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Wykaz skrotow uzywanych w pracy
AD — choroba Alzheimera

ALS — stwardnienie zanikowe boczne
BSA — albumina bydleca
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FTH - tancuch cigzki ferrytyny
FT-HA — ferrytyna — fancuch ciezki A
FTL — fancuch lekki ferrytyny

FTM — fancuch posredni ferrytyny
FToid — ferrytoid

GD — zakret zgbaty

Hip — hipokamp

HRP — peroksydaza chrzanowa

IF — immunofluorescencja

[HC — immunohistochemia

LF — ptat czolowy

MBP — zasadowe biatko mieliny
MDL — gléwna linia gesta

MOG — mielinowa glikoproteina oligodendrocytow
NA — apertura numeryczna

OLG — oligodendrocyty

OUN - os$rodkowy uktad nerwowy
PD — choroba Parkinsona

PLP — proteolipidowe biatko mieliny
PNS — obwodowy uktad nerwowy



SLM — warstwa jamisto-drobinowa
SM — stwardnienie rozsiane

SO — warstwa poczatkowa

SP — warstwa piramidalna

SR — warstwa promienista

TF — czynnik transkrypcyjny

TFR — receptor typu TF



Streszczenie

Oligodendrocyty to najliczniej wystepujace komorki glejowe uktadu nerwowego.
Gtowng ich funkcja jest ochrona neuronéw, wsparcie metaboliczne komoérek nerwowych,
gromadzenie zelaza niezbednego do procesow biochemicznych, zachodzacych we
wszystkich komoérkach uktadu nerwowego i zapewnienie im ostony, niezbednej dla
prawidlowego przewodzenia impulsOw w neuronach. W niniejszej pracy dokonano
analizy morfometrycznej 1 morfologicznej oligodentrocytéw w trzech obszarach mézgu
cztowieka 1 psa: hipokampie (hippocampus), ptacie czotowym (lobus frontalis) 1 ciele
modzelowatym (corpus callosum). W oparciu o standardowe i specjalne badania
histologiczne dokonano analizy morfologicznej i morfometrycznej oligodendrocytow w
wybranych obszarach mozgowia cztowieka i psa.

Uzyskane wyniki wskazujg na brak istotnych réznic morfologicznych pomiedzy
obydwoma gatunkami, potwierdzajac, ze sam proces mielinizacji jest zjawiskiem
stabilnym ewolucyjnie w wigkszosci grup zwierzat kregowych. Wyniki tej czgsci pracy
potwierdzajg roOwniez, ze pies moze by¢ naturalnym modelem chordb, zwigzanych z
uszkodzeniami oligodendrocytow.

W drugiej cze$ci pracy podjeto sie wyjasnienia pochodzenia ewolucyjnego
kluczowych dla funkcjonowania oligodendrocytéw biatek: MBP, MOG i FTH. Analizy
wykonano typowymi metodami bioinformatycznymi — poprzez poréwnania
filogenetyczne i modelowanie potencjalnych wtasciwosci katalitycznych biatek

Uzyskane wyniki pozwalaja postawi¢ hipoteze, ze roéznorodne grupy ferrytyn,
obserwowane u strunowcoOw pochodza od jednego, wspolnego biatka. Wyniki
przeprowadzonych analiz pozwolily rowniez zaproponowac¢ nowa klasyfikacje ferrytyn,
opartg o ich potencjalne wiasciwosci katalityczne 1 pochodzenie ewolucyjne.

Dla biatka MBP wyniki pozwalaja postawi¢ hipoteze, ze powstalo ono na skutek
fuzji dwoch fragmentoéw odrebnych genow.

W przypadku MOG nie potwierdzono hipotezy o jego potencjalnym pochodzeniu
od jednego z biatek z rodziny butyrofilin. Wyjasniono réwniez obserwacje, wskazujace
na zroznicowang ekspresje tego biatka w poszczegdlnych grupach ssakow — tylko w
moézgu w wypadku cztowieka i pozostatych naczelnych oraz w moézgu i narzadach
obwodowych u innych grup ssakow, w tym gryzoni. Czynnikiem odpowiedzialnym za te
roznice sg polimorfizmy sekwencji promotoréw genu MOG u poszczegodlnych grup

zwierzat.



Abstract

Oligodendrocytes are the most numerous glial cells of the nervous system. Their
main function is to protect neurons, provide metabolic support for nerve cells, accumulate
iron necessary for biochemical processes occurring in all cells of the nervous system and
provide them with a shield necessary for proper conduction of impulses in neurons. In
this paper, the morphometric and morphological analysis of oligodendrocytes in three
areas of the human and canine brains was performed: hippocampus, lobus frontalis and
corpus callosum. Based on standard and special histological studies, morphological and
morphometric analysis of oligodendrocytes in selected areas of the human and canine
brains was performed.

The obtained results indicate the lack of significant morphological differences
between the two species, confirming that the process of myelination itself is an
evolutionarily stable phenomenon in most groups of vertebrate animals. The results of
this part of the work also confirm that the dog can be a natural model of diseases
associated with damage to oligodendrocytes.

In the second part of the work, an attempt was made to explain the evolutionary
origin of the proteins crucial for the functioning of oligodendrocytes: MBP, MOG and
FTH. Analyzes were performed using typical bioinformatics methods — phylogenetic
comparisons and modeling of potential catalytic properties of proteins

The obtained results allow us to hypothesize that the various groups of ferritins
observed in chordates come from one common protein. The results of the analyzes also
allowed to propose a new classification of ferritins, based on their potential catalytic
properties and evolutionary origin.

For the MBP protein, the results allow us to hypothesize that it was formed as a
result of the fusion of two fragments of separate genes.

In the case of MOG, the hypothesis of its potential origin from one of the proteins
of the butyrophyllin family has not been confirmed. Observations indicating differential
expression of this protein in particular groups of mammals were also explained - only in
the brain in the case of humans and other primates, and in the brain and peripheral organs
in other groups of mammals, including rodents. The factor responsible for these
differences are polymorphisms of MOG gene promoter sequences in particular groups of

animals.
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I. Wstep
1.1 Historia badan nad oligodendrocytami

W latach 50-tych XIX wieku Rudolf Virchow analizujac struktur¢ mozgu,
stwierdzil, ze poza astrocytami w ,,Nervenkitt” jest wiecej typow komorek, ale z powodu
niedoskonatych metod barwienia nie mozna byto dokona¢ ich doktadnej charakterystyki i
zostaly nazwane ,trzecim elementem” (Somjen, 1988; Rosenbluth, 1999). Kilkadziesiat
lat pdzniej Pio del Rio-Hortega (1921) zastosowat metodg barwienia z uzyciem weglanu
srebra, dzigki czemu wskazat nowe, nieznane wlasciwosci neurogleju. W swoich pracach
wykazal, ze komorki glejowe zawieraja liczne, krotkie wypustki i okreslit je mianem
oligodendrogleju oraz mikrogleju. Cechami definiujagcymi oligodendrocyty (OLG) byly
ich male ciata komoérkowe, z jadrem obfitujgcym w chromatyne oraz wypustki bez
wlokien, wypehlione ziarnisto§ciami cytoplazmatycznymi. Zastosowanie impregnacji
solami srebra umozliwito obserwacj¢ ogromnej ztozonosci wypustek tych komorek. Na
podstawie badan z uzyciem soli srebra, Pio del Rio-Hortega byt w stanie rozr6zni¢ cztery
typy tych komorek:

o OLG typu I, wytwarzajace wiele r6znych segmentdw mieliny na aksonach o matlej
srednicy w r6znych kierunkach;

o OLG typu II podobne pod wzgledem wielkosci i liczby do typu I, ale z
segmentami mieliny biegngcymi rownolegle do siebie;

J OLG typu III towarzyszace mniejszej liczbie aksonow o wigkszej $rednicy;

o OLG typu IV posiadajace cialo komoérkowe $cisle przylegajace do jednego,
bardzo duzego aksonu, w uktadzie podobnym do komorek Schwanna.

Obraz barwienia OLG potwierdzil, ze niektéore ich wypustki przebiegaty
réwnolegle do aksondéw i1 wydawaty si¢ pokrywac aksony ,,mieling”. Termin ,,mielina”
zostal wprowadzony przez Rudolfa Virchowa juz w 1858 roku, na dlugo przed
poznaniem doktadnego jej pochodzenia i funkcji (Rosenbluth, 1999). Praca Penfielda
(1924) ugruntowata poglad, ze gléwna rola OLG jest tworzenie mieliny, chociaz
mielinizacja nie byla uwazana za ich jedyna funkcje. W istocie szarej osrodkowego
uktadu nerwowego (OUN) opisano frakcje OLG, ktére nazwano ,,okotonerwowymi”
komorkami satelitarnymi. Kontaktowaly si¢ z perikarionami neurondéw, co sugerowato
inny rodzaj zalezno$ci pomig¢dzy tymi komodrkami. Niektore rodzaje oligodendrogleju
towarzyszyly matym naczyniom 1 dlatego zostaly sklasyfikowane jako ,satelity

okotonaczyniowe”.



Glownym odkryciem, potwierdzajacym teori¢ o roli OLG w wytwarzaniu mieliny,
byta ich duza liczba w traktach istoty biatej OUN, ich pojawianie si¢ w fazie rozwoju, w
czasie mielinizacji oraz potozenie w poblizu ostonek mielinowych. Co ciekawe, duza
liczba granulek w cytozolu OLG, przypominajaca komoérki gruczotdéw wydzielniczych,
zostala rowniez uznana za dowdd ich funkcji w tworzeniu ostonek mielinowch.
Poczatkowo mielina nie byta uwazana za przedtuzenie btony plazmatycznej OLG, ale
raczej za tluszczowa  substancje  aksonalng  wydzielang do  przestrzeni
zewnatrzkomorkowej  (Rosenbluth, 1999). Znaczenie ,cylindra aksonow” w
przekazywaniu impulsow chemicznych zostalo dobrze poznane, ale przelomem okazatla
si¢ praca Betty Ben Geren (1954), wykorzystujaca mikroskopi¢ elektronowa (EM) w
obwodowym uktadzie nerwowym (PNS) pisklat. W swojej pracy wykazata, ze mielina
nie jest pochodzenia aksonalnego, ale stanowi ciggle bloniaste rozszerzenie komorek
Schwanna. Podobny zwigzek, ze spiralnym owini¢ciem glejowej btony plazmatycznej
wokot aksonu, zostal potwierdzony dla OLG w OUN (Bunge 1968; Hildebrand i wsp.,
1993). Wszystkie te prace radykalnie zmienity sposob postrzegania OLG 1 mieliny z
amorficznego ,,Nervenkitt” w fascynujacy obiekt badan biologii komorki.

OLG w historii ewolucyjnej krggowcoéw, pojawity si¢ po raz pierwszy u ryb,
jednak najwigcej badan nad ich strukturg i funkcja dotyczyto ssakow (Hines, 2021).
1.2 Funkcja oligodendrocytéow

Wigkszos¢ OLG posiada od 20 do 60 wypustek o dtugosci okoto 20-200 pum
(Hildebrand i wsp., 1993; Chong i wsp., 2012). Szacunkowa powierzchnia jednego OLG
wynosi okoto 5-50 x 10> um?, co stanowi najwickszy obszar posrod wszystkich komorek
organizmu (Pfeiffer 1 wsp., 1993; Baron i Hoekstra 2010). Proces mielinizacji
pojedynczych segmentéw aksondéw pomimo, ze zajmuje tylko szes¢ do dziewigciu
godzin, jest energochtonny (Czopka i wsp., 2013).

Ostonka mielinowa przylegajaca do aksonu, nigdy nie uzyskuje zwartej struktury,
ale konczy si¢ w paranodalnych petlach. Tworza one polaczenia przegrodowe z
powierzchnig aksondéw, utrzymywane razem przez biatka adhezyjne i kontaktyne po
stronie aksonéw oraz neurofascyng-155 na powierzchni komoérki glejowej. W regionie
intermodalnym (pomig¢dzy dwoma domenami paranodalnymi), najbardziej wewngtrzne
blaszki ostonki mielinowej pozostaja malo zwarte, tworzac przedzial cytoplazmatyczny
czesci adaksonalnej systemu kanalow mielinowych. Jest on zwrocony w strong
przestrzeni okotoaksonalnej na catej swojej dtugosci. Taka konformacja jest optymalna

dla poprawnej komunikacji z neuronem (Salzer 1 wsp., 2008).



1.3 Budowa mieliny i jej kluczowe bialka

Oprocz unikatowej ultrastruktury, mielina posiada kilka wyjatkowych cech, do
ktorych, miedzy innymi dwukrotnie nizsze uwodnienie wzgledem oplatanego aksonu.
Drugg unikatowg cechg jest jej sktad molekularny, poniewaz mielina zawiera 70%-80%
lipidow oraz niewielki zestaw bialek, z ktorych najliczniej reprezentowane jest biatko
zasadowe mieliny (MBP) oraz proteolipidowe biatko mieliny (PLP). Badania proteomu
mieliny wykazaly obecno$¢ rowniez innych bialek o niskiej masie czgsteczkowe;,
specyficznych tylko dla OLG (Werner 1 wsp., 2007; Ishii 1 wsp., 2009; Patzig i wsp.,
2011; Manrique-Hoyos i wsp., 2012). Cecha wyr6zniajaca mieling jest niezwykla
stabilno$¢ ultrastruktury, dowodem czego sa prace badaczy, dotyczace m. in. moézgowia
Tyrolskiego Czlowieka Lodu datowanego na okoto 5000 lat (Hess i wsp., 1998). Za
stabilno$¢ mieliny odpowiedzialny jest jej sktad lipidowy bton z wysokim poziomem
nasyconych, dlugotancuchowych kwasow thuszczowych, glikosfingolipidow (~20%) oraz
cholesterolu (~40% procent wszystkich lipidow) (Coetzee i wsp., 1996). Ponadto mielina
zawiera wysoki odsetek plazmalogenow (eterolipidow) (do 15%) z nasyconymi
dhugotancuchowymi kwasami tluszczowymi (Chrast i wsp., 2011). Oddziatywania
dyspersyjne Van der Waalsa, ktore sa generowane przez interakcj¢ miedzy grupami
metylenowymi dhugich i nasyconych tancuchoéw reszt kwaséw tluszczowych, stanowia
gltowne sily, ktore utrzymuja te czasteczki razem. Zwigkszona gesto$¢ upakowania
lipidéw w mielinie jest dodatkowo warunkowana przez grupy hydroksylowe przy atomie
2-C reszt galaktozyloceramidu i sulfatydu wprowadzane przez 2-hydroksylaz¢ kwasow
thuszczowych (FA2H) (Zoller i wsp., 2008).

Po zakonczeniu mielinizacji, wazne dla rozwoju oslonek mielinowych kanaty
cytozolowe zmniejszaja si¢ pozostajac istotnym przedzialem luznej mieliny. Efekt ten
mozna obserwowaé przy uzyciu mikroskopii krioelektronowej (CEM) lub metoda
immunofluorescencyjng (IF). Opisana powyzej przestrzen cytozolowa taczy dojrzale
ciato oligodendrogleju z najbardziej wewnetrznym wierzchotkiem wypustki OLG. ,,Kanat
mielinowy”, przypominajacy rurke - przedzial cytozolowy (nazywany ,warga
wewnetrzng”), biegnacy rownolegle do cienkiej zewnagtrzkomorkowej przestrzeni
okotoaksonalnej, zwrdocony jest do miedzywezla aksondow wzdluz swojej dlugosci (Nave,
2010). Wypehiony jest catym szeregiem rozpuszczalnych i zwigzanych z blong biatek
mielinowych (Roth i wsp., 2006; Werner 1 wsp., 2007; Ishii 1 wsp., 2009; Jahn 1 wsp.,
2009). Badania z wuzyciem EM wykazaly obecno$¢ mikrotubul 1 ciat

wielopgcherzykowych w kanale mielinowym (gtownie w petlach paranodalnych i
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nacieciach mieliny Schmitta-Lantermana). Sugeruje to, ze w tym przedziale motoryczne
procesy transportowe utrzymuja si¢ przez cate doroste zycie. Struktura luznej mieliny
zachowuje funkcjonalng integralno$¢ aksondw, poniewaz zwarta mielina nie tylko izoluje
elektrycznie aksony, ale takze ostania przedzial aksondéw i ogranicza szybki dostep do
metabolitow z przestrzeni pozakomodrkowej (Jahn i wsp., 2009) .
1.4 Dysfunkcje mieliny

Zaburzenia w budowie struktury mieliny moga powodowaé p6zng degeneracje
aksonow, a nawet przedwczesng smier¢. Wykazano to w badaniach na mutantach myszy,
u ktorych brak bialek specyficznych dla mieliny. Mutacje te powoduja_dysmielinizacje,
zaburzenia w rozwoju mozgowia oraz skrocony kilkukrotnie okres zycia. Obecno$é
zakotwiczonej w btonie cyklicznej fosfodiesterazy CNP1 zapobiega przedwczesnemu
zageszezaniu mieliny podczas rozwoju, nie zmieniajac procesu mielinizacji, natomiast jej
brak zwigzany jest z problemami wtornego transportu aksonalnego po zakonczeniu
samego procesu (Griffiths 1 wsp., 1998). Jednym z mechanizméw, przyczyniajacych si¢
do tego zjawiska moze by¢ wadliwe zamykanie kanaléw mielinowych przez
nieprawidlowe ,,zageszczanie”, bezposrednio lub posrednio zaktocajagce wydajne
sprzeganie metaboliczne OLG 1 aksonéw. Dysfunkcja ta moze by¢ wynikiem deficytu
energetycznego aksondw, podczas ktérej nastgpuje rozleglta utrata aksonow i1
przedwczesna §mier¢ neurondw myszy (Lappe-Siefke 1 wsp., 2003; Edgar i Nave 2009).
U heterozygotycznych mutantéw myszy nawet o 50% zmniejszona ekspresja CNPI
zakloca dtugoterminowe utrzymywanie traktow istoty biatej, w konsekwencji prowadzac
do utraty aksonow i stanu zapalnego w uktadzie nerwowym u dorostych osobnikow
(Hagemeyer i wsp., 2012).

