. Wyniki istotne
statystycznie zaznaczono * (p<0,05). Stosujqc ten sam test do-
konano oceny istotnosci roznic w wartosci Or dla agregatow
rosnqcych na fibroblastach ludzkich i fibroblastach blokowa-
nych surowicq antyFN. Wyniki istotne statystycznie zaznaczo-
no & (p<0,05).

Fotografia 1. Wzrost komorek nerwowych z mézgu zarodka
kurczecia na warstwie fibroblastow ludzkich.

(A) Utrwalone fibroblasty ludzkie; widac, ze komorki sq utozo-
ne rownolegle wzgledem siebie. (B) Po wyznakowaniu prze-
ciwciatami przeciw ludzkiej fibronektynie zaobserwowano, ze
depozyty fibronektyny sq odkladane w sposob uporzadkowany,
rownolegle wzgledem osi komorki. (C) Agregaty z mozgu 6-
dniowego zarodka kurczecia rosnqce na warstwie fibroblastow
ludzkich po 48 godzinach hodowli; na fotografii widac, ze
agregaty rozciqgajq sie wzdtuz pasm wytworzonych przez ro-
snqce fibroblasty ludzkie, stanowiqce podloze dla agrega-
tow.(D) Te same agregaty po 7 dniach hodowli; na fotografii
mozna zaobserwowaé, zZe efekt naprowadzania agregatow jest
zniesiony, agregaty wytworzyty miedzy sobq potqczenia. Foto-
grafie A wykonano przy uzyciu mikroskopu metalurgicznego
JENAWERT (Carl Zeiss Jena) z przystawkq do mikrofotograffii
NIKON UFX-DX, Ci D — mikroskopu odwroconego OLYM-
PUS IMT 2 z przystawkq OM-4Ti. Diugos¢ prqzka 100um.

Fotografia 2. Agregaty z mézgu 6-dniowego zarodka kurczgcia
na warstwie fibroblastow ludzkich po 48 godzinach hodowli.

Komorki nerwowe podczas izolacji wybarwiono przyzyciowo
barwnikiem fluorescencyjnym Dil (B). Jak wida¢é na fotogra-
fiach agregaty rosngce na fibroblastach pokrytych surowicq
przeciw ludzkiej fibronektynie rowniez wykazujq ukierunkowa-
ny wzrost wzdluz dlugiej osi fibroblastow. Diugos¢ prazka

200um.

Fotografia 3. Fotografie przedstawiajace zjawisko ukierunko-
wanego wzrostu neurondw ze zwojow rdzeniowych (DRG) na
podtozach anizotropowych.

Komoérka nerwowa ze zwojow DRG 6-dniowego zarodka kur-
czecia rosngcej na warstwie utrwalonych fibroblastow ludzkich
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po 48 godzinach hodowli obserwowana w mikroskopie kontra-
stowo-fazowym (A) oraz neurony DRG in vitro hodowane na
szkle rowkowanym proszkiem korundowym (nr ziarna 240)
i pokrytym poli-L-lizynq ( F). Diugos¢ prazka 100um.

Na wykresie (Wykres I) przedstawiono roz-
ktady warto$ci parametru wydtuzania (El). Jak
mozna zauwazy¢ rozktady te sa niemal iden-
tyczne dla wszystkich warunkow doswiadczenia
po 10 godzinach hodowli. Réwniez S$rednie
wartosci elongacji (Elg) po czasie 10 godzin, nie
r6znia si¢ w sposob istotnie statystyczny miedzy
soba (p=0,680). Po 30 godzinach inkubacji Elg;
agregatow rosnacych na fibroblastach i fibro-
blastach blokowanych surowica antyFN zwigk-
sza si¢ o ok. 60% w poréwnaniu do agregatow
na kolagenie, i jak stwierdzono rdznice wartos$ci
El agregatéw hodowanych na poszczegdlnych
podtozach sa statystycznie istotne (p=0). Po 50
godzinach inkubacji $rednie wartosci wydluze-
nia dla wszystkich warunkéw doswiadczenia
r6znia si¢ w sposob istotnie statystyczny (p=0).
Takze rozklady parametru wydtuzenia r6znia si¢
znacznie, co mozna zaobserwowaé porownujac
histogramy (Wykres 1). Aby stwierdzi¢ czy pa-
rametr wydluzenia agregatow rosnacych na fi-
broblastach zmienia si¢ w sposéb istotnie staty-
styczny po zablokowaniu surowica antyFN,
dokonano analizy wynikow testem Kruskala-
Wallisa. Po 50 godzinach hodowli rdznice te sa
istotne: pso=0,045.