Kolejng wazng funkcja OLG jest wsparcie metaboliczne neuronow (Fiinfschilling
1 wsp., 2012, Lee 1 wsp., 2012, Saab 1 wsp., 2016). Uszkodzenia mieliny w OUN
zwigzane sg z roznymi chorobami neurologicznymi oraz neurodegeneracyjnymi (Nave i
Ehrenreich, 2014). Starzejacy si¢ mézg wykazuje subtelne, rozlegle pogorszenie stopnia
mielinizacji (Peters, 2009;). Dotychczasowe badania dotyczyty gtéwnie nieprawidlowosci
dysfunkcji istoty bialej OUN u gryzoni i ograniczaty si¢ w duzej mierze do diagnozy oraz
oceny obnizonych funkcji motorycznych. Wykazano, ze OLG moga mielinizowa¢ aksony
w sposob zalezny od ich aktywnosci i wptywaé na ich szybko§¢ przewodnictwa
nerwowego (Hines 1 wsp., 2015). W wysoce wyspecjalizowanych wtdknach pnia mézgu,
grubo$¢ 1 dlugos¢ miedzywezli aksonalnych ma kluczowe znaczenie dla

rozprzestrzeniania si¢ impulsow z dokladnoscig submilisekundowa, natomiast predkosé
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ich przewodzenia jest precyzyjnie kontrolowana dzigki mielinizacji (Seidl i wsp., 2016).
Co ciekawe, mielina kory moézgu ma gesto$¢ nizsza niz w pozostatych obszarach
mozgowia (Tomassy 1 wsp., 2016; Micheva i wsp., 2016) 1 nie wiadomo, jak potencjalne
zmiany w mielinizacji moglyby wplyna¢ na przewodzenie impulsoéw nerwowych.
L5 Najwazniejsze bialka oligodendrocytow — mielinowe bialko zasadowe

MBP jest jednym z kluczowych sktadnikow w tworzeniu ostonek mielinowych
OUN, przy czym jego izoforma o masie 18,5 kDa jest najliczniej reprezentowana (Han 1
wsp., 2013). Liczne izoformy MBP wykazuja si¢ réznorodno$cig czasteczkowa,
wynikajaca z modyfikacji potranslacyjnych, w tym deiminacji w wyniku ktorej powstaje
pula wariantéw cytrulinowanych o zmniejszonym dodatnim tadunku netto (Beniac i wsp.,
1999). Wysoki dodatni tadunek netto MBP jest zwigzany z nieuporzadkowang
konformacjg MBP, co pozwala na interakcj¢ z bogata w fosfolipidy cytoplazmatyczng
powierzchnig blon mielinowych. Takie $ciste oddzialywanie skutkuje neutralizacja
tadunku, faldowaniem i cze$ciowa insercja btony (Vassal i wsp., 2015). MBP promuje
uktadanie si¢ ostonki mielinowej i tworzenie gtdéwnej gestej linii (MDL), ktora w stanach
demielinizacyjnych np. w  stwardnieniu rozsianym (SM) 1 neuropatiach
demielinizacyjnych jest zaburzona przestrzennie (Dupouey i wsp.,1979, Privat i wsp.,
1979).

MBP opisywane jest gtownie ze wzgledu na swoje wlasciwosci autoantygenowe
w SM, a gltowny immunodominujacy epitop MBP, zwigzany z kompleksem receptora
limfocytéw T, zostal scharakteryzowany pod wzgledem strukturalnym (Li i wsp., 2005,
Vassal 1 wsp., 2015). Charakter autoantygenowy, wynikajacy z podatnosci MBP na
proteolize, jest zalezny od sktadu lipidow (Vassal i wsp., 2015, Shaharabani i wsp.,
2016). Deiminacja, zmieniajac strukture i funkcje MBP powoduje obnizong stabilnos¢
mieliny oraz zwigkszong podatno$¢ na proteolize¢ Tryb asocjacji bton, struktura i
stabilnos¢ MBP musza by¢ brane pod uwage podczas badania mechanizmow
molekularnych dziatania MBP (Pritzker i wsp., 2000, D’Souza i Moscarello, 2006). MBP
tworzy uporzadkowang, samoorganizujacg si¢ siatke biatkowa antyréwnoleglych lub
utozonych w stos czgsteczek z ograniczonym stopniem swobody pomiedzy warstwami
cytoplazmatycznymi mieliny (Shaharabani 1 wsp., 2016). Ta siatka biatkowa stabilizuje
warstwy mieliny, podczas gdy biatko mieliny P2 jest najprawdopodobniej zaangazowane
w stabilizacje¢ samej siatki i jest niezbedne do prawidtowego przebiegu mielinizacji
(Suresh 1 wsp., 2010; Knoll i wsp., 2014). Badania powierzchniowe wlasciwosci

adsorpcyjnych MBP wykazaly, ze biatko to wigze si¢ z powierzchnig blony przed
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zwinigciem do docelowej konformacji adhezyjnej. Model ten powstal na podstawie
wczesniejszych badan tych samych autorow, opisujacych wilasciwosci izoelektryczne
MBP (Lee i wsp., 2014; Lee 1 wsp.,2015).

MBP wykazuje si¢ zmienng dtugoscia, zalezng od translacji wyrazanych izoform
transkryptu MBP, ktorego obecno$¢ zalezy od stadium rozwoju osobniczego (Siu i wsp,
2015). W rozwoju embrionalnym oraz wieku podesztym, w OLG dominuje dluga
izoforma Golli-MBP (genes of the oligodendrocyte lineage), dtuzsza z N-konca,
natomiast w ciggu dorostego zycia dominuje klasyczna, krotka forma MBP.

1.6 Najwazniejsze bialka oligodendrocytow — mielinowa glikoproteina
oligodendrocytow

Mielinowa glikoproteina oligodendrocytéw (MOG) to biatko transmembranowe,
odgrywajace wazng rolg¢ w procesie mielinizacji oraz w obrgbie OUN, produkowane
wylacznie przez OLG. Pojedyncza zewnatrzkomodrkowa domena MOG przyjmuje
zmienng konfiguracj¢ ztozonej immunoglobuliny (Ig), utworzona przez dwie
antyrownolegte B-kartki, otaczajace hydrofobowy rdzen (Breithaupt i wsp., 2003; Brilot 1
wsp., 2009). U ludzi MOG stuzy jako niezbedna ,,czasteczka adhezyjna” zapewniajgca
integralno$¢ strukturalng oslonki mielinowej, natomiast pojawia si¢ pdzno w trakcie
rozwoju OLG (podstawowa funkcja molekularna MOG nie jest jeszcze dobrze poznana).
Prawdopodobnie jego rola polega na ukonczeniu i/lub utrzymaniu struktury ostonki
mielinowej). Inne koncepcje zakladaja, ze MOG jest konieczny jako czasteczka
adhezyjna na powierzchni ostonki mielinowej] w OUN, aby zapewni¢ jej integralnos¢
strukturalng (Chen i wsp., 2018).

1.7 Bialko odpowiedzialne za gospodarke zelazowa w oligodendrocytach - ferrytyna

Ferrytyny (FT) to oligomeryczne biatka tworzace klatki magazynujace zelazo,
zaangazowane w transport oraz zarzadzanie rOwnowagg zelaza 1 tlenu u zwierzat, roslin i
mikroorganizmow. FT naleza do rodziny biatek karboksylaz Zelaza, ktore sa zdolne do
koncentracji jonow zelaza (do 4500 atomoéw w kazdej klatce) w postaci biodostepnych,
nietoksycznych i rozpuszczalnych form tlenku zelaza Fe,O3(H,0), (Andrews 2010).

Klatka FT sktada si¢ z samoorganizujacych si¢ 24 podjednostek sparowanych
homologicznych biatek FT w zmiennych proporcjach. U krggowcow wystepuja trzy takie
podjednostki (tancuchy), klasyfikowane zaleznie od masy czasteczkowej: cigzkie (H),
srednie (M) 1 lekkie (L), kazdy wielkosci ok. 20 kDa. Oligomeryzuja one parami
przyjmujac razem postac struktury klatki 12-$ciennej (dodekahedralnej; kazda ,,$ciana”

jest dimerem) (Andrews, 2010) o masie czasteczkowej okoto 480 kDa (Linder i wsp.,
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1989; Linder 2013). W mig$niu sercowym oraz szkieletowym stwierdzono réwniez
cigzszg izoform¢ klatki, ztozong z 36 podjednostek FT. (Vulimiri i wsp. 1977, Linder i
wsp., 1981, Linder i wsp., 1989).

FT obecne sg niemal we wszystkich grupach organizméw, chociaz krggowce
wykazuja najszersze ich zrdznicowanie Niewiele wiadomo na temat lokalizacji
komorkowej i tkankowej oraz dystrybucji mniej znanych form FT, chociaz opisano ich
ekspresj¢ tkankowa dla kilku gatunkéw ssakow oraz zab. U zab ekspresje genu
kodowanego przez FTM wykryto w watrobie, natomiast geny kodujace formy
transportowe FTH 1 FTL ulegaty ekspresji we wszystkich krwinkach (Dickeyet i wsp.,
1987). Izoformy podjednostek FT moga w rézny sposéb sktada¢ si¢ w zaleznosci od
tkanki oraz miejsca wystepowania. W narzadach, w ktorych wystepuje retencja zelaza np:
sledziona, watroba (Brown i wsp., 1979, Kim 1 wsp., 2011) dominuje izoforma FTL,
natomiast w sercu (Kim i wsp., 2011), zebie (Wen i Paine 2013), w mézgu (gtownie w
neuronach i OLG) dominujaca forma jest FTH (Sanyal i wsp., 1996, , Todorich i wsp.,
2011, Reinert 1 wsp., 2019). Zmienny sktad podjednostkowy zwigzany jest z r6znym
zapotrzebowaniem na tlen 1 zelazo. OLG to gléwne komérki OUN magazynujace zelazo,
niezbedne dla kluczowych procesow metabolicznych moézgu, odpowiedzialne za proces
mielinizacji, ochron¢ i metabolizm wldkien nerwowych oraz wspomaganie wydluzania
aksonow (Simons i1 Nave, 2015). Stezenie zelaza w OLG jest pigciokrotnie wyzsze niz w
neuronach, natomiast w mikrogleju oraz astrocytach odpowiednio trzy i dwukrotnie
wyzsze (Reinert i wsp., 2019).

L.8 Badania nad ewolucjg ukladu nerwowego

Od czasu Darwina badanie ludzkich procesOw poznawczych zostato umieszczone
w kontekscie ewolucyjnym. Aby zrozumie¢ dzialanie umyshu ludzkiego, czyli
pozyskiwanie, przetwarzanie, przechowywanie informacji oraz w jaki sposéb na nig
reagujemy, nalezy uwzgledni¢ proces ewolucji i presje selekcyjna, ktora uksztattowata
naszych przodkow. Jednym ze sposobow na osiggnigcie tego celu jest poréwnanie roznic
1 podobienstw na poziomie pomiedzy istniejacymi gatunkami w procesach poznawczych i
lezacych u ich podstaw struktur neuroanatomicznych. Takie podejscie wymaga
zrozumienia relacji filogenetycznych miedzy gatunkami, aby wywnioskowaé zmiany
ewolucyjne, ktére miaty miejsce w przesztosci. Malpy czlekoksztaltne sa najblizszymi
zyjacymi krewnymi wspoélczesnego cztowieka i1 dlatego stanowily istotny model dla
badan poroéwnawczych. Ograniczenia, zwigzane z etycznymi praktykami pracy ze

zwierzetami laboratoryjnymi oraz fakt, Zze wigkszo$¢ cztekoksztaltnych to gatunki
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zagrozone, wptyneto to na zakaz wigkszosci badan z ich wykorzystaniem (Carvalhao i
wsp., 2019). Badanie struktury mézgowia wymarlych zwierzat uniemozliwia fakt, ze
tkanka nerwowa bardzo rzadko ulega fosylizacji, a dostepne artefakty nie pozwalajg na
ich pelng analiz¢ (Gramling, 2016).

Inng metoda pozyskiwania informacji o moézgowiach wymartych zwierzat jest
modelowanie ich ksztattu na podstawie zachowanych ko$ci mézgoczaszki (Muller i wsp.,
2021). Ograniczenia te sprawiaja, ze posrednia metoda porownawcza jest jednym
z najpotezniejszych dostepnych narzedzi, oraz waznych informacji na temat ewolucji
ludzkiego zachowania i proceséw poznawczych (Goodall, 1990, Sherwood i wsp., 2008).

Wazrost wielkosci mozgu czitowieka wynika gléwnie z ekspansji kory nowej
(neocortex) zwlaszcza heteromodalnych regionéw asocjacyjnych platéw: czotowego
(lobus frontalis), skroniowego (lobus temporalis) 1 ciemieniowego (lobus parietalis).
Ewolucja kory asocjacyjnej czlowieka obejmowata zréznicowane powigkszenie regiondw
homologicznych u innych naczelnych. Doprowadzilo to do zréznicowania nowych,
funkcjonalnie odrgbnych obszarow, ktére odpowiadaja za precyzyjne przetwarzanie
informacji (Finlay i1 Darlington, 1995).

1.9 Budowa moézgowia ssakow

Potkula mézgu ssakow podzielona jest na pie¢ ptatdéw: czotowy, ciemieniowy,
skroniowy, potyliczny oraz wyspe¢ (Bui 1 wsp, 2021; Uddin 1 wsp., 2006). Dwie umowne
linie podzialu wyznaczaja granice obszarow anatomicznych w moézgu. Pierwsza to
pionowa linia od bruzdy ciemieniowo-potylicznej do wcigcia przedpotylicznego (Bui i
wsp., 2021). Druga linia rozciagga si¢ od tylnej gatezi bruzdy bocznej, ktora styka si¢ z
pierwsza linig pionowg (Bui 1 wsp., 2021). Dwie linie 1 trzy glowne bruzdy ($rodkowa,
boczna 1 ciemieniowo-potyliczna) dzielg potkule mézgowa na pie¢ ptatow. Plat czotowy
lezy przed bruzda srodkowa i powyzej bruzdy bocznej (Bui i wsp, 2021; Uddin 1 wsp.,
2006; Jin 1 wsp, 2016; Nishikuni 1 Ribas, 2013) ). Plat ciemieniowy jest ograniczony od
przodu przez bruzde srodkowa, od tytlu przez pionowsg lini¢ umowng (taczaca bruzde
ciemieniowo-potyliczng i1 wecigcie przedpotyliczne), a od dolu przez poziomag lini¢
umowng - rozciggajaca si¢ od tylnego ramienia bruzdy bocznej do pierwszego ptata (Jin
i wsp., 2016; Ribas, 2010; Nishikuni i Ribas, 2013; Javed i wsp, 2020).

Cecha charakterystyczng kory nowej - neocortex jest jej szeSciowarstwowa organizacja,

ktorag mozna obserwowac na poziomie mikroskopu swietlnego:



warstwa [ molekularna (splotowata) sktada si¢ z wierzchotkowych kepek dendrytycznych
neurondéw piramidalnych, poziomo zorganizowanych aksondéw, komoérek Cajala-Retziusa
oraz komorek glejowych.

warstwa Il ziarnista zawiera gtownie komorki ziarniste oraz mate komorki piramidalne.
warstwa III piramidalna zewngtrzna sktada si¢ z malych 1 $rednich komorek
piramidalnych i mozna jg podzieli¢ na podwarstwe: Illa, I1Ib 1 Illc.

warstwa IV ziarnista wewngtrzna zawiera mate okragle komorki ziarniste (kolczaste
gwiazdziste 1 kolczaste interneurony) oraz mate komorki piramidalne.

warstwa V piramidalna wewngetrzna zawiera najwicksze komorki piramidalne, ich aksony
opuszczajg kore 1 docieraja do obszaréw podkorowych. Warstwa ta podobnie jak warstwa
III podzielona jest na 3 podwarstwy: Va, Vb1 Ve.

warstwa VI wielopostaciowa (polimorficzna) w ktorej wystepuja komorki pobudzajace(
kolczaste komorki gwiazdziste, piramidalne, odwrdcone neurony piramidalne, komorki
dwubiegunowe/wrzecionowate oraz o atypowych ksztattach) oraz interneurony hamujace.
Warstwa ta jest podzielona na podwarstwy: Vla i VIb.

Hipokamp (Hippocampus) (Hip) stanowi starszy ewolucyjnie obszar mozgowia,
zaliczany do kory starej (Braak, 1974), jest czeScig ptata limbicznego potozong w
przysrodkowej czesci ptata skroniowego. Formacja hipokampa (Formatio hippocampi)
obejmuje nawleczke szarg (Indusium griseum), prazek podtuzny (Stria longitudinalis),
zakret tasiemeczkowaty (Gyrus fasciolaris), hipokamp wiasciwy, ktory obejmuje rog
Amona (Cornu Ammonis), zakret zebaty (Gyrus dentatus) (GD), podktadke (Subiculum)
oraz cze$¢ haka (uncus) (Tatu 1 Vuillier, 2014; Knierim, 2015; Ten Donkelaar 1 wsp.,
2018). Histologicznie GD sktada si¢ z trzech warstw: molekularnej, ziarnistej oraz
polimorficznej (Wilczynska i wsp., 2018, Ho 1 wsp., 2013). Najczesciej stosowany jest
podzial Hip wg Lorente de N6 (de N6 1934) na: r6g Amona (Cornu Ammonis) -
odpowiednik hipokampa wtasciwego (Hippocampus proper), sktadajacy sie z czterech
pol: CA1l, CA2, CA3, CA4. Pole CA4 stanowi odpowiednik wngki zakr¢tu zebatego
(hilus). Najwieksza cze$cig jest pole CAl, zawierajace do 90% neurondéw piramidowych
(Mercer i Thompson, 2017; Mazher i Hassan, 2021; Lacaille i Schwartzkroin, 1988). Pola
Hip buduja cztery warstwy: poczatkowa (stratum oriens) (SO), piramidalna (stratum
pyramidale) (SP), promienista (stratum radiatum) (SR) oraz jamisto-drobinowa (stratum
lacunosum - moleculare) (SLM). SO zawiera grupy hamujacych interneuronéw z dwoma

rodzajami komorek koszykowych. SP tworzy glowny sktadnik komoérkowy cornu



Ammonis, w ktorej lokalizuje si¢ 10-30 warstw komorek piramidalnych. Funkcjonalnie
komorki piramidalne sg pobudzajace, maja wierzchotek skierowany w strong zewnetrznej
warstwy drobinowej, a podstawg skierowang w stron¢ koryta hipokampa (alveus of
hippocampus). Warstwa SR zawiera wierzchotkowe dendryty komoérek piramidalnych 1
niektore komorki gwiazdziste, natomiast warstwa SLM zawiera aksony i interneurony.
Hip jest regionem naszego mozgu, ktory odgrywa wazng rol¢ w procesach takich, jak
pamig¢ 1 uczenie si¢. Zaangazowany jest w przetwarzanie pamigci, przeksztalcanie
pamigci krotkotrwalej w pamigé¢ dlugotrwala, nawigacje przestrzenng oraz emocje.
Odgrywa réwniez kluczowa role w emocjach i zachowaniach cztowieka.

Cialo modzelowate (Corpus callossum) (CC) to gtéwny obszar spoidlowy mézgu
sktadajacy si¢ z drog istoty bialej, ktore tacza lewa 1 prawa potkule mdézgowq. Zawiera
okoto 200 milionéw silnie zmielinowanych witokien nerwowych, ktore tworza
homotopowe lub heterotopowe projekcje do przeciwleglych neuronéow w tej samej
warstwie anatomicznej. W okresie niemowlecym CC szybko si¢ rozszerza z powodu
wzrostu liczby aksonow, ich $rednicy oraz mieliny. Chociaz rozwdj CC zakonczony jest
w wieku czterech lat, to dalszy wzrost trwa do trzeciej dekady zycia w wolniejszym
tempie (Tanaka — Arakawa 1 wsp., 2015) Anatomicznie od przodu do tytu CC sklada si¢
z: czesci $rodkowej czyli pnia (truncus corpori scallosi), czgsci tylnej czyli plata
(splenium corporis callosi), miejsca zagigcia pnia CC czyli kolana (genu corporis callosi)
oraz najbardziej przedniej czgs¢ CC czyli dzioba (rostrum corporis callosi). Ze wzgledu
na anatomiczne potozenie, CC jest silnie zwigzany ze sklepieniem i komorami bocznymi.
W potaczeniu ze sklepieniem CC tworzy fizyczng bariere¢ oddzielajaca dwie komory
boczne (Musiek, 1986). Podstawowa funkcja CC jest integracja i1 przekazywanie
informacji z obydwu potkul moézgowych, w celu przetwarzania sygnalow czuciowych,
motorycznych 1 poznawczych (Tzourio-Mazoyer, 2016).

1.9 Badania nad ewolucjg i chorobami m6zgu — wykorzystywane modele

Wigkszo$¢ badan biomedycznych przeprowadza si¢ z wykorzystaniem myszy
(Mus musculus) 1 szczurdw (Rattus norvegicus). Ich krotki okres zycia oraz ograniczenia
anatomiczne sprawiaja, ze nie sg idealnym modelem choréb cywilizacyjnych 1 wieku
podesztego (van der Worp i wsp., 2010; Moran i wsp., 2016). Przyczynia si¢ to do
poszukiwania alternatywnych modeli, odzwierciedlajacych wpltyw cywilizacji na
organizm o dluzszym okresie zycia. Pies zostal udomowiony w koncowej fazie Epoki
Lodowcowej (Lahtinen i wsp., 2021). Przez lata psy byty obiektem badawczym biologow

i lekarzy. Wiele kluczowych odkry¢ zostalo dokonanych w do$wiadczeniach na psach -
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np. badanie Pawlowa dotyczace tuku odruchowego, odkrycie przez Pasteura szczepionki
przeciwko wéciekliznie (Franco, 2013). Przez wiele lat uwazano, ze pies jest idealnym
modelem dla cze$ci choréb cztowieka, ze wzgledu na jego dlugi okres zycia
1 przebywanie w tym samym, antropogennym, $rodowisku. Wielopokoleniowy wptyw
cztowieka na psa powodowatl i utrwalal zmiany w jego genomie. Tym samym pies jest
narazony na takie same czynniki §rodowiskowe i choroby cywilizacyjne co cztowiek
(Kaminski 1 wsp., 2019; Youssef i wsp., 2016; Chandler 1 wsp., 2017). Linie ewolucyjne
naczelnych i psowatych rozdzielity si¢ okoto 30 min lat temu (Nyakatura i Bininda—
Emonds, 2012). Psoksztaltne (Caniformia) stanowia takson szeroko rozpowszechniony na
Ziemi o duzej plastycznosci molekularnej genoméw, a do sukcesu ewolucyjnego
psowatych przyczynit si¢ rowniez fakt ich szybkiego dostosowania do nowych srodowisk

1 relatywnie duze mézgowie (Liow 1 Finarelli, 2014; Finarelli 1 Flyn, 2009).

II. Cel pracy

Komoérki glejowe w uktadzie nerwowym sg niezmiernie interesujace ze wzgledu
na swojg roéznorodno$¢ budowy i funkcji. Neuroglej wptywa na podstawowe funkcje
neuronow, chociaz sam nie ma mozliwos$ci przewodzenia impulséw nerwowych i tworzy
rusztowanie w ukladzie nerwowym. Niezaleznie od liczbowego stosunku gleju do
neurondéw, naukowcy udowodnili, ze neuroglej jest funkcjonalnie istotng czescia
mozgowia. OLG wydaja si¢ odgrywac istotng role w OUN, a ich znaczenie nie do konca
jest jeszcze poznane. W pracach opisujacych OLG brak doniesien, ktéore w ujeciu
poréwnawczym przedstawialyby analize morfologiczng, ggsto§¢ oraz rozmiar tych
komorek u cztowieka 1 psa oraz brak informacji odnoszacych si¢ do analizy
bioinformatycznej markeréw OLG, w ujeciu ewolucyjnym. Do badan wybrano obszary
mozgowia cztowieka (Homo sapiens) 1 psa (Canis lapus famliaris) oraz postanowiono
dokona¢ analizy morfologicznej OLG, w trzech obszarach mézgu:
ptata czolowego (lobus frontalis) (LF) stanowigcego cze$¢ kory nowej (neocortex), ktora
pojawia si¢ w procesie ewolucji dopiero u ssakow (Kaas, 2006) i uwazana jest za jeden
z kluczowych sktadnikow sukcesu ewolucyjnego ssakow,
hipokampa (hippocampus) (Hip), bedacego czgscia kory starej (paleocortex),
wystepujacego juz u nizszych kregowcow, ale stanowigcy istotny element procesow
pamigci epizodycznej, nawigacji przestrzennej i proceséw uczenia si¢ (Allen i1 Fortin,

2013)
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e spoidia wielkiego (corpus callosum) (CC), struktury, laczacej potkule médzgu u ssakéw,
przez ktora przebiega wiele szlakow nerwowych. CC jest roéwniez najsilniej
zmielinizowang strukturg mozgowia.

Analizy filogenetyczne stanowig powszechnie uzywane narz¢dzie w biologii
ewolucyjnej i pozwalajg na proby przyblizonego okreslenia, zarowno pochodzenia
poszczegbdlnych gendw/bialek, jak 1 pokrewienstwa pomig¢dzy poszczegdlnymi grupami
zwierzat, dlatego podjeto probe oceny okreslenia historii ewolucyjnej OLG, poprzez
analiz¢ pochodzenia biatek, kluczowych dla ich funkc;ji.

Gtownym celem podjetych badan byta:

- analiza poréwnawcza lokalizacji i morfologii OLG w mo6zgowiu cztowieka 1 psa

- potwierdzenie lokalizacji OLG z uzyciem przeciwciata przeciwko mielinowemu biatku

zasadowemu w mozgowiu czlowieka i psa

- poréwnanie parametrow morfometrycznych OLG w mdzgu cztowieka i psa

- analiza bioinformatyczna markerow OLG kregowcow, pokazujaca ich pochodzenie 1 rozwoj

w procesie ewolucji

- bioinformatyczna analiza podobieiAstw i réznic markerow OLG pomiedzy psem

i cztowiekiem
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III.  Materialy i metody
III.1 ANALIZA HISTOLOGICZNA
II1.1.1 Wykorzystany w badaniach material biologiczny

Do badan wybrano moézgi pochodzace od ludzi oraz psow. Moézgi ludzkie
pochodzily z kolekcji Zaktadu Neuropatologii Instytutu Psychiatrii i Neurologii (IPiN)
w Warszawie. Zebrana grupa obejmowala przypadki mezczyzn i kobiet (po 5 o0séb),
w przedziale wiekowym 65 — 75 lat. Mozgi poddane zostaly badaniu
neuropatologicznemu w IPiN, w celu wykluczenia zmian chorobowych i ewentualnych
zanikow tkanki nerwowej. Z badania wykluczono osoby, ktére naduzywatly alkoholu,
wykazywaly wczesniejsze urazy mechaniczne glowy 1 pochodzily ze S$rodowiska,
w ktorym wystepowala przemoc domowa. Materiat ludzki pobrany zostat zgodnie
z przepisami regulujagcymi korzystanie z tkanek ludzkich za zgodg wydang przez Lokalng
Komisje Bioetyczna przy Instytucie Psychiatrii i Neurologii nr 28/2021Mdzgi pséw
(Canis familiaris) samcoOw 1 samic (po 5 osobnikow) pochodzily z kolekcji Zaktadu
Anatomii  Patologicznej, Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej  Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie. M6zgi ps6w pobierane byly po §mierci, zgodnie z przepisami
regulujagcymi korzystanie z tkanek poubojowych, za zgoda wydang przez II Lokalna
Komisje¢ Etyczna w Lublinie nr 78/2014.

Mozgowia pochodzace od ludzi i psoOw sfotografowano, a do badan wybrano
nastepujace obszary:

1. hipokamp (hippocampus) —Hip z zakretem z¢batym (gyrus dentatus)
2. spoidto wielkie (corpus callosum) - CC

3. oraz fragment ptata czotowego (lobus frontalis) - LF wraz z zakr¢tem obregczy

(gyrus cinguli) (Ryc.1.)

Rycina. 1. Plat moézgowia ludzkiego, sekcjonowanego metoda Spielmeyera,
Z zaznaczonymi miejscami pobrania materiatu do badan. LF -ptat czotlowy kory moézgu z
zakrgtem obreczy; CC- spoidto wielkie; Hip- hipokamp.
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Material do badan utrwalono w 10% zbuforowanej formalinie (Alpinus Chemia),
poddano standardowej procedurze histologicznej 1 zatopiono w bloczki parafinowe.
Mozgi ludzkie i1 psoOw krojono seryjnie mikrotomem obrotowym Leica RM2235 (Leica
Biosystems) na 5 pm, 10 um, 15 pm lub 20 pm skrawki (w zaleznos$ci od zastosowanej
metody barwienia), nastgpnie losowo wybrano obszary mozgowia 1 analizowano
cytoarchitektonicznie. Kazdy obszar zostat zdefiniowany zgodnie z jego anatomiczng
lokalizacja oraz morfometrycznie dzigki systemowi analizy obrazu komputerowego
wyposazonego w oprogramowanie CellSense 1 mikroskop $wietlny Olympus BX 53.

Zdjecia  mikroskopowe zostaly cyfrowo zarejestrowane za  pomocag
wysokorozdzielczej kamery Olympus SC180 kompatybilnej z powyzszym mikroskopem 1
automatycznym  stolikiem. Preparaty histologiczne zrekonstruowano cyfrowo

1 przechowywano w postaci obrazow komputerowych

I111.2 METODY

W celu okreslenia lokalizacji OLG wybranych obszarow OUN postuzono si¢
metodg Cajala (Ramoén y Cajal, 1889) w modyfikacji wiasnej (Maciej Golan, metoda nie
publikowana). Do okreslenia dystrybucji zelaza w OLG postuzyta zmodyfikowana
metoda histochemiczna wykrywania obecno$ci jonow zelaza wedlug LeVine (LeVine i
Macklin 1990). W celu okre§lenia potozenia struktur moézgowia do analizy
morfometrycznej oraz oceny rozmieszczenia OLG poshuzyta standardowa metoda
barwienia uktadu nerwowego metoda Nissla (Nissl, 1894). Barwienie metoda Kliivera—
Barrery, ktore postuzyto do oceny demielinizacji i dysmielinizacjii, wykonano gotowym
zestawem (Bio—Optica), wedtug procedury zalecanej przez producenta (Mora i wsp.,
2007). Dla skrawkéw pochodzacych od pacjentow wykonano barwienie
immunohistochemiczne w celu wykazania obecnos$ci tancucha cigzkiego ferrytyn (FTH)
oraz barwienie immunohistochemiczne na obecno$¢ biatkka MBP. W skrawkach
pochodzacych od zwierzat wykonano barwienie immunofluorescencyjne z uzyciem
przeciwcial przeciwko specyficznemu MBP (LoPresti i wsp., 1995).
I11.2.1 Impregnacja tkanki glejowej solami srebra

Barwienie wykonywano wedle klasycznej metody Cajala (Ramon y Cajal, 1889),
w modyfikacji wlasnej (Maciej Golan, metoda nie publikowana). Materiat utrwalony w
zbuforowanej formalinie pocigto na skrawki o grubosci 3-5 mm, plukano 3-krotnie woda

destylowang (2 X 30 min i 1 X 45 min) na urzadzeniu wytrzasajagcym (15 obr./min).

14



Material osuszano i przenoszono do 2% roztworu dwuchromianu potasowego. Skrawki
inkubowano z 48 godzin skrawki inkubowano na wytrzasarce (150br./min), 3-krotnie
phlukano (3 X 5min) woda destylowang z tagodnym wytrzasaniem, a nast¢pnie skrawki
trzymano przez 48 godzin w calkowitej ciemnos$ci w 2% roztworze azotanu srebra
w wodzie destylowanej, z tagodnym wytrzasaniem (do 10 obr./min). Po zakonczeniu
inkubacji skrawki ponownie ptukano (3 X 5 minut) w wodzie destylowanej i umieszczano
w 50% roztworze etanolu przez30 minut. W kolejnym etapie skrawki odwadniano
w szeregu alkoholowym (70%, 90%, 2X 100%), prze§wietlano w chloroformie (2X 30
minut), a nastgpnie trzymano przez 1 godzing w parafinie, w temperaturze 60°C. Skrawki
pozostawiono w drugim naczyniu, z czystg parafing, przez noc w 60°C. Po zakonczeniu
przepajania skrawki zatapiano, krojono na grubos$¢ 20 um, odparafinowano i zamykano
medium syntetycznym.
I11.2.2 Histochemiczne wykrywanie obecnosci zelaza w oligodendrocytach wedlug
LeVine

Mikrotomowe skrawki grubosci 15 um odparafinowano w ksylenie, nawodniono
w szeregu alkoholowym i suszono w temperaturze pokojowej. Na 30 minut skrawki
przenoszono do mieszaniny zawierajacej Swiezo przygotowany 0,25 M HCIL, 2%
zelazicyjanek potasu K3;[Fe(CN)g] oraz 8% Triton X-100. Skrawki plukano roztworem
PBS przez 30 minut i inkubowano w 60 mg 3,3’-dwuaminobenzydyny (DAB) (DAB;
Sigma, St Louis, MO) w 300 ml 0,01 M Tris HCI (pH =7.6) z dodatkiem 600 ml 30%
H,0,;. Inkubacj¢ prowadzono przez trzy godziny w catkowitej ciemno$ci w temperaturze
pokojowej, po czym skrawki ptukano ponownie roztworem PBS przez 30 minut,
odwadniano, przeswietlano w ksylenie i zatapiano w medium syntetycznym (Leica
Biosystems).
I11.2.3 Barwienie oligodendrocytow metoda Nissla

Skrawki grubosci 10 um odparafinowano w zmianach $§wiezego ksylenu,
nawodniono w szeregu alkoholowym o malejacym stezeniu i barwiono (0,5 g/100 ml)
roztworem fioletu krezylu (Bio-Optica) w temperaturze 37°C. Nastepnie skrawki
kontrastowano przy uzyciu odbarwiacza: etanol — chloroform 3:1 przez 5 minut,
nastepnie plukano dwukrotnie w 100% etanolu. Po zakonczeniu barwienia preparaty
odwadniano w szeregu alkoholowym, przeswietlano w ksylenie i zamykano medium

syntetycznym (Leica Biosystems).
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I11.2.4 Morfologiczne Kkryteria pozwalajace na odroznienie komorek glejowych
i neuronow

Zastosowanie metody Nissla pozwolito na podstawie cech morfologicznych,
okresli¢ rodzaje komorek w badanych obszarach moézgowia. W porownaniu do innych
komorek neurogleju, OLG posiadaja niewielkie okragte lub owalne jadro z gesta, zbita
chromatyng oraz ciemng cytoplazme¢. Zazwyczaj OLG uktadaja si¢ parami w grupach lub
potozone sg w bliskim sgsiedztwie neuronéw i1 naczyn krwiono$nych (Baumann i Pham-
Dinh, 2001). W przeciwienstwie do OLG, astrocyty posiadaty okragle 1 blado
wybarwione jadro z heterochromatyng zlokalizowang gtéwnie przy otoczce jadrowej oraz
stosunkowo jasng cytoplazme (Korbo 1999).
I11.2.5 Barwienie metoda Kliivera-Barrery

Skrawki grubosci 10 um odparafinowano, nawadniano szeregu alkoholowym i
ptukano w 0,01 M PBS (pH 7.4). Nastepnie umieszczono na noc w roztworze Luxol Fast
Blue, w 56°C i ptukano dwukrotnie w 95% roztworze etanolu. Czynno$¢ powtarzano do
uzyskania wlasciwego stopnia zabarwienia. W kolejnym etapie skrawki barwiono metoda
Nissla, zgodnie z procedurg opisang powyzej. Po zakonczeniu barwienia skrawki
odwadniano w szeregu alkoholowym, przeswietlano w ksylenie i zamykano medium
syntetycznym (Leica Biosystems). Uzyskane skrawki poréwnywano analizowano pod
katem  poprawnos$ci  mielinizacji 1  braku  uszkodzen  demielinizacyjnych
1 dysmielinizacyjnych.
I11.2.6 Barwienie immunohistochemiczne na obecnos¢ MBP (material ludzki)