WydluzZenie ksztaltu agregatéw
80

60
40
20
0
— 00 05 1,0 1,5 20 25 3000 05 1,0 1,5 20 25 3000 05 1,0 1,5 20 25 3,0
c\a kolagen po 10 godz. fibrobl. po 10 godz. antyFN po 10 godz.
; 80
o 60
= 40
&
2 20
£
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ﬁ kolagen po 30 godz. fibrobl. po 30 godz. antyFN po 30 godz.
2080
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40
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0
00 05 1,0 1,5 20 25 3000 05 10 1,5 20 25 3000 05 1,0 1,5 20 25 30

kolagen po 50 godz. fibrobl. po 50 godz. antyFN po 50 godz.

Wykres 1. Na wykresie przedstawiono w postaci histogramow
rozktady parametru wydtuzenia (El) ksztattu agregatow neuro-
now z mozgu 6-dniowego zarodka kurczecia na podtozach izo-
i anizotropowych po réznych czasach inkubacji.

kolagen - agregaty na kolagenie (podloze izotropowe) po 10,
30 i 50 godzinach hodowli

fibrobl - agregaty na fibroblastach ludzkich utrwalonych 3,7%
roztworem formaldehydu (podtoze anizotropowe) po 10,30 i 50
godzinach hodowli

antyFN - agregaty na fibroblastach ludzkich utrwalonych
3,7% formaldehydem i blokowanych surowicq ,,anty-ludzka fi-
bronektyna” (podioze anizotropowe) po 10, 30 i 50 godzinach.

Efekt wydluzenia agregatéw neuronow
zmoézgu zarodka kurczecia rosnacych na war-
stwie fibroblastow ludzkich jest wigc wyrazniej-
szy po dluzszym czasie hodowli, komorki ner-
wowe migruja zagregatow wzdluz pasm
fibroblastow przez co agregaty nabieraja
ksztattu wrzecionowatego z dajaca si¢ wyodreb-
ni¢ jedng osia symetrii.

Blokowanie fibroblastéw surowica ,,anty-
ludzka fibronektyna” powoduje ostabienie tego
efektu, czyli oslabienie ukierunkowanej migracji
neuronéw na podiozu anizotropowym. Izotro-
powe podtoze kontrolne (kolagen) nie sprzyjato
migracji neurond6w w sposob ukierunkowany —
Elg nie zmienia si¢ w czasie inkubacji, a ksztatt
agregatow pozostawat eliptyczny i zwarty.

W celu iloSciowego przedstawienia rdznic
ksztattow agregatow neurondw zmozgu 6-
dniowego zarodka kurczgcia hodowanych na
podtozach izo- 1 anizotropowych poréwnano
rozktady zalezno$ci parametrow rozproszenia
(Dy) od wydtuzenia (EI) po 10 170 godzinach
hodowli (Wykres 24, B). Jak wida¢ na powyz-
szych wykresach rozktad zalezno$¢ rozproszenia
(Dy) od wydluzenia (EI) ksztattu agregatoéw ho-
dowanych na podtozu izotropowym (kolagenie)
nie zmienia si¢ w czasie inkubacji agregatow.
Wartosci $rednie parametrow (Dyy, Elg) po 10
godzinach wynosza odpowiednio 0,064 *+ 0,033
10,438 =+ 0,266, apo 70 godzinach: 0,049 =+
0.05110,509 £ 0,320 (£ SD).