Skrawki grubosci 5 pm i odparafinowano w ksylenie, odwodniono szeregu
alkoholowym 1 ptukano w 0,01 M PBS (pH 7.4). Skrawki przenoszono do buforu
cytrynianowego o pH 6.0, ptukano w 0,01 M PBS (pH 7.4) 1 umieszczano na 5 minut
w 3% roztworze H,O,. Nastepnie skrawki przenoszono do 1% roztworu albuminy
bydlecej (BSA) w 0,01 M PBS (pH 7.4) z dodatkiem 0,5% Tritonu X-100 i inkubowano
z I-rzgdowym przeciwcialem, w wilgotnej komorze przez noc, w temperaturze 4°C. Po
zakonczonej inkubacji skrawki 3-krotnie ptukano w 0,01 M PBS (pH 74) z 0,5 %
Tritonem X-100 1 inkubowano przez godzing w temperaturze pokojowej z II-rzedowym
przeciwcialem, skoniugowanym z peroksydaza chrzanowa. W kolejnym etapie skrawki 3-
krotnie plukano w 0,01 M PBS (pH 7.4), inkubowano przez 10 minut w 1% roztworze
3,3’-dwuaminobenzydyny (DAB) (Sigma, St Louis, USA) z 3% H,0, w temperaturze
pokojowej, ptukano w 0,01 M PBS (pH 7.4) 1 podbarwiano jadra komérkowe przy

uzyciu hematoksyliny Mayera (Leica Biosystems). Po zakonczeniu barwienia skrawki
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odwadniano w szeregu alkoholowym, przeswietlano w ksylenie i zamykano medium
syntetycznym (Leica Biosystems). Specyfikacje i st¢zenia przeciwcial umieszczono
w tab.1.
I11.2.7 Barwienie immunofluorescencyjne na obecnos¢ biatkka MBP (material psi)
Skrawki mikrotomowe (5 pm) odparafinowano w ksylenie i nawodniono
w szeregu alkoholowym, a nastgpnie przenoszono do buforu cytrynianowego o pH 6.0.
Wyptlukane skrawki w 0,01 M PBS (pH 7.4) poddawano dziataniu 1% roztworu albuminy
bydlecej (BSA) z dodatkiem 0,5% Tritonu X-100 w 0,01 M PBS (w temperaturze
pokojowej). W kolejnym etapie preparaty byty inkubowane z pierwotnym przeciwciatem
rozpuszczonym w roztworze 1% BSA z dodatkiem 0,5% Tritonu X-100 w 0.01 M PBS
(1doba w temperaturze 2-8°C). Nastepnie preparaty plukano w 0,01 M PBS i
inkubowano w roztworze 1% BSA z dodatkiem 0,1% Tritonu X-100 w 0,01 M PBS
zawierajagcym przeciwciata wtorne sprzezone z rodaming (w temperaturze pokojowej).
Specyfikacje 1 stezenia uzytych przeciwciat przedstawia Tabela 1. Po trzykrotnym
ptukaniu w 0,01 M PBS skrawki odwadniano i zatapiano w medium syntetycznym, z
dodatkiem DAPI (Vectorlabs). Uzyskane wedlug powyzszej procedury preparaty
histologiczne obserwowano i dokumentowano przy pomocy mikroskopu Olympus
Fluoview FV1000, z dedykowanym oprogramowaniem i zintegrowang kamera.

Tabela 1. Przeciwciata pierwotne 1 wtorne zastosowane w badaniach

Przeciwciato pierwotne (I-rzedowe) Przeciwciato wtorne (I1I-rzedowe)
Nazwa Producent | Stezenie Nazwa Producent Stezenie
monoklonaln | Millipore | 1:50 Kozie przeciwciato | Jackson 1:200
e mysie MAB 382 przeciw mysim Immunoresea
przeciwcialo przeciwcialom IgG | rch
przeciw- sprzgzone z 115-025-003
MBP/Mouse rodaming
monoclonala /Rhodamine Affini
nti-MBP Pure Goat Anti-
Mouse IgG
Kozie przeciwciato, | Invitrogen 1:500
przeciwko mysim 31430
IgG, sprzezone z
HRP/ Goat anti-
Mouse IgG (H+L)
Secondary
Antibody, HRP
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I11.2.8 Okreslenie gestosci oligodendrocytow w wybranych obszarach OUN

W celu okreslenia gegstosci OLG postuzono si¢ analiza losowego,
systematycznego pobierania probek (West 1 wsp., 1991). Metoda ta polega na
bezstronnym zliczaniu komodrek o znanej objetosci, w okreslonym obszarze 1 zalezna jest
od wspolczynnika kurczenia objetosci tkanki (dla 4% formaliny o pH 7.4 wynosi— 0,75)
(Baak 1 wsp., 1989). Okreslone komorki majg takie samo prawdopodobienstwo
wystapienia, niezaleznie od ich wielkos$ci, ksztaltu lub orientacji tkankowej (West 1 wsp.,
1991). Uzyty do liczenia sprzet wyposazony byt w mikroskop $wietlny Olympus BX53
z synchronizowang aperturg numeryczng NA = 1,4, immersyjnym, olejowym obiektywem
60x, z automatycznym stolikiem Marzhauser i oprogramowaniem CellSense. W matym
powigkszeniu (2,5x) obrysowywano granice struktur wybarwionych metoda Nissla.
Program komputerowy wyznaczyl obszar analizy w ramce liczenia. Ramka liczenia
zostala zdefiniowana wcze$niej, dla kazdego oznaczenia, zgodnie z zasada, Ze co
najmniej dwie liczone komodrki moglty pasowa¢ do ramki. Podczas liczenia profili
komorkowych na podstawie kryteriow morfologicznych klasyfikowano je do
odpowiedniego typu komorek glejowych. Otrzymane dane pozwolity na przeprowadzenie
doktadnej analizy gestosci OLG przypadajacych na jednostke pola testowego w badanych
strukturach. Grubos$¢ kazdego skrawka mierzono w trzech losowo wybranych miejscach.
Liczono 190-200 komorek przypadajacych na dang strukturg. Zastosowana procedura
zapewnita wybdr systematycznej, losowej analizy skrawkow, w ktorych wszystkie
odcinki wybranych obszaro6w mialy rowne prawdopodobienstwo wystepowania (West 1

wsp.,1991).

I11.2.9 Obrébka danych i analiza statystyczna

Otrzymane dane morfometryczne poddano analizie statystycznej wykonujac
odpowiednie testy. W oparciu o dane zrédtowe wykonano obliczenia warto$ci $rednich
oraz odchylen standardowych (= SD) w arkuszu kalkulacyjnym Excel (Microsoft,
Polska). Roznice w gestosci OLG pomiedzy poszczegdlnymi strukturami lub miedzy
zwierzetami oceniono wykonujgc test t-Studenta. Do oceny istotnosci roéznic stopnia
wspotwystepowania badanych OLG uzyto testu dla istotnosci roéznic wskaznikéw
struktury. Wszystkie testy statystyczne wykonane zostaly przy pomocy programu
Statistica oraz arkusza kalkulacyjnego Excel (Microsoft, Polska). Wnioskowanie

statystyczne przeprowadzono na poziomie istotnosci p<0.05.
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III.3 ANALIZA BIOINFORMATYCZNA
I11.3.1 Analizy wykonane dla genéw kodujacych bialka ferrytyn
I11.3.1.1 Kryteria doboru danych do analizy i uzyte oprogramowanie
Sekwencje dobrze scharakteryzowanych ludzkich FTL (NP 002023.2) i1 FTH
(NP_000137.2) zostaly uzyte do wyszukania pozostatych FT kregowcow:

w bazie danych NCBI, nie zawierajacej sekwencji repetytywnych (ang. non —
redundantdatabase) (Sayers i wsp., 2020),

w bazie danych znacznikow eksprymowanych sekwencji EST (ang. Expressed sequence
tags),

jako sekwencje transkryptomow, uzyskane metoda shotgun (ang. Transcriptome
Shotgun Assembly - TSA) sekwencji genomowych (ang. whole-genome shotgun contigs
WGS)

przy uzyciu algorytmu BLAST (Basic local alignment search tool). BLAST to algorytm
1 program do poréwnywania informacji o pierwotnych sekwencjach biologicznych, takich
jak sekwencje aminokwasowe biatek lub nukleotydy sekwencji DNA i/lub RNA.
Wyszukiwanie BLAST umozliwia poréwnanie danej sekwencji biatkowej lub
nukleotydowej z biblioteka lub bazg danych sekwencji i identyfikacje sekwencji w bazie
danych, ktore przypominaja sekwencje zadang, powyzej zdefiniowanego progu
prawdopodobienstwa (Altschul 1 Lipman, 1990). Dodatkowo przeszukano bazy danych
Ensembl i Uniprot i wykorzystano je jako zrodto sekwencji FT do analizy. Otwarte ramki
odczytu (ang — open reading frame ORF), skrocone lub uszkodzone ORF (nieprawidtowo
zlozone) zostaly zweryfikowane bezposrednio z regionow genomowych. Skorygowane
sekwencje biatek zostaty zweryfikowane przez algorytm BLAST.

Wszystkie biatka zawierajagce domen¢ Pfam (Protein Families) ferrytyny
(PF00210) zostaty wyekstrahowane i poddane dalszej ocenie (El-Gebali i wsp., 2019). Do
analizy filogenetycznej wybrano 18 najlepiej zbadanych modelowych strunowcéw na
podstawie ich sekwencji genomowe;:
ssaki (Homo sapiens, Mus musculus, Canis familiaris),
ptaki (Gallus gallus, Taeniopygia guttata),
gad (Crocodylus porosus),
ptazy (Xenopus tropicalis, Rhinatrema bivittatum),
ryby kostnoszkieletowe (Danio rerio),

ryba dwudyszna (Lepidosiren paradoxa),
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ryba mig$nioptetwa (Latimeria chalumnae),

ryby chrzestnoszkieletowe (Callorhinchus milii, Squalus acanthias),

bezzuchwowce (Eptatretus burgeri, Petromyzon marinus), lancetnik (Branchiostoma
lanceolatum)

ostonice (Ciona savignyi, Oikopleura dioica).

Poroéwnania wykonano za pomoca oprogramowania Mafft (Katoh i Standley, 2013),
uzgodniono za pomocg trimAl (Capella-Gutiérrez 1 wsp., 2009). Drzewa filogenetyczne
wykreslono za pomocg Phyml (Guindon i1 wsp., 2010), IqTree (Nguyen i wsp., 2015) 1
MrBayes (Ronquist i wsp., 2012). Wybdér modelu uzyskano z oprogramowania IqTree.
Drzewo gatunkowe zostalo zbudowane na podstawie wczesniejszych danych 1
wykorzystane do rekoncyliacji w programie Notung 2.9. Rekoncyliacje zweryfikowano
programem Seaview 5.04. Drzewa filogenetyczne wizualizowano za pomocg
oprogramowania iTOL (Letunic i Bork, 2016). Jako grupe bazowa do analiz uzyto
sekwencji genéw FT pochodzacych z ostonic (Tunicata).

W celu analizy potencjalnych zdolnosci ferroksydacyjnych izoform FT,
wystepujacych u réznych grup zwierzat zebrano sekwencje biatkowe poszczegodlnych
izoform maksymalnie od 20 zwierzat z kazdej grupy taksonomicznej. Sekwencje
porownywano przy uzyciu oprogramowania MAFFT v7.409, stosujac strategie
automatyzacji (Katoh 1 Standley, 2013), a fragmenty obejmujace miejsce katalityczne
ferroksydacji wyekstrahowano 1 ujednolicono manualnie. Logotypy poszczegdlnych

biatek utworzono w programie Weblogo (Crooks i wsp., 2004).

II1.3.2 Analizy dla genu MBP

Podj¢to probe alternatywnego podej$cia do analizy biatka MBP, w oparciu o
dostepne sekwencje w bazie GeneBank poniewaz dla genu MBP nie ma zadnych danych,
wskazujacych na jego pochodzenie. Do przeszukania algorytmem BLAST proteomow
przedstawicieli  kregowcow w  bazie GeneBank (niezawierajacej sekwencji
repetytywnych) uzyto sekwencji ludzkiego biatkka MBP (pfam PF01669; chromosom
18923 Gene ID: 4155, locus LOC107987261, Acc nr NC 000018.10). Do dalszej analizy
wybrano proteomy wybranych przedstawicieli gatunkow kregowcow:
v cztowiek (Homo sapiens)
v pies (Canis familiaris),
v mysz (Mus musculus)
v

koala (Phascolarctos cinereus)
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monodelf szary (Monodelphis domestica)
dziobak (Ornithorhynchus anatinus)

kolczatka australijska (Tachyglossus aculeatus)
kura (Gallus gallus)

aligator chinski (4/ligator sinensis)

krokodyl r6zancowy (Crocodylus porosus)
zotwiak chinski (Pelodiscus sinensis)

zotwie (Gopherus evgoodei, Chelonia mydas)
ptazy (Rhinatrema bivittatum)

strumienica- (Typhlonectes compressicauda)
praplaziec (Lepidosiren paradoxa)

prapletwiec brunatny (Protopterus annectes) (* - dane tylko z RNA-seq)
latimeria (Latimeria chalumnae)

niszczuka plamista (Lepisosteus oculatus)

rekiny (Rhincodon typus, Scyliorhinus torazame)
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lancetnik jako sekwencja bazowa.
Zebrane sekwencje poréwnano z uzyciem algorytmoéw ClustalW i MAFFT (Thompson i
wsp., 1994; Katoh i1 wsp., 2019) i wykonano analize filogenetyczng. Drzewo
filogenetyczne wizualizowano z uzyciem algorytmu I-Tol.
I11.3.3 Analizy dla genu MOG
MOG nalezy do rodziny butyrofilin (BTN), ktore nie maja wyraznie

konserwowanych homologéw pomie¢dzy organizmami, tylko tworza subpopulacje
podobnych biatek. Cechg wspolng BTN jest domena immunoglobuliny V-set, wykazujaca
duza zmienno$¢, dlatego podjeto sie alternatywnego podejScia do wyjasnienia
pochodzenia MOG. Uzywajac sekwencji domeny V-set (pfam PF07686) ludzkiego biatka
MOG (chromosom 6, 6p22.1, Gene ID: 4340 (gene synonym BTN6; BTNLI1I;
MOGIG2; NRCLP7), locus NC 000006, Acc nr NP 001008230, zakres 11-144
aminokwasow) przeszukano baz¢ danych biatek GenBank algorytmem BLAST
wybranych przedstawicieli gatunkoéw zwierzat krggowych:

v’ czlowiek (Homo sapiens)

V' mysz (Mus musculus)

v' pies (Canis familiaris)

v' koza (Capra hircus)

v' pancernik (Dasypus novemcinctus)
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diabet tasmanski (Sarcophilus harrisii)

koala (Phascolarctos cinereus)

monodelf szary (Monodelphis domestica)

dziobak (Ornithorhynchus anatinus),

kolczatka australijska (Tachyglossus aculeatus)

kura (Gallus gallus)

aligator chinski (A4lligator sinensis)

zotwiak chinski (Pelodiscus sinensis)

zotwie (Gopherus evgoodei, Chelonia mydas),

ptazy (Rhinatrema bivittatum, Geotrypetes seraphini)
strumienica (7Typhlonectes compressicauda)
praptaziec (Lepidosiren paradoxa*® - dane tylko z RNA-seq),
latimeria (Latimeria chalumnae)

niszczuka plamista (Lepisosteus oculatus),

NN N N N N N N N N N N N N

rekiny (Rhincodon typus, Scyliorhinus torazame)

(\

lancetnik jako sekwencja bazowa.
Analizy filogenetyczne dla biatka MOG wykonano analogicznie jak dla MBP.
I11.3.4 Analiza promotora MOG

U ludzi MOG wystepuje specyficznie w OLG. W celu wyjasnienia czy promotor
genu MOG determinuje selektywng ekspresje w OUN zbadano in silico jego sekwencje.
Wykonano analiz¢ czynnikdéw transkrypcyjnych, ktore potencjalnie wigza si¢ do
promotora ludzkiego MOG (dtugosci 3868 pz) i moga by¢ odpowiedzialne za jego
aktywacje. Uzyto bazy danych TF2DNA (Pujato 1 wsp., 2014). Dodatkowo wykonano

analiz¢ lokalizacji tkankowej czynnikow transkrypcyjnych wg proteinatlas.
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IV.  WYNIKI

IV.1 Obserwacje lokalizacji OLG w obszarach slabo i mocno zmielinizowanych
mozgowia u czlowieka i psa na poziomie mikroskopu $wietlnego.

IV.1.1 Barwienie metoda Kliivera-Barrery

W celu okre$lenia poprawnej mielinizacji wybranych obszarow OUN u czlowieka
1 psa, zastosowano barwienie metoda Kliivera-Barrery. Metoda ta pozwala wybarwic
ostonki mielinowe oraz komorki glejowe, a podczas barwienia uzywa si¢ barwnik Luxol
Fast Blue oraz fiolet krezylu, ktére wybarwiaja odpowiednio mieling oraz substancje
Nissla.

Wszystkie analizowane obszary u ludzi oraz psa, ocenione zostalty w celu
wykluczenia obszarow, w ktorych wystapilyby uszkodzenia mieliny. Zastosowanie
fioletu krezylu pozwolitlo wykaza¢ we wszystkich wybarwionych skrawkach moézgowia
ucztowieka 1 psa, fioletowo wybarwiong substancje Nissla, zlokalizowang w
perykarionach neuronéw. Zastosowanie barwnika LuxolFast Blue umozliwito obserwacje
ostonek mielinowych, ktore wybarwiaty si¢ na niebiesko lub w odcieniu niebiesko—
zielonym. We wszystkich przeanalizowanych skrawkach w badanych obszarach
mozgowia u cztowieka 1 psa wykazano prawidlowe wybarwienie, zmielinizowanych
obszarow. Nie zaobserwowano r6znic morfologicznych pomigdzy kobietami
1 m¢zczyznami oraz pomi¢dzy samicami i samcami u psow (Ryc 2 - 4).

IV.1.2 Barwienie metodg Nissla

Technika barwienia Nissla jest powszechnie stosowang metodg okreslajaca
cytoarchitektonik¢ moézgowia, ktora w prosty sposob pozwala uwidoczni¢ na preparatach
réznice pomi¢dzy neuronami oraz neuroglejem. We wszystkich badanych preparatach
uczltowieka 1 psa, wykazano odpowiedniag dla danego obszaru budowe oraz
uwidoczniono réznice pomi¢dzy komorkami nerwowymi 1 glejowymi. W preparatach nie

obserwowano réznic morfologicznych pomig¢dzy osobnikami u ludzi oraz psow.
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W preparatach ludzkich w obszarze LF u kobiet i me¢zczyzn widoczna byla
zachowana sze$ciowarstwowa jej struktura. Poszczegodlne warstwy roznity si¢ gtownie
zawartos$cig 1 rodzajem neurondw. Ponadto obserwowano OLG towarzyszace astrocytom
oraz naczyniom krwiono$nym. W obszarze LF w preparatach z materialu psiego
podobnie jak w preparatach z materiatu ludzkiego widoczne byty zachowane warstwy I —
VI. U psa, obszarem z najwigkszym zaggszczeniem neuronow byly warstwy III — IV
(Ryc. 2)

W skrawkach wybarwionych metoda Nissla w obszarze Hip/u ludzi, widoczne
byly cztery obszary, okreslane w pismiennictwie jako pola CA1-CA4. W preparatach
zachowana byta cytoarchitektonika tego obszaru, a odpowiednie pola i warstwy zwigzane
byly z lokalizacjg neurondw, ich ksztattem oraz rozmieszczeniem (Ryc. 4)

Obraz histologiczny Hip w preparatach pochodzacych od samic i samcow psow
nie roznit si¢. Cytoarchitektonika tego obszaru byla widoczna na preparatach,
a odpowiednie pola i warstwy podobnie jak u ludzi zwigzane byly z lokalizacja
neurondéw, ich ksztaltem i rozmieszczeniem. OLG najczgscie] wystepowaly pojedynczo,
lub w parach, zazwyczaj towarzyszyly neuronom lub naczyniom krwiono$nym (Ryc. 4)

W obszarze CC w preparatach z moézgoéw kobiet i1 m¢zczyzn oraz u samic
i samcow psa, OLG ukladaty si¢ w charakterystyczne rzedy po kilka lub kilkanascie obok
siebie 1 towarzyszyly wystepujacym w tym obszarze licznym witéknom nerwowym. W
niektorych miejscach w preparacie widoczne byly naczynia krwiono$ne. Nie
obserwowano réznic morfologicznych pomig¢dzy osobnikami meskimi i zenskimi u ludzi
oraz psow (Ryc. 3).

Homo sapiens Canis lupus familiaris

2 O 2 O
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Rycina. 2 Oligodendrocyty z obszaru plata czotowego (LF) czlowieka i psa. A.
Barwienie metoda Kliivera-Barrery. B. Barwienie fioletem krezylu. C. Impregnacja
solami srebra metodg Cajala. Znacznik wielkos$ci: 50 um dla barwienia metoda Kliivera-
Barrery i 20 um dla pozostalych metod. Na zdjeciach widoczne charakterystyczne
utozenie oligodendrocytéw. Uzyte oznaczenia: O — oligodendrocyty; N-neuron; * -
oligodendrocyty uktadajace si¢ wokot najwigkszych neurondow. Opis w tekscie.

Homo sapiens Canis lupus familiaris

Rycina 3 Oligodendrocyty z obszaru ciata modzelowatego (CC) czlowieka i psa.

A Barwienie metodg Kliivera-Barrery. B. Barwienie fioletem krezylu. C. Impregnacja
solami srebra metodg Cajala. metoda Cajala. Znacznik wielko$ci: 50 um dla barwienia
metodg Kliivera-Barrery 1 20 um dla pozostatych metod. Na zdjeciach widoczne
charakterystyczne ulozenie dla oligodendrocytow. Uzyte oznaczenia: O -
oligodendrocyty; N-neuron; > wtokna nerwowe silnie zmielinizowane. Opis w tekscie
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Homo sapiens Canis lupus familiaris
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Rycina 4 Oligodendrocyty z pola CA1/CA2 Hipokampa (Hip) cztowieka i psa.

A. Barwienie metodg Kliivera-Barrery. B. Barwienie fioletem krezylu. C. Impregnacja
solami srebra metodg Cajala. Znacznik wielko$ci: 50 um dla barwienia metoda Kliivera-
Barrery 1 20 um dla pozostatych metod. Na zdj¢ciach widoczne charakterystyczne
utozenie dla oligodendrocytéw. Uzyte oznaczenia: O — oligodendrocyty; N-neuron; n-
naczynie krwionosne; * - oligodendrocyty uktadajace si¢ wokdt najwigkszych neuronow.
Opis w tekscie.

IV.1.3 Impregnacja solami srebra

Zastosowana metoda impregnacji solami srebra skrawkow z obszaréw: LF, Hip
oraz CC u ludzi 1 psé6w umozliwita obserwacje rozmieszczenia i lokalizacje OLG
wzgledem charakterystycznych struktur dla wybranych obszaréw mézgowia OUN. W tej
metodzie barwienia w preparatach OLG byly ciemno-bragzowe, posiadaty skapa ilos¢
krotkich wypustek odchodzacych od zazwyczaj kulistego ciala komorkowego. We
wszystkich badanych preparatach u ludzi 1 pséw rozmieszczenie OLG byto podobne.
W preparatach pomigdzy materiatem ludzkim i psim nie zaobserwowano réznic w
morfologii oraz w lokalizacji OLG. W obszarze LF w preparatach impregnowanych
solami srebra u osobnikdéw zenskich i megskich u ludzi oraz psow, obserwowano
roznorodno$¢ komoérkowa pomigdzy poszczegdlnymi jej warstwami. Ta roznorodnos¢ i
zmienno$¢ komorkowa jest jednym z gtdéwnych czynnikéw, ktora okresla warstwowosé
kory. W tym obszarze mozgowia w preparatach widoczne byty glownie neurony,
naczynia krwiono$ne, pojedyncze widkna nerwowe oraz towarzyszace tym strukturom
komorki neurogleju. OLG rozmieszczone byly nierownomiernie, gtownie w glebszych
warstwach kory, potozonych blisko substancji biatej. We wszystkich preparatach

zardwno u ludzi jak i u pséw w powierzchownych warstwach kory OLG wystepowaty
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pojedynczo. Taka dystrybucja OLG najprawdopodobniej odzwierciedla ich blisko$¢
z dlugimi zmielinizowanymi witdknami nerwowymi lokalizujacymi si¢ zwlaszcza
w warstwie V 1 VI. Obecnos¢ OLG we wszystkich warstwach LF sugeruje, ze nie sg one
tylko zwigzane neuronami warstw glebokich, ale rowniez warstw powierzchownych.
W warstwach potozonych w poblizu istoty biatej OLG komunikuja si¢ z wigksza liczba
wtokien nerwowych. Obserwacje skrawkow LF u ludzi i pséw potwierdzity, ze OLG
wystepowaly najczesciej] w glebokich warstwach kory, poniewaz ten obszar przylega
bezposrednio do istoty biatej 1 reprezentuje przejScie pomiedzy istota szarg i biatg
(Ryc.2).

W impregnowanych skrawkach Hip u ludzi oraz psow OLG byty nieréwnomiernie
roztozone 1 lokalizowatly si¢ gtownie w miejscach zawierajacych naczynia krwiono$ne
oraz wldkna zmielinizowane. Obraz histologiczny Hip w preparatach ludzkich i u psow
nie roznit si¢ od siebie. OLG obecne byly przede wszystkim w warstwie, w ktorej
wystepuja  wiokna $Srodwechowe aferentne tj. w warstwie SLM oraz w
warstwie SR, gtownie pola CA2. W polu CA1 OLG spotykane byly sporadycznie.
Czasami w preparatach widoczne byly pojedyncze komorki potozone przy neuronach,
glownie w warstwie SO pola CA3. Najliczniej OLG reprezentowane byly w warstwie
SLM, co sugeruje wystgpowanie duzej ilosci wiokien nerwowych zmielinizowanych.
Obserwacje skrawkow histologicznych w badanym obszarze OUN u cztowieka i psa
wykazat, ze OLG najczg¢s$ciej lokalizowaty si¢ przy, lub w poblizu naczyn krwionosnych,
przy neuronach oraz innych typach komorek glejowych (Ryc. 4)

W obszarze mocno zmielinizowanym tj. w obszarze CC u ludzi oraz psow, OLG
wykazywaty podobny wzoér lokalizacji. Uktadaty si¢ szeregowo, rownolegle do siebie lub
tworzyly pary. Pomigdzy komorkami glejowymi widoczne byty liczne widkna nerwowe
najczesciej utozone w peczki, w bliskim sgsiedztwie naczyn krwionos$nych, wypustki
OLG przylegalty do witokien nerwowych. Podobnie jak OLG, widkna nerwowe

wybarwione byty w kolorze ciemnobragzowym (Ryc. 3)

IV.1.4 Histochemiczna metoda wykrywania obecnosci zelaza w oligodendrocytach
W skrawkach wybarwionych histochemicznie na obecnos$¢ zelaza zaréwno u ludzi
jak 1 psow, bragzowy produkt reakcji widoczny byt w cytoplazmie OLG oraz ich
wypustkach. Odczyn reakcji obecny byl réwniez poza obrebem ciata OLG, co
najprawdopodobniej odpowiadato ostonkom mielinowym. OLG posiadaty mate ,okragte

cialo, z ciemnobrazowa cytoplazma oraz skapa liczba wypustek. We wszystkich
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miejscach produkt reakcji zelaza byl brazowy, poniewaz reakcja zostala wzmocniona
przez zastosowanie DAB. Wz6r barwienia najprawdopodobniej ma zwigzek z naczyniami
krwionos$nymi i lokalizujgcymi si¢ przy nich OLG. We wszystkich badanych skrawkach
uludzi i pséw rozmieszczenie OLG bylo podobne oraz nie obserwowano rdznic
w lokalizacji tych komoérek, w intensywnosci odczynu histochemicznego obecnego w
komoérkach 1 wypustkach OLG oraz ostonkach mielinowych otaczajacych widkna
nerwowe, u kobiet i m¢zczyzn oraz u samic i samcOw psa.

W obszarach stabo zmielinizowanych tj. w obszarze LF oraz Hip, zelazo-
pozytywne OLG wykazywaly podobny wzor rozmieszczenia jak na skrawkach
impregnowanych solami srebra. Bragzowy produkt reakcji histochemicznej obecny byt
w OLG, natomiast staby odczyn na obecno$¢ zelaza obserwowano pomigdzy OLG. W
obszarach z przewagg substancji szarej, zelazo-pozytywne OLG uktadaty si¢ pojedynczo,
tworzyly pary, najcze$ciej lokalizowaly si¢ w sasiedztwie naczyn krwionosnych lub
towarzyszyly neuronom. Podobnie jak w skrawkach impregnowanych solami srebra
w obszarze kory, OLG gléwnie wystepowaly w dolnych jej warstwach. W pozostatych
warstwach kory zazwyczaj obserwowano pojedyncze OLG, a produkt reakcji widoczny
byt réwniez w mielinie, ktora otaczata skapa ilos¢ wtokien nerwowych. Brazowy produkt
reakcji widoczny byt we wszystkich OLG oraz ich wypustkach, a jego intensywnos¢

w badanych obszarach u ludzi i pséw byta podobna (Ryc. 5)

Homo sapiens

Canis lupus familiaris

\ e

LF

Rycina 5. .Oligodendrocyty z obszaru ptata czotowego (LF) cztowieka i psa.
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A. Barwienie immunohistochemiczne na obecno$¢ tancucha ci¢zkiego ferrytyn (FTH) u
cztowieka. B. Barwienie immunofluorescencyjne na obecno$¢ biatka MBP u psa. Kolor
niebieski w mikroskopie identyfikuje jadra komorkowe przez barwienie DAPI. C.
Histochemiczna metoda wykrywania obecnosci zelaza w oligodendrocytach. Znacznik
wielkosci: 20 um. Uzyte oznaczenia: O — oligodendrocyty; N-neuron; n- naczynie
krwiono$ne; opis w teks$cie.

W obszarze Hip u ludzi i pséw w preparatach, zelazo-pozytywne OLG podobnie
jak w metodzie srebrowej byly nierownomiernie roztozone i lokalizowaty si¢ gléwnie
w miejscach zawierajacych witokna zmielinizowane oraz naczynia krwiono$ne.
Najliczniej reprezentowane byty warstwie SLM 1 SR pola CA2 i CA3. W polu CAl
najczesciej OLG wystepowaty pojedynczo gtdéwnie w warstwie SO lub SR. OLG w miatly
owalne lub okragle cialo komorkowe, czasem widoczne byly ich krotkie wypustki
z widocznym produktem reakcji histochemicznej. Podobnie jak w LF, OLG we
wszystkich badanych preparatach u ludzi 1 psow najczgsciej utozone byty pojedynczo,
czasami w parach, przy naczyniach krwiono$nych lub przy neuronach. Intensywny
odczyn widoczny byl w ciele OLG oraz ich wypustkach, staby we wtdknach nerwowych
obecnych w Hip (Ryc. 7).

W badanych skrawkach u ludzi i pséw w obszarze CC, reakcja histochemiczna
wykazata obecno$¢ licznych bragzowo wybarwionych OLG. Produkt reakcji wykazywaty
utozone szeregowo, w rzedach OLG, pomiedzy zmielinizowanymi wtoknami nerwowymi
oraz przy naczyniach krwiono$nych. OLG byly intensywnie wybarwione zgodnie
z zatozeniem, ze st¢zenie zelaza w substancji biatej bylo wyzsze niz w miejscach, gdzie
dominowata substancja szara. Na preparatach OLG wykazywaty typowa dla nich
morfologi¢e. Ciata OLG miaty ksztatt kulisty, z ciemno wybarwiong cytoplazma, od
ktorego odchodzity krotkie porozgatgziane wypustki. Rozproszone barwienie tla
w postaci matych pierscieni pochodzito najprawdopodobniej od wypustek OLG. Odczyn
widoczny byl we wildknach nerwowych lezacych pomigdzy szeregami OLG.
Intensywno$¢ odczynu histochemicznego na obecno$¢ zelaza w obszarze spoidta

wielkiego byta podobna u ludzi 1 psow (Ryc. 6)
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Rycina 6. Oligodendrocyty z obszaru ciata modzelowatego (CC) cztowieka i psa.

A. Barwienie immunohistochemiczne na obecno$¢ tancucha ciezkiego ferrytyn (FTH) u
cztowieka. B. Barwienie immunofluorescencyjne na obecnos¢ biatkka MBP u psa. Kolor
niebieski w mikroskopie identyfikuje jadra komoérkowe przez barwienie DAPI. C.
Histochemiczna metoda wykrywania obecno$ci zelaza w oligodendrocytach. Znacznik
wielko$ci: 20 um Uzyte oznaczenia: O — oligodendrocyty; n- naczynie krwiono$ne, w—
wlokna nerwowe— opis w tekscie

IV.1.5 Barwienie na obecnos¢ biatka MBP

Aby okresli¢ dystrybucje komorkowa ekspresji MBP w preparatach u psow i ludzi
w obszarach OUN zastosowano barwienie z uzyciem przeciwcial przeciw-MBP
1 wizualizowano przy pomocy wtérnego przeciwciala sprzezonego z rodaming dla
materiatu pochodzacego od psow 1 przeciwciata sprzgzonego z HRP, wizualizowanego
przy uzyciu DAB, dla materialu ludzkiego. W preparatach produkt reakcji widoczny byt
glownie w OLG oraz wtoknach nerwowych zmielinizowanych we wszystkich badanych
obszarach modzgowia. Wyznakowane fluorescencyjnie OLG, posiadaty intensywnie
zielono zabarwione, okragte ciato komorkowe, czasami widoczne byty delikatne, krotkie
1 nieliczne wypustki. We wszystkich analizowanych przekrojach moézgowia zaréwno
u kobiet 1 m¢zczyzn oraz u samic i samcoéw psa, wyznakowane MBP-pozytywne OLG
oraz witokna nerwowe zmielinizowane wykazywaly podobne intensywne wybarwienie.
Immunoreaktywno$¢ neuropilu badanych obszaréw mozgowia u ludzi i psoOw zalezna
byla od liczby MBP-pozytywnych OLG. W obszarach LF i Hip u ludzi i pséw

wyznakowane OLG wykazywaty podobny wzor lokalizacji, a ich intensywno$¢ i rozktad
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pokrywal si¢ ze wzorem lokalizacji obserwowanej w metodzie srebrowej,
histochemicznej, barwieniu metoda Nissla oraz Kliivera-Barrery (Ryc. 11 3)

W obszarze CC u ludzi i psow, produkt reakcji widoczny byt rowniez we
wiloknach nerwowych posiadajacych ostonke mielinowg. Podobnie jak w obszarach
o skapej zawartosci wiokien nerwowych zmielinizowanych intensywno$¢ i rozktad
fluorescencyjnie MBP-pozytywnych OLG pokrywat si¢ ze wzorem lokalizacji
obserwowanej w metodzie srebrowej, histochemicznej i przy zastosowaniu metody Nissla
oraz Kliivera-Barrery (Ryc. 2)

Homo sapiens Canis lupus familiaris
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Rycina 7. Oligodendrocyty z pola CA1/CA3 Hipokampa (Hip) cztowieka i psa.

A. Barwienie immunohistochemiczne na obecno$¢ tancucha ciezkiego ferrytyn (FTH) u
cztowieka. B. Barwienie immunofluorescencyjne na obecnos¢ biatka MBP u psa. Kolor
niebieski w mikroskopie identyfikuje jadra komodrkowe przez barwienie DAPIL. C.
Histochemiczna metoda wykrywania obecno$ci zelaza w oligodendrocytach. Znacznik
wielkosci: 20 um. Uzyte oznaczenia: O — oligodendrocyty; N-neuron; n- naczynie
krwionosne; 1- SO, 2- SP, 3- SR, 4- SLM; opis w tekscie.