A. Zalezno$¢ rozproszenia (Dy) od wydluzenia (El)
ksztaltu agregatéw po 10 godzinach

0.8

0,6

0,4

Rozproszenie (Dy)

4 kolagen
o fibroblasty
® blok. antyFN

1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
Wydluzenie (EI)
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B. Zalezno$¢ rozproszenia (Dy) od wydluzenia (El)
ksztaltu agregatow po 70 godzinach

0,8

Rozproszenie (Dy)

A kolagen
O fibroblasty
® blok. antyFN

00 05 0 1,5 20 25 30 35 40
Wydluzenie (El)

Wykres 2. Wykres zaleznosci parametru rozproszenia (Dy) od
parametru wydtuzenia (El) ksztaltu dla agregatéw neurondéw
z moézgu zarodka kurczgcia po 10 (A) i 70 (B) godzinach ho-
dowli.

Agregaty inkubowano przez 10 godzin na podlozu izotropowym
(kolagen) i anizotropowym (utrwalone 3,7% roztworem for-
maldehydu fibroblasty ludzkie oraz fibroblasty blokowane su-
rowicq , anty-ludzka fibronektyna” - blok. antyFN). Zywe
agregaty obserwowano przy uzyciu mikroskopu odwroconego
OLYMPUS IMT 2 wyposazonego w kamere CCD i obrazy reje-
strowano na dysku komputera. Obliczenia parametrow rozpro-
szenia (Dy) iwydtuzenia (El) kazdego agregatu wykonano
z zastosowaniem programu CYTO cycle 2.0, a nastepnie przed-
stawiono na wykresie zaleznos¢ rozproszenia od wydtuzenia
dla poszczegolnych agregatow.

Zaobserwowano natomiast, ze po 70 godzi-
nach hodowli agregaty na fibroblastach ludzkich
przyjmuja  ksztatty  bardziej = wydluzone
w porownaniu do hodowanych na kolagenie
1 fibroblastach blokowanych surowica ,,anty-
ludzka fibronektyna” (Wykres 2B). Warto$¢
sredniego wydtuzenia (Ely;, ) po 70 godzinach
zwigksza si¢ ponad 3-krotnie (od 0,467 = 0,284
do 1,428 = 0,566) (Tabela 1), arozproszenia
(Dyg) 2,7 raza (od 0,088 = 0,090 do 0,239 +
0,150). Rozktad zaleznos$ci rozproszenia od wy-
dhluzenia agregatow hodowanych na fibrobla-
stach ludzkich (Wykres 2B) dowodzi o wigkszej
liczbie agregatow o ksztaltach wrzecionowatych
(o wigkszych wartosciach El). W przypadku
agregatow hodowanych na fibroblastach ludz-
kich blokowanych surowica antyFN mniej jest
agregatow o ksztattach wrzecionowatych
(mniejsze wartosci El, a wigksze Dy). Po 70 go-
dzinach hodowli wtych warunkach warto$¢
sredniego wydtuzenia (Ely) zwigksza si¢ 2 razy
(od 0,5124+0,284 do 1,114%0,557), aroz-
proszenia (Dyg) 3,5 raza (od 0,080x0,054 do
0,28510,185).

3.1.2 Wzrost neuronow DRG ze zwojow
rdzeniowych na podtozu anizotropowym

Komoérki ze zwojow rdzeniowych (neurony
DRG) rosna na podtozu z utrwalonych fibrobla-
stow ludzkich w sposob uporzadkowany, wy-
dluzajac swoje aksony rownolegle do dtugiej osi
fibroblastow (Fotografia 3 A). Zaobserwowano,
ze kierunek wzrostu aksondw pokrywa si¢
z kierunkiem utozenia filamentow fibronektyny
na powierzchni fibroblastow ludzkich. Stwier-
dzono, ze zablokowanie fibronektyny za pomoca
surowicy anty-ludzka fibronektyna nie zaktoca
efektu naprowadzania neuronéw DRG na war-
stwie fibroblastow ludzkich (Wykres 3, Tabela
2).

Tabela 2. Poréwnanie wartosci $rednich kosinu-
sow kata podwojonego o (cos2a) neuronow DRG
z zarodka kurczgcia rosnacych na podtozach ani-
zotropowych.