IV.1.6 Okreslenie liczby oligodendrocytéw w wybranych obszarach OUN
Zastosowana analiza morfometryczna pozwolita okresli¢ liczbe OLG w badanych
obszarach moézgowia kobiet i mezczyzn oraz samic i samcoOw u psa. W tab.2
przedstawiono dane, $rednie z 10 pomiarow gestosci OLG z wybranych obszarow
moézgowia u ludzi i pséw. Wynik podano jako liczbe OLG na mm’. Analiza statystyczna
dla zadnego z badanych obszaréw OUN u czlowieka nie wykazata istotnych roznic
pomiedzy badanymi obszarami m6zgowia oraz pomi¢dzy mezczyznami, a kobietami przy

zalozeniu istotnosci p<0.05 (Tab 2). Jedynym obszarem u pséw, dla ktorego stwierdzono
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statystyczng istotno$¢ roznic, pomiedzy samcami i samicami, byl LF (istotno$¢ na

poziomie p= 0,05) (Tab. 3).

Tabela 2. Gestos¢ OLG w wybranych strukturach mozgu u mezczyzn 1 kobiet. Wynik

podano jako liczbe OLG na mm”.

Obszar
mozgu Kora Hipokamp Spoidlo
3 ? 3 ? 3 ?
Srednia 117729.9 | 99035.9 | 125333,3 | 126102,3 | 424503,2 [ 427302,2
SD 15123,1 | 6913,4 [30313.19 | 234222 | 70202,1 | 65023,1

Tabela 3. Gestos¢ OLG w wybranych strukturach mozgu u samcow i1 samic psa. Wynik
podano jako liczbe OLG na mm”.

3

Obszar
mozgu Kora Hipokamp Spoidlo
d Q 3 ? 3 X
Srednia 129567,3 | 127576,3 | 133112,9 | 132789,2 | 550078,5 | 549981,7
SD 16004,7 | 26787 | 29878,2 | 314002,2 | 73112,2 | 78991,2

IV.2 Analizy filogenetyczne
W ramach wykonanych analiz wykorzystano analizy filogenetyczne, analizy sekwencji
promotoréw i modelowanie funkcjonalne analizwanych kluczowych biatek OLG.
IV.2.1 Analiza filogenetyczna ferrytyn

Analiza filogenetyczna 101 sekwencji FT z 18 modelowych kregowcow
wykazala, ze rodzing FT tworzy co najmniej sze$¢ podrodzin, nierownomiernie
rozmieszczonych pomigdzy taksonami. Te podrodziny odpowiadaja wczesniej opisanym
w literaturze typom FT. W wyniku przeprowadzonych analiz wyrdézniono nastepujace
podrodziny FT: FTA (pierwotna), FToid (ferrytoid), FT-HA (fancuch ci¢zki A), FTM
(tancuch $redni), FTL (tancuch lekki) i FTH (tancuch ciezki). Istnieje ograniczona liczba
danych opublikowanych dotyczacych taksonéw zwierzecych , ktore nie s3 odtwarzane
innymi metodami rekonstrukcji drzew. W zwiazku z tym wspolne pochodzenie podrodzin
FTL i FTH wydaje si¢ niepewne, poniewaz ich pozycja na drzewie rdzni si¢ w zaleznosci
od zastosowanej metody. Podrodzina FToid tworzy dobrze wyrdzniajacy si¢ klad we

wszystkich testowanych ukladach badawczych (Ryc. 8).
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Oikopleura dioica CBY35180.1
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o Saualus acanthias ES661745.1

: Taeniopygia guttata XI 002197850.1
Gallus gallus NP 980714.1
" Grocodylus porosus XP 019391681.1 A-lik
‘ Xenopus tropicalis NP 001005018.1 HA-like
. Xenopus tropicalis N 989008. 1
Rninatrema bivittatum XP> 020441602.1
t Rhinatrema bivittatum XP 020441230.1
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Eptatretus burgeri ENSEBUG00000016037
Eptatretus burgeri ENSEBUP00000001415
Eptatretus burgeri ENSEBUG00000015383

skala drzewa:1
| |

klasyfikacja FT

Petromyzon marinus S4RBW3
Petromyzon marinus S4RUX0
Potromyzon marinus S4RTW7

pierwotna

Eptatretus burgeri ENSEBUGO00000015194.
Petromyzon marinus S4RMH3
Petromyzon marinus S4RMH7.
Petromyzon marinus S4RMK3

Lepidosiren paradoxa GEHZ01029327.1
Danio rerio NP 001004562.1
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e
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e
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e
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e e I mito

Mus musculus NP 080562.2
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H - ciezka

Rycina 8. Analiza filogenetyczna rodziny ferrytyn kregowcow klasyfikujaca je w szes¢
podrodzin 1 izoformy (po prawej). Jako grupe zewnetrzng drzewa dla taksonow
kregowcow wybrano pierwotne Tunicata

W wyniku przeprowadzonych analiz wykazano, ze miejsce aktywne ferroksydacji
jest w wigkszos$ci zachowane u przedstawicieli FT. Wyjatki obejmuja FTL 1 FToid, ktére
nie majg konserwatywnych reszt, odpowiadajacych Glu27 i GIn141 w ludzkim fancuchu
FTL (Ryc. 9).
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Ferroksydacja

(wg ludzkiej FTH)
Glu27 Glu61 Glu62 His65 GIn141

- \ A/

FTH =\ E EE
FTL ¥\ e
FTLF = EE
FT-HA = EE
FTM = EE
FToid "I s/ EE
FTA= EE

Rycina 9. Analiza sekwencji sze$ciu podrodzin FT ze wskazaniem aminokwasow
potencjalnie zaangazowanych w ferroksydacje¢ Zelaza.
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Sposrod wszystkich zwierzat, kregowce maja najszersze spektrum podrodzin
iizoform FT. Jako organizmy wysoce zorganizowane i mobilne, w procesie ewolucji
wytworzyly wyspecjalizowane systemy transportu zelaza. Umozliwilo to ich lepsze
przystosowanie do zmian geologiczno-klimatycznych w historii Ziemi i do zajmowania
kolejnych nisz ekologicznych. W niniejszej pracy wykazano, ze FT kregowcéw mozna
podzieli¢ na sze$¢ podrodzin. Wyjsciowe FT =zostaly zduplikowane 1 pochodzity
z pierwotnych Chordata, takich jak Tunicata, podobnie jak sugerowali Lee i wsp. (2012),
a nie FTH (Andrews i wsp. 1992). W niniejszej pracy wykazano réwniez, ze FT

powstawaly w odpowiedzi na zmieniajace si¢ warunki srodowiska (Ryc 10.).
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Rycina 10. Schemat ewolucji biatek z rodziny FT i nowych struktur anatomicznych,
w zalezno$ci od zmieniajacych si¢ warunkoéw Srodowiskowych w geologicznej skali
czasu.

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki analiz pozwolity na zaproponowanie nowego

podzialu FT oraz ich klasyfikacji

funkcjonalnej, zaleznej od wlasciwosci

ferroksydacyjnych (Tab. 4)

Tabela. 4. Rozmieszczenie podrodzin FT 1 ich zdolnosci ferroksydatywnych (F+/-) wéréd
roznych taksonow strunowcow wraz z ich skalg czasowg ewolucji.

FT- FTL
Min lat FTA |FToid | FTM FTH

HA F- F+

Tunicata(grupa
(grp 514-636.1 F+

bazowa)
Cephalochordata | 534-566 F+
Cyclostomata 358.5-636. F+
Chondrichthyes 433.4-443 F- F+ |F-
Coelacanthimorpha [407-419 F- F+ |F-
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Actinopterygii 383-425 F- F+ |F- F+

Dipnoi 380-400 F+ |F- F+

Amphibia 358.9-372.2 F- F+ F+ |F-

Reptilia 310-320 F- F+ |F+ F+ |F-

Mammalia 164.9-201.5 F+ |F- F+

Aves 168.3-170.] F- F+ F+

IV.2.2 Analiza filogenetyczna bialka zasadowego mieliny

W niniejszych badaniach zastosowano alternatywne podejscie w celu zbadania
pochodzenia MBP. Przy uzyciu sekwencji ludzkiego MBP (pfam PF01669, chromosom
18, Gene ID: 4155; locus LOC107987261; Acc nr NC_000018.10) przeszukano
algorytmem BLAST baze danych GenBank biatek wybranych przedstawicieli krggowych
(jak opisano w materiatach i metodach) U Latimeria biatko MBP jest krotsze 1 ogranicza
si¢ do N — terminalnego odcinka, wigcznie z fragmentem Golli. U ryb promienioptetwych
MBP wystepuje w dwoch fragmentach, odpowiadajacych N — i C — koncowi biatek
wyzszych kregowcow. Uzyskany wynik zgodny jest z wcze$niejszg publikacja Nawaz i
wsp. (2013) (Ryc. 11a1 11b).
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Rycina 11a. Porownanie sekwencji MBP wybranych kregowcow. Pomaranczowy pasek
obejmuje sekwencje ryb promienioptetwych N- i C- terminalny fragment MBP. Kolor
zielony paska obejmuje sekwencje MBP z Latimerii. Czerwona pionowa strzatka
wskazuje miejsce ztacza egzonow.
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Rycina 11b Drzewo filogenetyczne sekwencji biatka MBP u kregowcow ,oznaczono
*cztowieka ** psa

W wyniku przeszukania bazy EST GenBanku w niniejszej pracy wykazano, ze u
promienioptetwych transkrypty kodujace N-terminalny fragment MBP obejmujace Golli
wystepuja we wszystkich narzadach poza moézgiem. Transkrypty kodujace C-koncowy
fragment MBP (klasyczne MBP) s3 nadreprezentowane w mézgu (Tab.5.).

Tabela 5. Lokalizacja narzadowa wybranych izoform MBP u ryb

gatunek N-term (Acc.nr)/lokalizacja C-term

(Acc.nr)/lokalizacja

Cyprinus carpio EC393636/skora EX823177/mozg
Gasterosteus aculeatus | DW040825/skrzela DW629149/larwa
Gadus morhua GW861915/grasica GW847171/mozg
Ictalurus punctatus FD107287/pozostate narzady | BM495284/mozg
Ctenopharyngo JK852233/nerki b.d.

donidella
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Carassius auratus AM928282/nabtonek b.d.

wechowy

Gobio cyprisrarus EE594013/skrzela b.d.

IV.2.3 Analiza filogenetyczna biatka MOG

Interesujce jest, ze biatko MOG stwierdzono wytgcznie u ssakow, dlatego podjeto probe
wyjasnienia pochodzenia MOG oraz genu kodujacego to biatko z uzyciem analizy
filogenetycznej.

Biatko MOG nalezy do rodziny butyrofilin (BTN). W niniejszej dysertacji
uzyskane wyniki wskazuja, ze sekwencje domeny V-set z bialkka MOG od rdéznych
ssakow klastrujg si¢ w jedng gataz. W zblizonym ewolucyjnie czasie powstawaty roéwniez
biatka MOG-like u torbaczy. Wystepowanie ich homologéw stwierdzono rowniez w
wielu galeziach innych grup biatek. U ryb podobnie jak u ssakow stwierdzono réwniez
wystepowanie BTN. Wraz z pojawieniem si¢ grupy bialek ERMAP (BTNS,
erythroidmembrane-associated protein) nastepuje ekspansja BTN u kregowcow 1 wzrasta
czestotliwo$¢ pojawiania si¢ bialek typu MOG-like. Pojawianie si¢ MOG u ssakow
zbiega si¢ w czasie roéwniez z obecnoscig biatek MOG-like. U torbaczy domena V-set
o wysokim podobienstwie do MOG wystepuje w wielu sekwencjach bialek MOG-like,
ktore nie sg specyficzne dla mozgu, a wystepuja np.: w mleku (Acc.nr. GEDN01009057),
sercu 1 watrobie (Acc.nr. GHKB01048664), sledzionie, nerkach (Acc.nr.GFSS01205855)
(Rye. 12)
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Rycina 12. Drzewo filogenetyczne biatka MOG * oznaczono rodzing butyrofilin.
Kolorem pomaranczowym oznaczono gen MOG — like torbaczy. Kolorem czerwonym
oznaczono MOG

Obserwacja domeny V-set pojawiajacej si¢ ewolucyjnie w wielu biatkach,
w podobnym czasie, byta podstawa hipotezy czy DNA kodujace V-set nie wykazuje cech
elementu transpozycyjnego. W genomie dziobaka (Ornithorhynchus anatinus) wystepuje
gen kodujacy biatko MOG (locus XM 029054900) oraz gen kodujacy biatko o wysokim
podobienstwie (76%, locus LOC114808702) zlokalizowany na chromosomie Y. Analiza
sekwencji tego genu wykazata, ze powstal na skutek duplikacji 1 fuzji genu MOG i1 genu
RNF39 (RING) oraz translokacji hybrydowej kopii na chromosom Y (Ryc.13). To

sugeruje, ze domena V-set moze by¢ dynamiczna, czyli ciagle ulega¢ transpozyciji.
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Rycina 13. Organizacja genomowa MOG u dziobaka oraz genu RNF39.

Dane ekspresji genow w narzadach roznych zwierzat przedstawia baza Expression

Atlas (https://www.ebi.ac.uk/gxa/home), na podstawie ktérej dokonano analizy danych

ekspresji MOG w roéznych narzadach i tkankach. Wykazano, ze ekspresja genu
kodujacego MOG wystepuje w OUN u cztowieka, pawiana i monodelfa, natomiast u
innych malp naczelnych (kotawiec, makak) niska ekspresja genu MOG wykrywana jest w
fibroblastach, krwinkach, nerkach, sercu oraz gonadach meskich. U pozostatych zwierzat
(Swinia, krowa, szczur, mysz, krdlik, kon) zaobserwowano ekspresje¢ w wielu innych
narzadach.

Dokonano rowniez analizy in silico wystgpowania biatkka MOG w oparciu
o proteomiczng baz¢ danych Proteinatlas. Interpretacja wynikéw z ludzkiej bazy danych
Proteinatlas ~ wykazata wystepowanie MOG tylko w OUN, (gléwnie w OLG)
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000204655-MOG/tissue)

OLG u ludzi sa specyficznym miejscem wystepowania MOG,  dlatego
postanowiono zbada¢ in silico, czy promotor tego genu determinuje jego selektywna
ekspresje w OUN. U ludzi organizacja locus MOG jest podobna jak u innych ssakow.
Region promotora jest wspoétdzielony z przeciwrownolegle skierowang otwartg ramka

odczytu genu GABBRI1, kodujacego receptor GABA (Ryc. 14.)

[ 29602230 [ 2970547 o

GRAEER] A — HII; e— ZOHHC20 P
gl (1P ZFPST

Rycina 14 Schemat przedstawiajacy region promotora MOG. Czerwonym kolorem
zazanaczono ORF genu MOG i sgsiedniego GABBRI.

W niniejszej pracy wykonano réwniez analize promotora ludzkiego genu MOG
(dtugosci 3868 pz). Poszukujac sekwencji wigzania czynnikéw transkrypcyjnych (TF),
ktére potencjalnie wigza si¢ 1 moga by¢ odpowiedzialne za ekspresj¢, uzyto danych
z bazy TF2DNA. Przeanalizowano lokalizacj¢ tkankowag TF w oparciu baze¢ Proteinatlas,

skupiajac si¢ na regulatorach specyficznych tkankowo dla OUN (Tab.6).
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Tabela 6. Lista TF, zidentyfikowanych jako potencjalnie wigzace si¢ do sekwencji
promotorowej ludzkiego genu MOG wg bazy TF2DNA. Kolorem z6ttym wyrdézniono
biatka mézgowo-specyficzne lub nadreprezentowane w OUN.

Akronim nazwy

biatka

Pelna nazwa biatka i funkcja

Lokalizacja (wg Proteinatlas)

STAT3 signal transducer and activator of | wigkszoscétkanek
transcription 3 (acute-phase
response factor)
HOXD11 homeobox D11 Wigkszo$¢ tkanek
RXRA retinoid X receptor, alpha Wigkszos¢ tkanek
RUNX3 runt-related transcription factor 3 Wigkszo$¢ tkanek
PROP1 PROP paired-like homeobox 1 przysadka
TFAP4 transcription factor AP-4 | Wigkszos¢ tkanek
(activating enhancer  binding
protein 4)
NR1I3 nuclear receptor subfamily 1, group | watroba
I, member 3
ZNF648 Zinc finger protein Niska ekspresja, mozg
ZNF347 zincfinger protein Wigkszo$¢ tkanek
ZNF536 zinc finger protein gléwnie mozg
CREB3L2 cAMP responsive element binding | Wiekszos¢ tkanek
protein 3-like
ZBTB22 chr6  zinc finger and BTB domain | Wigkszos¢ tkanek
containing
ZNF177 zincfinger protein 177 Jadra (gonady)
ZNF441 zincfinger protein 441 Wigkszo$¢ tkanek
ZNF267 zincfinger protein 267 Wigkszos¢ tkanek
EGR1 early growth response 1 Wigkszo$¢ tkanek
ZSCAN20 zinc finger and SCAN domain | Wickszos¢ tkanek
containing 20
RXRG retinoid X receptor, gamma Wigkszos¢ tkanek
NFKB1 nuclear factor of kappa light | Wigkszo$¢ tkanek

polypeptide gene enhancer in B-

41




cells 1
STAT3 signal transducer and activator of | Wigkszo$¢t kanek
transcription 3 (acute-phase
response factor)
SRF chr6  serum responsefactor Wigkszos¢ tkanek
NR1H4 nuclear receptor subfamily 1, group | Uklad pokarmowy, wydalniczy i
H, member 4 endokrynny
TP63 tumor protein p63 Liczne tkanki
TEAD4 TEA domain family member 4 Wigkszos¢ tkanek
SPI1 Spi-1 proto-oncogene Wigkszos¢ tkanek
RORA RAR-related orphan receptor A Wigkszos¢ tkanek
TEAD3 chr6 TEA domain family | Wiekszo$¢ tkanek
member 3
FOXD3 forkheadbox D3 mozg
KLF1 Kruppel-like factor 1 (erythroid) szpik
ARNT2 aryl-hydrocarbon receptor nuclear | Gléwnie mozg
translocator 2
HOXD4 homeobox D4 Gloéwnie mozg
POU3F2 chr6  POU class 3 homeobox 2 mozg

Dodatkowo wytypowano TF wystepujace specyficznie w OUN lub bedace
nadreprezentowanymi w OUN. Porownano je z TF potencjalnie odpowiedzialnymi za
ekspresj¢ przeciwrownolegtego sasiedniego genu GABBRI1. Sposrod zestawionych TF,
ARNT2 wydaje si¢ by¢ odpowiedzialny za specyficzno$¢ ekspresji MOG w mozgu,
poniewaz rowniez aktywuje GABBRI1 (Tab.7.)
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Tabela 7 Lista TF potencjalnie wigzacych si¢ i odpowiedzialnych za ekspresje genu
MOG i1 GABBRI. Na z6tto zaznaczono czynniki specyficznie wystepujace w uktadzie
nerwowym.

locus MOG 1 sgsiedztwo MOG GABBRI
czynniki transkrypcyjne, PROPI1 NHLHI1

wystepujace gldéwnie w
OUN ZNF536 EBF1
FOXD3 EGR3
ARNT2 ZIC1
HOXD4 0TX2
POU3F2 ARNT2
GLIS1
TFAP2B
VSX1
HES7
EGR4
SCRT1
ZFP57
ZMAT4
POU4F1
ZIC5
FEZF1
SP8
ZNF705A

Ryc. 15A przedstawia konsensus sekwencji rozpoznawanej przez ARNT2. Rozpoznaje
on sekwencje nukleotydowa GkGTG, wystgpujaca potencjalnie w 5-ciu miejscach
w promotorze MOG (~600 pz.) (Ryc. 15 B).
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Rycina 15 A Konsensus sekwencji rozpoznawanej przez ARNT2.
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Rycina 15 B Schematyczny obraz promotora ludzkiego genu MOG z potencjalnymi
miejscami wigzania TF, z wyrdznieniem miejsc wigzania ARNT2 na zielono.

Badania autorow prowadzone na liniach komorkowych gryzoni dostarczyty
dodatkowych informacji, dotyczacych promotora genu MOG, gdzie wykazano wigzanie
TF CREB 1 jego funkcje regulatorowa (Jaquet 1 wsp., 1999; Solly 1 wsp., 1997; Jana i
wsp, 2018). CREB jest TF typu bZIP powszechnie wyst¢pujacym we wszystkich typach
komorek. Na Ryc.16. Przedstawiono konsensus sekwencji DNA wiagzacej TF CREB.
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Rycina 16 Konsensus sekwencji DNA rozpoznawanej przez czynnik transkrypcyjny
CREB, wedtug bazy TF2DNA .
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W niniejszej pracy poréwnano sekwencje promotorowe genu MOG ludzkiego z
odpowiednimi sekwencjami przedstawicieli innych naczelnych, migsozernymi (pies)
kopytnymi 1 gryzoniami (Ryc 17).

W sekwencji niekodujacej promotora ludzkiego MOG znaleziono miejsce
wigzania dla CREBI, odpowiadajacemu regionowi miejsca wigzania CREB u myszy

(Rye, X12), jednakze znajduje si¢ ono w ponizej sekwencji promotora potencjalnie
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wigzacej] TF ARNT2. Drugie zidentyfikowane przez autorow biatko AP4 jest ogdlnym
TF, odpowiedzialnym za réznicowanie si¢ komorek, w tym OUN (Kim i1 wsp., 2006).
Na podstawie danych transkryptomicznych (baza danych GENEBANK, transkrypty Acc.
nr: BY 127313, AU067234, BY232480, BY 128029, BY232093*ucho wewngtrzne-mysz,
DA253273, DA139582-cztowiek) mozna spekulowaé, ze wyznaczone przez autoréw
(Jaquet i wsp, 1999) miejsce wigzania CREB i1 AP4 in vitro, znajduja si¢ w niekodujacej
sekwencji 5’UTR transkryptu (Ryc. 17), czyli ponizej sekwencji wlasciwego promotora.
Tym samym, autorzy pracy mogli popetni¢ btad metodyczny wyznaczajac in vitro

miejsce sekwencji regulatorowych.
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Rycina 17 .Poréwnanie proksymalnej sekwencji promotorow genu MOG u gryzoni,
naczelnych, kopytnych i migsozernych (o diugosci ~600 pz.). Potencjalne miejsca
wigzania TF ARNT2 zaznaczono na zétto, potencjalne miejsca dwdch innych TF,
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specyficznych mézgowo, HOXD4 1 ZNF536 zaznaczono na niebiesko, natomiast miejsce
wigzania CREB zaznaczono na zielono. Pionowe strzalki wyznaczaja miejsca startu
transkrypcji wyznaczone na podstawie danych transkryptomicznych z bazy
GENEBANK.
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V. Dyskusja

OLG powstaly w celu zapewnienia lepszej ochrony neuronom oraz w odpowiedzi
na fluktuacje niekorzystnych warunkéw srodowiskowych. Dynamika rozwoju uktadu
nerwowego kregowcow, powstawanie nowych skomplikowanych polaczen pomigdzy
neuronami oraz wzmocnienie ochrony neurondw w sposéb istotny wptyneto na ewolucje
tych komorek glejowych (Hines, 2021).

Wyniki badan wlasnych przeprowadzone w wybranych obszarach moézgowia
u kobiet 1 m¢zczyzn oraz u samic i samcOw psa sg podobne do uzyskanych przez innych
autorow. Dotychczasowe badania nad morfologia 1 biologia OLG dotyczyly gltownie
osobnikoéw mtodych, bez w petni zakonczonego procesu mielinizacji. Badania dotyczace
starszych osobnikow, najczesciej dotyczyly malp 1 gryzoni (Peters i wsp., 2010;
Cavallotti 1 wsp., 2001). U malp czlekoksztaltnych stwierdzono, ze wraz z wiekiem
dochodzi do pogorszenia zdolnosci poznawczych (Vaughan i Peters 1974, Cavallotti 1
wsp., 2001, Murtie i wsp., 2007, Peters 2009, Peters i Connor 2014). Aktualne prace
dotycza morfologii 1 lokalizacji OLG w wybranych obszarach mozgu owcy (Ovis aries) i
kangura rudego (Macropus rufus) (Wawrzyniak i wsp., 2022a; Wawrzyniak 1 wsp.,
2022b).

LF oraz Hip to obszary w gléwnej mierze zbudowane z neurondéw, naczyn
krwionos$nych, wildkien nerwowych oraz réznych rodzajow komoérek glejowych.
W obszarze CC dominujg widkna nerwowe, komorki glejowe oraz naczynia krwionosne,
a neurony stanowig tu nieliczng populacje. OLG substancji szarej i bialej wykazuja
podobng  morfologie, chociaz réznig si¢ lokalizacja wzgledem  struktur
charakterystycznych dla okreslonego obszaru moézgowia. W badaniach wiasnych
wykazano, ze obszarem Hip z duzg liczbg OLG byta warstwa SLM. Wigkszo$¢ aksonow
otoczonych ostonkg mielinowag znajdujacych si¢ w tym obszarze pochodzi z kory
srodwechowej (cortex entorhinalis), a to by¢ moze zwigzane jest z poczatkiem
dojrzewania OLG rozpoczynajacych mielinizacj¢ oraz ich S$cistym powigzaniem
z widoknami 1 ostonkg mielinowg. (Berger 1 Frotscher 1994, Vinet i wsp., 2010).
Najprawdopodobniej wypustki OLG moga mielinizowa¢ aksony poza rejonem Hip oraz
wplywa¢ na regulacje przewodnictwa nerwowego w warstwie molekularnej GD lub
w obszarze CA3, w ktérym znajduja si¢ widkna nerwowe zmielinizowane. (Lin i Bergles
2004, Vinet i wsp., 2010). W Hip, aksony pochodzg z r6znych zrddet 1 sg w rd6zny sposéb
podzielone. Wejscia srodwechowe znajduja si¢ glownie w warstwie SLM pol Hip oraz w

warstwie molekularnej GD. Aksony l3aczace komorki piramidalne pola CA3 i CAl
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dochodza do neurondéw znajdujacych si¢ w warstwie SR i SO. Taka lokalizacja widkien
sugerowalaby, ze OLG sa rozdzielenie przestrzennie w okreslonej warstwie Hip.
W badaniach wlasnych na preparatach nieliczne OLG wystgpowaly pojedynczo
pomiedzy neuronami w polu CA2 i CA3 oraz tylko gdzieniegdzie w polu CAl. Te
komorki glejowe, obecne byly pomigdzy widknami pochodzacymi z kory §rodwechowej,
neuronami warstwy SLM oraz na calej szeroko$ci warstw SR i SO. Obecnos¢ OLG pod
warstwg komorek ziarnistych, moze $wiadczy¢ o ich uczestnictwie w mielinizacji
aksonow pochodzacych od tych komorek (Woodhams i wsp., 1981, Lin i Bergles 2004,
Vinet i wsp., 2010.

W wyniku przeprowadzonych badan przy zastosowaniu wybiorczej i selektywne;j
metody barwienia srebrem, u ludzi 1 psow w wybranych obszarach OUN zaobserwowano
podobne rozmieszczenie OLG. W LF OLG najczesciej lokalizowaty si¢ w dolnych
warstwach tj. IV/VI, co wigzato si¢ z lokalizacja w poblizu CC, bogatego we widkna
nerwowe. Obserwacje wlasne sg zgodne z badaniami przeprowadzonymi przez Vaughana
1 Petersa oraz LeVine i1 Torres, ktorzy badali OLG w korze moézgu u myszy 1 szczurow
(Vaughan 1 Peters, 1974: LeVine 1 Torres, 1993). U 25-letnich malp w obszarze kory
moézgu stwierdzono, ze niektore wypustki OLG tacza si¢ ze soba i zawieraja wtrety roznej
wielkosci oraz gestosci elektronowej. Niektorzy autorzy uwazaja, ze sg to specyficzne
markery strukturalne zwigzane ze starzeniem si¢ OLG 1 moga by¢ wykorzystane do
syntezy ostonek mielinowych, odnawianych w trakcie starzenia, a tym samym
przyczyniaja si¢ do zmian przewodnictwa nerwowego oraz s3 czynnikiem starzenia u
naczelnych (Monteiro i wsp., 1995, Sturrock 1983, Peters 2009).

Mozgowie posiada niezwykle mozliwosci samonaprawy, a wraz z wiekiem,
zdolnos¢ do procesu remielinizacji ulega spowolnieniu lub zostaje catkowicie utracona
(Nave 2010a, 2010b). Wyniki badan wlasnych oraz innych autoréw w obszarze mocno
zmielinizowanym tj. w CC u ludzi i psé6w sugeruja, ze OLG nawet u dorostych
osobnikow sa zdolne do oddzialywania na ostonki mielinowe. (Yin i wsp., 1997). By¢
moze sktadniki zawarte w OLG lub specyficzne dla tych komoérek glejowych receptory
moga uczestniczy¢ bezposrednio w formowaniu ostonki mielinowej lub wzbogacac
mieling (Rasband i wsp., 2005). LF potaczona jest z CC i jest miejscem pamigci
przestrzennej (Gazzaniga 2000). Ponadto mielinizacja zachodzaca w CC jest $cisle
skorelowana z obszarami LF (Bloom i Hynd 2005). By¢ moze proces mielinizacji, w
ktory zaangazowane sg OLG wptywa bezposrednio lub posrednio na mechanizm uczenia

przestrzennego (Zhao i wsp., 2011).
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W wyniku zastosowanych w niniejszej pracy metod badawczych potwierdzono, ze
lokalizacja 1 morfologia OLG jest obrazem uniwersalnym dla wielu gatunkéw ssakow
i odzwierciedla ich funkcje, jako komorek wspomagajacych wzrost 1 zapewniajacych
ochron¢ neuronom (Dai i wsp., 2003). W badaniach wtasnych impregnacji tkanki
glejowej solami srebra uwidoczniono ciemnobrazowe ciata OLG, od ktérych odchodzity
najczesciej ciemne, krotkie, pojedyncze wypustki. OLG glownie ukladaty si¢ przy
neuronach lub w sasiedztwie naczyn krwionos$nych. Taki obraz uzyskano podczas
obserwacji preparatow u ludzi i pséw. Podobne wyniki na poziomie mikroskopu
$wietlnego obserwowano u myszy i szczuréw (Ogawa i wsp., 1975, LeVine i Torres
1993, Murtie i wsp., 2007). Cecha charakterystyczng obserwacji OLG Hip byta ich
lokalizacja przy lub w poblizu naczyn krwiono$nych, bez réwnoczesnej obserwacji
wypustek astrocytoéw. OLG majg ogromne zapotrzebowanie na zelazo w celu produkcji
mieliny i1 sg gtownymi komorkami OUN zaangazowanymi w transport zelaza z krwi do
mozgowia. Ich blisko$¢ z naczyniami wlosowatymi moze wyjasnia¢ znaczenie tych
komorek w uczestnictwie oraz utrzymaniu bariery krew - mozg (Del Zoppo 1 wsp., 2006,
Connor 1 Menzies 1996, Burdo 1 wsp., 1999, Pinero i Connor 2000, Todorich 1 wsp.,
2011, Simpson i wsp., 2015).

Komoérkowy rozdziat biatek zwigzanych z zelazem w moézgowiach ludzi i psow
jest w duzym stopniu zgodny =z obserwacjami innych autoréw wykonanych
w mozgowiach cztowieka, szczura 1 myszy (LeVine i Macklin 1990, Connor i wsp.,
1995). We wszystkich tych badaniach wykazano, ze gléwnymi komorkami
zawierajagcymi zelazo sa3 OLG. Wiadomo, Zze komorki te wlaczone s3 w syntezg i
utrzymywanie ostonki mielinowej, natomiast rola zelaza w procesie mielinizacji nie jest
do konca poznana. Zelazo jest bezposrednio zaangazowane w synteze bogatych w
mielinie cholesterolu 1 lipidow (Connor i Menzies 1996, Leitner i Connor 2012, Simpson
i wsp., 2015). Rola zZelaza w mielinogenezie oraz regeneracji oslonki mielinowej
sugeruje, ze niedobor zelaza u ssakow zwigzany jest z hipomielinizacja (Connor i
Menzies 1995, Leitner 1 Connor 2012).

W niniejszej pracy podjeto probe okreslenia oraz pordOwnania dystrybucji
regionalnej i komorkowej zelaza w mozgowiach u ludzi i psow. Wyniki wlasne uzyskane
przy uzyciu metody srebrowej zostaly potwierdzone obserwacjami skrawkow
wybarwionych metoda histochemiczng na obecnos$¢ zelaza. W LF wzor lokalizacji oraz
umiejscowieniec OLG odpowiadalo ich rozmieszczeniu wykazanemu w komorkach

poddanych impregnacji solami srebra. OLG zawieraty produkt reakcji histochemicznej na
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obecno$¢ zelaza. w cytoplazmie oraz wypustkach. Obserwacje wiasne byty podobne do
tych, ktore wykonali Fukunaga i wsp.. (2010) u ludzi oraz Le Vine i Torres (1993) u
myszy. Potwierdzono obserwowang przez innych autoréw lokalizacje OLG w poblizu
naczyn krwiono$nych (Ogawa 1 wsp., 1975), co przemawia za ich udziatem
w dostarczaniu substancji odzywczych do neuronu, jak i potwierdza ich udzial w
ochronie neuronu przed niekontrolowanymi wptywami wewngtrznymi (Dai 1 wsp., 2003).
W LF OLG zawierajace zelazo byly widoczne gtownie w warstwach potozonych w
poblizu CC 1 wiele tych komoérek lokalizowato si¢ w przy neuronach sugerujac, ze moga
one bra¢ udziat w transporcie zelaza do i z komoérek nerwowych. Stwierdzony obraz
barwienia na obecno$¢ zelaza w OLG, pokrywa si¢ z wcze$niejszymi obserwacjami
(Connor 1 wsp., 1995; LeVine i Macklin 1990; Wawrzyniak 1 wsp., 2022a; Wawrzyniak i
wsp., 2022b), potwierdzajac rolg OLG w gospodarce zelaza oraz w utrzymaniu stanu
réwnowagi chemicznej w mozgu (Rosato-Siri i wsp., 2023).

Zelazo poprzez swoja kluczowa role w funkcjach zyciowych komoérek jest
niezbedne do prawidlowego funkcjonowania uktadu nerwowego. Jest kofaktorem
w syntezie neuroprzekaznikéw i1 mieliny, oraz jest niezbednym czynnikiem troficznym
podczas zuzycia tlenu i wytwarzania ATP (Connor i wsp., 1995, Connor i Menzies 1996,
Pinero i Connor 2000. Rozklad zZelaza jest rozny, a obserwacja wlasna w badanych
obszarach OUN u ludzi i pséw jest podobna do tej dokonanej przez innych autoréw
u ludzi w korze mdzgu 1 mozdzku, opuszce wechowej, ciele prazkowanym, Hip oraz ciele
migdatowatym (Connor 1995, Connor i Menzies 1996, Pinero i Connor 2000, Simpson i
wsp., 2015).

Funkcjonalnie obszary bogate w zelazo zaangazowane sg w kontrole motoryczne.
Potwierdza to ich zaangazowanie w zaburzenia motoryczne, ktorych przyczyng jest
niedobor zelaza podczas rozwoju. Badania chorych na chorobg¢ Parkinsona (PD),
wykazaty, ze obszary te moga by¢ bardziej podatne na powstawanie wolnych rodnikéw,
atym samym przyczynia¢ si¢ do $mierci komorki (Visanji i wsp.2013). Obszary
mozgowia, ktore nie sg szczegdlnie bogate w zelazo, jak na przyktad Hip, posiadaja
stosunkowo wysokie ilosci receptora typu TF (TFR) (Mash 1 wsp., 1990). OLG same nie
syntetyzuja zelaza, dlatego musza go nabywaé¢ (Connor i Menzies 1995, Connor 2004,
Simpson i wsp., 2015). Najczestsze objawy neurologiczne niedoboru zelaza to
zmniejszone zdolno$ci poznawcze oraz problemy w zachowaniu (Grantham-McGregor i
Ani 2001). Mielina pelni wazng role w uczeniu si¢ 1 pamigci, a jej degradacja jest
glownym elementem skladowym w patogenezie zaburzen neurologicznych zwigzanych
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z funkcjami  poznawczymi. Doroste mozgowia charakteryzuja si¢ zmianami
morfologicznymi zarowno w neuronach jak i neurogleju, ktére przyczyniaja si¢ do zmian
neurochemicznych oraz neurodegeneracyjnych. Badania na poziomie molekularnym oraz
biochemicznym, mogg dostarczy¢ odpowiedzi, ktora pozwoli zrozumiec etiologi¢ chorob
demielinizacyjnych oraz procesy starzenia (Zhang i wsp. 2002).