Warto$¢ $rednia kosinusa kata podwojonego o
(cos2a) [ x £SD]

Kontrola -0,04 £ 0,71
Rowki 0,35+0,064 *
Fibroblasty 0,68 £0,47 *
Fibroblasty

blok. antyFN 0,61 £0,58 *

Neurony DRG z 6-dniowego zarodka kurczecia hodowano
przez 40 godzin na podiozu izotropowym (kontrola), na podto-
zu ze szkta rowkowanego proszkiem korundowym i pokrytego
poli-L-lizynq (rowki) oraz na podtozu z utrwalonych fibrobla-
stow ludzkich i utrwalonych fibroblastow ludzkich blokowa-
nych surowicq anty-ludzka fibronektyna. Zbadano statystycznie
istotnos¢ roznic miedzy Srednimi w porownaniu z kontrolq te-
stem nieparametrycznym Kruskala-Wallisa, * p = 0.
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Wykres 3. Trajektorie aksonéw neuronow DRG rosnacych na
podtozach o ré6znych wilasciwosciach fizykochemicznych.

Neurony DRG hodowano przez 40 godzin na: (A) podtozu izo-
tropowym — szkto pokryte kolagenem,; (B) podtozu rowkowa-
nym — szklo rowkowane proszkiem korundowym (nr ziarna
240) i pokrytym poli-L-lizynq, (C) warstwie utrwalonych fibro-
blastow ludzkich 3,7% roztworem formaldehydu oraz na war-
stwie utrwalonych fibroblastach ludzkich blokowanych suro-
wicq anty-ludzkaFN (D). Zywe komérki obserwowano przy
uzyciu mikroskopu odwroconego OLYMPUS IMT 2 wyposazo-
nego w kamere CCD. Obrazy rejestrowano na dysku kompute-
ra. Trajektorie aksonow wyznaczono przy uzyciu programu
MATEMATICA sprowadzajac poczatek kazdego aksonu do po-
czaqtku uktadu wspotrzednych; ny=150, ng=71, nc=86, np=22.

Podloze rowkowane utworzone poprzez zary-
sowywanie szkla do hodowli proszkiem korun-
dowym powoduje, ze neurony ze zwojow rdze-
niowych kurczecia (DRG) rosna w sposob
uporzadkowany wzdhuz rowkow (Fotografia 3
F). Wyniki doswiadczen przedstawiono obra-
zowo w formie wykreséw trajektorii komorek
nerwowych (Wykres 3). Analiz¢ ilo$ciowa opi-
sywanego zjawiska przedstawiono w tabeli (7a-
bela 2).

4 DYSKUSJA

Powierzchnia oraz sktad chemiczny podtoza sa
jednymi z wielu czynnikéw majacych wpltyw na
ukierunkowanie wzrostu 1migracji komorek.
Zjawisko naprowadzania (ukierunkowania) ko-
morek przez kontakt z niejednorodnym (anizo-
tropowym) podiozem opisat inazwal po raz
pierwszy Weiss [30] w latach trzydziestych.
W pozniejszych swoich pracach Weiss wykazat

[31], ze naprowadzanie przez kontakt (ang.
contact guidance) jest uniwersalnym zjawi-
skiem, charakterystycznym dla réznych typow
komorek, ktore moze mie¢ fundamentalne zna-
czenie w procesie morfogenezy. Obecnie uwaza
si¢, ze naprowadzanie przez kontakt jest jednym
z mozliwych mechanizméw regulujacych ukie-
runkowany wzrost 1ruch komorek nerwowych.
Weczesniejsze doswiadczenia przeprowadzone in
vivo [16, 19, 27] iin vitro [17, 21, 25, 31] po-
swigcone badaniu mechanizmow rzadzacych
procesem naprowadzania neurondw potwier-
dzaja hipotezg, ze wybor ostatecznej drogi przez
aktywna ruchowo komodrke nerwowa jest uwa-
runkowany wieloma czynnikami, z ktorych
kontakt z podtozem naprowadzajacym jest istot-
nym, jezeli nie najwazniejszym czynnikiem.