Udomowieniu psa towarzyszyly zmiany behawioralne, neurofizjologiczne
1 neuroanatomiczne, w zakresie przeobrazen polaczen funkcjonalnych w obszarach
mozgu odpowiedzialnych za interakcje spoteczne (Perri i wsp., 2021. Herbeck 1 wsp.,
2021). Jako zwierzeta stale towarzyszace czlowiekowi, wspoétdzielace z nim Srodowisko
zycia, psy podlegaja takiej samej presji czynnikéw $rodowiskowych. Niekorzystny ich
wplyw w istotny sposob oddzialuje na stan zdrowia, powodujac wystgpowanie
podobnych chorob cywilizacyjnych jak u ludzi np.: nowotwory (Marchi 1 wsp., 2022),
cukrzyce (Del Baldo i wsp., 2022), choroby stawéw 1 uktadu kostnego (Barbeau-Grégoire
1 wsp., 2022), choroby uktadu krazenia (Pires i wsp.,). W chorobach uktadu nerwowego
dochodzi do redukcji catkowitej gestosci 1 liczby OLG (Pakkenberg 1990, Uranova i
wsp.2001, 2004). Zmniejszenie gestosci OLG wykazano w warstwie VI LF np.
w schizofrenii oraz afektywnej chorobie dwubiegunowej, natomiast nie odnotowano
zmniejszenia liczby OLG w warstwie LF sagsiadujacej z istotg bialg. Powodem tego moze
by¢ obecnos¢ dwoch populacji OLG. W warstwie VI LF OLG stuzg gtownie jako satelity
neuronom, podczas gdy w istocie biatej aktywnie uczestnicza w tworzeniu ostonek
mielinowych. Zmniejszenie gestosci OLG w warstwie VI LF moze odzwierciedlaé
zaktdécenia OLG/neuron w patologii OUN, a tym samym wywolujac zmniejszenie
aktywnosci metabolicznej neuronow (Sanchez-Abarca i wsp.2001).

Mimo znacznego dystansu filogenetycznego pomigdzy Primates i Carnivora
(Murphy 1 wsp., 2001) w niniejszej pracy nie stwierdzono istotnych r6znic w morfologii
i dystrybucji OLG w badanych obszarach mdzgu. Sugeruje to, Zze proces mielinizacji
ijego regulacja powstaly wczesnie u krggowcoOw i1 sg zachowane rozwojowo, oraz
przebiegaja w podobny sposob u wigkszosci ssakow. Psy zapadaja na choroby
neurologiczne oraz te zwigzane z podesztym wiekiem o etiopatologii podobnej do ludzi.
Komoérki glejowe, w tym OLG s3 zaangazowane w patogenez¢ wielu chorob
neurologicznych. Jedng =z takich chordb, w przebiegu ktorej zaburzone jest
funkcjonowanie OLG to padaczka. Podczas tej choroby w OLG dochodzi do dysfunkcji
kanaléw potasowych, ktore wykazuja nadmierng aktywnos¢. Dodatkowo dochodzi do

zmiany struktury ostonek mielinowych, ktére nie zapewniaja dostatecznej izolacji
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neuronom (Shen i wsp., 2023). Dotychczasowe badania przeprowadzane u pséw
wskazuja, ze te zwierz¢ta moga by¢ naturalnym modelem terapeutycznym
i1 diagnostycznym dla padaczki. Tym samym stwarzajag potencjalne mozliwosci
testowania protokoléw leczenia tego schorzenia u ludzi. U pséw, w trakcie
przeprowadzanych badan stwierdzono zblizony przebieg choroby, analogiczng
lekooporno$¢, porownywalny obraz w EEG, odpowiadajacy prezentacji klinicznej
padaczki u cztowieka. Widoczne zmiany dotyczyly ukladu limbicznego, a w
szczegoOlnosci obszaru Hip 1 zakretu obreczy. Najwazniejszg cechg psa, jako naturalnego
modelu sg relatywnie duze rozmiary mézgu, w pordwnaniu do powszechnie uzywanych
myszy i szczurOw, a takze rozmiar czaszki, pozwalajacy na uzywanie EEG (Loscher,
2022).

W moézgach starzejacych si¢ psow stwierdzono zmiany neuropatologiczne, typowe
dla choroby Alzheimera (AD). Stwierdzono odktadanie réznych form B—amyloidu i ich
dystrybucji w poszczeg6élnych strukturach mozgu, podobnych do tych, ktére sa typowe
dla pacjentow z AD (Mehta 1 Schneider, 2023). Stwierdzono tez podobne poziomy [—
amyloidu w ptynie moézgowo—rdzeniowym, ktory u ludzi jest jednym ze wskaznikow
procesu chorobowego. W ostatnich latach potwierdzono w mozgach starych psow
obecno$¢ drugiego z neuropatologicznych markeréw AD — ztogéw hiperfosforylowanego
biatka MAP-tau (Ainani 1 wsp., 2023). U pséw podobnie jak u ludzi, stwierdzono typowe
dla AD zmiany demielinizacyjne zwigzane z atrofia moézgu. Ponadto stwierdzono
uszkodzenia OLG, oraz odktadanie ztogéw P—amyloidu w tych komoérkach glejowych.
U ludzi i pséw w przebiegu tej choroby dochodzi do pogorszenie proceséw poznawczych
1 funkcjonowania, oraz zmian behawioralnych. Na podstawie analizy dostgpnych danych
mozna wysung¢ wniosek, ze pies jest dobrym modelem badawczym w etiologii tej
choroby (MacQuiddy i wsp, 2022).

Kolejng choroba zwigzang z dysfunkcja OLG jest mielopatia zwyrodnieniowa
psow, przebiegajaca z silng demielinizacjg oraz zanikiem mig$ni. Bardzo czesto zwigzana
jest z mutacjami w genie SODI. Objawy obejmuja utrate koordynacji z powodu
asymetrycznej ataksji proprioceptywnej i asymetrycznego niedowtadu spastycznego,
ktéry przechodzi w paraplegi¢ w ciggu 1-szego roku od diagnozy. Chorobe¢ t¢ nazwano
przewlekta zwyrodnieniowa radikulomielopatia, poniewaz pierwsze opisy objawoOw
klinicznych dotyczyty hiporefleksji rzepki 1 zajecia korzeni nerwowych. Z powodu

charakterystycznych objawow 1 typowego dla stwardnienia zanikowego bocznego (ALS—
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amyotrofic lateral sclerosis) obrazu histologicznego, jak u ludzi, psy cierpiace na te
chorob¢ uwaza si¢ za naturalny model ALS (Nardone i wsp., 2016).

Zastosowanie dysektora optycznego dla skrawkow wybarwionych metoda Nissla
w badaniach wilasnych, postuzylo do oszacowania gestosci OLG w wybranych
strukturach mozgowia u czlowieka i psa. Komorki liczone byly, gdy pierwszy wyrazny
obraz jadra byl ostry w dysektorze optycznym (Gundersen i wsp., 1988). Zastosowanie
metody morfometrycznej pozwolito uzyska¢ bezstronne wyniki gestosci OLG
w obszarach LF, Hip oraz CC (Korbo i wsp., 1990). Zasady anatomiczne dotyczace
odpowiednich obszaréw sa w miare jednorodne i istnieja makroskopowe anatomiczne
punkty orientacyjne, ktore moga by¢ uzywane do precyzyjnego identyfikowania
badanych obszarow (Korbo i wsp., 1990). W badaniach wtasnych dokonano bezstronnego
oszacowanie gestosci OLG w LF, Hip, oraz CC u kobiet, m¢zczyzn oraz u samcoéw
i samic psow. Wielkos¢, ksztatt i orientacja OLG w substancji biatej s3 rozne i1 nie do
konca znany jest zwigzek pomiedzy dwuwymiarowosciag powierzchni OLG. Ggstos¢
komorek uzyskuje si¢ z przestrzeni tréjwymiarowej, a ich objetos¢ jest mozliwa do
obliczenia gdy wielkos$ci te sg porownywalne. Wystepuja jednak pewne ograniczenia
dotyczace np. grubosci skrawkow. Wyniki badan witasnych u cztowieka w badanych
obszarach OUN nie wykazatly istotnych réznic pomi¢dzy badanymi obszarami mézgowia
oraz pomigedzy mezczyznami, a kobietami. Jedynym obszarem u psow dla ktérego
stwierdzono statystyczng istotno$¢ réznic, pomiedzy samcami i samicami, byl obszar LF.
Znaczacym aspektem mozgowia zwlaszcza u ludzi, w pordwnaniu z innymi gatunkami
zwierzat, s3 jego duze rozmiary, a wysoka liczba neuronow w obszarze LF ssakow
podlega cigglym zmianom gestosci komorkowej. Jest to jeden z czynnikow
wplywajacych na zmiany zwlaszcza pomiedzy warstwami i by¢ moze wigksza gestosé
komorkowa zwlaszcza w tym obszarze ma zwigzek z plastycznoscia moézgowia
(Dombrowski i wsp., 2001).

W ciagu ostatnich lat zaobserwowano znaczny spadek badan eksperymentalnych
stosowanych w medycynie z wykorzystaniem psa, jako modelu badawczego. Jest to
spowodowane wysokimi kosztami takich badan, oraz wprowadzeniem nowych regulacji
prawnych Instytucji kontrolujacych badania nad zwierz¢tami (Schulte i Arlt, 2022).
Jednoczesnie zwigksza si¢ liczba badan i publikacji, ukazujacych psy, jako naturalne
modele wielu chorob, typowych dla czlowieka. Zwigzane jest to dtugoscig zycia psow,

narazeniem na podobne czynniki srodowiskowe jakie majg wptyw na zdrowie czlowieka,
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oraz wigksze rozmiary ciata, w pordwnaniu do typowo uzywanych gryzoni (Lairmore i
Khanna, 2014; Partridge i Rossmeisl, 2020).

Mielinizacja aksonoéw przez OLG w historii ewolucyjnej kregowcdw pojawia si¢
po raz pierwszy u ryb i1 pojawila si¢ jednoczes$nie z takimi strukturami jak rogéwka oraz
zuchwa. Brak jednoznacznych danych wskazujacych czy sa to zdarzenia wzajemnie
zalezne, czy jest to przypadkowe wystapienie jednocze$nie dwoch zjawisk (Yuan i wsp.,
2018).

Wraz z wyksztalceniem si¢ OLG, pojawito si¢ tez MBP, ktore wykazuje cechy
biatka wewnetrznie nieuporzadkowanego (IDP — intrinsically disordered protein), co
uniemozliwia poznanie jego struktury. U kregowcdéw ladowych gen kodujacy MBP ulega
stopniowe]j ekspresji, zaleznie od stadium rozwojowego. U czlowieka, w rozwoju
embrionalnym oraz po-reprodukcyjnym dominuje ekspresja izoformy Golli-MBP,
obecnej nie tylko w OLG ale tez w neuronach i limfocytach T .Od urodzenia do wieku
$redniego, dominuje ekspresja formy klasycznej MBP obecnej w ostonkach mielinowych.
Obydwie formy ulegajg ekspresji z tego samego locus, jednakze forma Golli transkryptu
obejmuje sekwencje 5’ locus, podczas gdy klasyczne MBP powstaje z dalszego 3’
odcinka locus MBP (Siu i wsp., 2015).

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki wskazuja, ze MBP nie pojawilo si¢ jako
jednorazowy wynik przeksztalcenia z genu kodujacego inne biatko. W pordéwnaniu do
sekwencji MBP u innych kregowcow, u Latimerii transkrypt MBP koduje to biatko
krotsze z C-konca. U Latimerii oraz pozostatych ryb kostnoszkieletowych nie wykazano
istotnych réznic w strukturze ostonek mielinowych (Tohyama i wsp., 1999). Wyniki
niniejszych badan nalezatoby uzupetni¢ o dane ultrastrukturalne.

W niniejszej dysertacji wykonano szereg analiz, ktére pozwalaja postawic
hipoteze, ze u wigkszosci kregowcow gen kodujacy dtuzsza forme MBP jest wynikiem
fuzji kolejnego fragmentu DNA do wczesniej funkcjonujacego genu. U kregowcodw
ladowych, w tym rowniez u czlowieka i psa, obserwuje si¢ taka samg organizacj¢
strukturalng MBP jak u Dipnoi i ryb chrzestnoszkieletowych.

Gen MOG po raz pierwszy pojawia si¢ u ssakow 1 wyewoluowat
najprawdopodobniej jako efekt rekombinacji jednego z genow kodujacych biatko
z rodziny BTN: BTN1A1 (Afrache i wsp., 2012). Taka hipoteze wydaje si¢ potwierdzaé
obserwacja, ze przeciwciata przeciwko BTN mogg stanowi¢ podtoze dla autoimmunizacji
anty — MOG (Afrache i wsp., 2017). Specyficzna ekspresja MOG w modzgu, wykazana

tylko u cztowieka, moze by¢ wynikiem charakterystycznej budowy promotora genu.
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Wyniki niniejszej dysertacji sa dowodem, ze promotor MOG naczelnych rézni si¢
miejscami wigzania TF, od sekwencji tego promotora u pozostatych ssakow w tym psow
oraz opublikowanych danych dotyczacych gryzoni (Solly 1 wsp., 1997; Jaquet 1 wsp.,
1999). Uzyskane wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze MOG jest ,,ewolucyjnie mtodym”
genem 1 powstal na skutek dziatania transpozonow. Udzial transpozonow w ewolucji
moézgu ssakow zostal dotychczas opisany w odniesieniu do gendw regulujacych
neurogenez¢ 1 ekspansj¢ kory nowej (neocortex). Ich udzial uwazany jest za jedng
z gtbwnych przyczyn, prowadzacych do skokowych zmian w ewolucji uktadu
nerwowego (Ferrari 1 wsp., 2021). Biatko MOG oraz nowe sub-rodziny BTN pojawily
si¢ ekspansywnie 1 rownoczesnie. Otrzymane wyniki pozwalaja przypuszczac,
ze zdarzenia te zwigzane s3 ze wzmozong aktywnos$cig transpozonalng, ksztattujaca
rowniez uktad rozrodczy u ssakéw (Plianchaisuk i wsp., 2022).

Zawarte w OLG FT jako bialko magazynujace zelazo sg kluczowe dla utrzymania
prawidlowego poziomu reakcji redoks. Czynniki chemiczne i fizyczne takie jak: hipoksja,
promieniowanie UVB oraz zmiany pola magnetycznego, zaburzaja rownowage
potencjatu redoks w komédrkach 1 ich funkcjonowanie (Berner, 2006). Wyniki uzyskane w
niniejszej rozprawie sugeruja, ze pojawianie si¢ FT u wczesnych kregowcoéw bylo
wynikiem dziatania tych warunkéw S$rodowiskowych. Dodatkowo w niniejszych
badaniach zaobserwowano zalezno$¢ pojawienia si¢ np. rogowki 1 zuchwy wraz
z nowymi formami FT 1 OLG (Millholland 1 wsp., 1999)

W niniejszej pracy zaobserwowano korelacje pomigdzy iloscig izoform FT, a
poziomem tlenu i dostgpno$cia rozpuszczonego w wodzie Fe2+/3+. Dotyczy to przede
wszystkim wczesnego okresu rozwoju embrionalnego kazdej grupy kregowcow. Amniota
rozwingty najszerszg pule FT, prawdopodobnie w celu precyzyjnego regulowania
rownowagi reakcji redoks 1 poprawy asymilacji zelaza. Pojawienie si¢ nowych wariantow
FTHmito i FTHL17 w Placentalia zbiega si¢ w czasie z tworzeniem lozyska i rozwojem
ptodu w plynie owodniowym. Natomiast zarodki gadow i ptakéw maja utrudniony dostegp
do zelaza, dlatego mogg prezentowa¢ zmniejszong liczb¢ podrodzin FT, ale
zroznicowanych, jako odpowiedz na zwiekszony stres redoks (Roels 1 wsp., 1996).-

Badania immunohistologiczne na poszczegoélnych etapach rozwoju embrionalnego
przedstawicieli strunowcow umozliwityby sprecyzowanie rozmieszczenia
poszczegbdlnych FT w tkankach i1 narzadach. W niniejszej pracy poddane analizie bialka:
MBP, MOG, FT ich ewolucja oraz czynniki srodowiskowe, ktére je ksztattujg zostaty

podsumowane na ponizszym schemacie (Ryc 18)
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Rycina 18 Schemat ewolucji biatek oligodendrocytow (MBP, MOG, FT) oraz czynnikow
srodowiskowych, ksztaltujacych rozwo6j kregowcdéw oraz ich nowych struktur

anatomicznych.
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VI

Whioski

Wykazano podobienstwo rozkladu i morfologii OLG pomigdzy psem a
cztowiekiem

Nie wykazano istotnych réznic w analizach morfometrycznych OLG pomi¢dzy
me¢zczyznami 1 kobietami, a takze pomiedzy samcami i samicami psa, tym samym
potwierdzajac zatozenia pracy

Zaproponowano sposob klasyfikacji biatek z rodziny ferrytyn na podstawie
potencjalnych  zdolnosci  katalitycznych 1 pochodzenia  ewolucyjnego.
Dotychczasowe klasyfikacje opierano gltéwnie na wzglednej roéznicy wielkos$ci
biatka u poszczeg6lnych gatunkow

Uzyskane wyniki pozwalajg postawi¢ hipotez¢ o pochodzeniu genu MBP jako
fuzji dwodch niezaleznych genéw

Wykazano mozliwe przyczyny zréznicowanej ekspresji biatka MOG w réznych
narzadach u réznych grup ssakow — u cztowieka tylko w OLG, natomiast réwniez
w innych tkankach u psa 1 innych grup ssakow

Dokonano usystematyzowania wiedzy na temat czynnikow S$rodowiskowych,

wptywajacych na ewolucje biatek funkcjonalnych OLG
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