Badania zjawiska ukierunkowanego wzrostu
komorek nerwowych in vitro przeprowadzono
na specjalnie przygotowanych podtozach, ktore
umozliwity wywolanie reakcji naprowadzania
przez kontakt. Byly nimi: utrwalone fibroblasty
ludzkie oraz podiloze rowkowane, ktére cecho-
wala anizotropia rzezby. Rzezba podtoza uzy-
skanego przez utrawalenie formaldehydem
zwarte] warstwy fibroblastow ludzkich, wyka-
zywala regularng niejednorodno$¢ topograficzna
zwigzana z ksztaltem komorek fibroblastow,
tworzacych zwarta warstwe oraz z depozytami
biatek macierzy zewnatrzkomoérkowej (fibro-
nektyny).  Anizotropia podloza zwiazana
z uporzadkowanym rozmieszczeniem fibronek-
tyny w warstwie fibroblastow ludzkich ma cha-
rakter nie tylko topograficzny, ale réwniez che-
miczny.

Modyfikacja podioza, przez zablokowanie fi-
bronektyny za pomoca surowicy skierowanej
przeciw  ludzkie; fibronektynie, pozwolila
w sposob  selektywny wyeliminowa¢ jeden
z czynnikow, ktéry ma wplyw na anizotropig
podtoza —fibronektyng— jedno z biatek macierzy
zewnatrzkomorkowe;.

Badania, ktoérych wyniki przedstawiono
w przedktadanej pracy, po raz pierwszy
w sposoOb ilosciowy okreslity wptyw anizotropii
podtoza jakim jest warstwa zwarta fibroblastow
ludzkich 1 podtoze rowkowane, na naprowadza-
nie aksonow DRG 1iagregatéw z mozgu 6-
dniowego zarodka kurczecia. Dzigki zastosowa-
niu metod matematycznych do opisu tego zjawi-
ska, wykazano udzial biatka macierzy zewnatrz-
komoérkowej (fibronektyny) w reakcji ukierun-
kowanej migracji neurondw z mozgu, oraz wy-
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kazano, ze obecno$¢ aktywnej fibronektyny nie
decyduje o efekcie naprowadzania przez kontakt
neuronéw DRG. Udowodniono takze role rzez-
by podtoza w procesie ukierunkowanego wzro-
stu neuronow DRG.

Zastosowanie systemow komputerowych do
rejestracji obrazu komoérek umozliwito okresla-
nie zmian ksztattu agregatow z mézgu zarodka
kurczgcia oraz polozenia neuronow DRG
w czasie do$wiadczenia. Pozwolito to na okre-
Slenie takich parametrow charakteryzujacych
ukierunkowany wzrost komorek nerwowych, jak
dlugos$¢ aksondw i orientacja aksonéw opisy-
wana jako cos2« oraz parametry ksztaltu agre-
gatow takie jak rozciagnigcie (ang. extension),
rozproszenie (ang. dispersion), wydluzenie
(ang. elongation), orientacja agregatow.

4.1.1 Parametry ilosciowe okreslane
i analizowane w doswiadczeniach

W celu ilosciowego przedstawienia efektu na-
prowadzania agregatdéw komoérek nerwowych
z moézgu zarodka kurczgcia przez anizotropowe
podloze w pracy postuzono si¢ rOwnaniami wy-
prowadzonymi przez Dunna i Browna w 1986
roku [9]. Opisu nieregularnych dwuwymia-
rowych ksztalttow jakimi sa rzuty komorek na
podtoze (lub w tym przypadku agregatow komo-
rek), dokonano za pomoca wielkosci matema-
tycznych zwanych momentami. Momenty maja
wazng wlasno$§¢ wykorzystywana do tej pory
powszechnie w mechanice, natomiast rzadko
doceniang przez innych specjalistow zajmuja-
cych si¢ analiza ksztattu — dowolny ksztatt moze
by¢ opisany z dana doktadnoscia przez uzycie
tylu nieskofczonych ciagdéw momentow, ilu
wymaga dany opis. Zatem dokltadno$¢ opisu jest
ograniczona tylko przez wybor pierwszych kilku
momentOw najnizszego rzedu. W przypadku
analizy ksztattu agregatéw postuzono si¢ progra-
mem licencyjnym CYTO cycle 2.0, ktory opie-
rajac si¢ o rOwnania Dunna 1 Browna, ignoruje
detale obrysu ksztattu komoérek (wypustki, nie-
rownosci konturu wynikajace czgsto z braku
wprawy operatora) biorac pod uwage podsta-
wowy ksztalt obiektu. Dzigki temu pomiary nie
podlegaja bledom, ktorych wprowadzenie bylo-
by nieuniknione, gdyby opiera¢ analiz¢ ksztaltu
o powszechnie uzywane miary jak: obwod lub
sprawdzian szczgkowy — niezmiernie czulych na
obecno$¢ jakichkolwiek szczegdtow w obrysie
ksztattu komodrki. Wyniki pomiard6w nie zaleza

od metody pomiaru, lecz od ksztattu analizowa-
nych obiektoéw.

Momenty zostaly okre$lone tak, aby zacho-
waé wszystkie pozadane cechy w kazdym po-
miarze ksztattu agregatu. Miary przez nie okre-
slone nie zaleza wigc od potozenia, rozmiaru
i ukierunkowania ksztalttu w odniesieniu do
uktadu wspotrzednych. Wprowadzone nie-
zmienniki momentéw sa latwe do analizy po-
niewaz odpowiadaja intuicyjnemu poczuciu
ksztaltu oraz sa odpowiednie w badanym tutaj
uktadzie biologicznym.

4.2 Reakcja neuronow z mozgu zarodka
kurczecia na anizotropie podtoza —rola
fibronektyny

Uzyskanie wydluzonych ksztaltow agregatow
1 uporzadkowanie ich wzdtuz dlugiej osi fibro-
blastow $wiadczy o preferencji migrujacych
neurondow do obierania pewnego kierunku mi-
gracji, ktory jak stwierdzono pokrywat sig
z kierunkiem odkfadania depozytow fibronekty-
ny. lloSciowa analiza ksztatltow agregatow poka-
zata, ze zablokowanie fibronektyny surowica
przeciw ludzkiej fibronektynie powodowato za-
burzenie orientacji bezwzglednej agregatow na
fibroblastach. Agregaty przybieraty ksztalty
mniej wydluzone (mniejsze wartosci parametru
wydtuzenia), a bardziej rozcztonkowane (wigk-
sze warto$ci parametru rozproszenia), niz hodo-
wane na fibroblastach ludzkich. Skrdcenie
ksztatltow agregatow 1ich wigksze rozczionko-
wanie po zablokowaniu podtoza z fibroblastow
ludzkich surowica przeciw ludzkiej fibronekty-
nie powodowane jest zaburzeniem zdolnosci
migracyjnych neurondéw tworzacych agregat.
Neurony moglty migrowaé¢ wolniej (skrocenie
agregatow), lub migrowaty z ta sama predkoscia
lecz w sposob przypadkowy (agregaty bardziej
rozcztonkowane).

Ukierunkowanie wzrostu aksonéw na podto-
zach anizotropowych jest wynikiem wptywu
struktury irzezby podloza na wydtuzajace sig
wypustki nerwowe. Jak stwierdzono czynnikiem
naprowadzajacym wtym przypadku faktura
(rzezba podtoza). Dalsze wyniki autorki [24]
pokazaty, ze komorki nerwowe reaguja na sub-
telne nierownos$ci podioza, rysy o wymiarach
ok. 100 nm, wydtuzaniem si¢ filopodioéw wysu-
wanych przez stozki wzrostu neurondw. Reakcja
ta zapoczatkowuje nast¢pne etapy naprowadza-
nia przez kontakt, takie jak wysunigcia krawedzi
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wiodacej wzdtuz rysy, zmiang morfologii stoz-
koéw wzrostu 1 w dalszej kolejnosci zmiang kie-
runku wydluzania aksonu.
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