Совместное воздействие GDNF и HGF стимулирует рост аксонов, усиливая фосфорилирование ERK1/2
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Установлен стимулирующий эффект комбинации HGF (фактора роста гепатоцитов) и GDNF (глиального нейротрофического фактора) на отрастание нейритов в модели спинальных ганглиев. Механизм усиления отрастания нейритов в модели спинальных ганглиев сопряжен с трансактивацией рецептора HGF c-met в присутствии как HGF, так и GDNF. В ответ на действие исследуемой комбинации факторов роста происходит значительная активация митогенного сигнального каскада, опосредуемого протеинкиназами ERK1/2, что может являться предполагаемым механизмом увеличения числа нейритов под влиянием комбинации HGF и GDNF. Полученные результаты могут быть использованы для разработки эффективных методов восстановления с использованием комбинации факторов GDNF и HGF нарушенной функции периферического нерва в результате травматического и ишемического повреждения.
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Регенерация и функциональное восстановление периферических нервов после повреждения происходит через цепь последовательных процессов, регулируемых сочетанием различных биологически активных молекул с нейротрофическими, ангиогенными, иммуномодулирующими свойствами [9]. Однако при значительных повреждениях полная регенерация нерва только за счет естественных механизмов невозможна [11]. Основным препятствием является развитие глиального рубца в результате выраженной воспалительной реакции [4]. Золотым стандартом хирургического лечения поврежденных нервов являются аутографты, однако и они имеют ограничения, в связи с чем только у половины больных удается добиться восстановления сенсорных и моторных функций [5]. Поэтому разработка стратегий восстановления поврежденных периферических нервов, воздействующих на весь комплекс процессов, участвующих в регенерации нерва или препятствующих ей, остается крайне актуальной.
Одним из подходов может быть использование сочетаний факторов роста, обеспечивающих плейотропное воздействие на регенеративные процессы за счет нейротрофической, нейропротективной, а также ангиогенной, противовоспалительной и антифиброзной активности. Таким фактором с выраженной множественной активностью является фактор роста гепатоцитов (HGF), обладающий помимо выраженных ангиогенных свойств противовоспалительным, иммуномодулирующим, антиапоптотическим, антифиброзным и нейропротективным действием [8]. Ранее мы показали, что гиперэкспрессия HGF в ишемизированных скелетных мышцах или миокарде стимулирует неоваскуляризацию, подавляет аккумуляцию клеток воспаления и развитие фиброза [7], а в модели механического повреждения малоберцового нерва ускоряет его функциональное и анатомическое восстановление [2].
В данной работе, используя модель отрастания нейритов от культивируемых спинальных ганглиев мыши, мы исследовали возможность стимуляции отрастания нейритов при сочетании HGF с глиальным нейротрофическим фактором (GDNF), обладающим мощным нейропротективным эффектом, способствующим выживанию нейронов, росту аксонов и их миелинизации, миграции и пролиферации шванновских клеток [1]. Помимо влияния HGF и GDNF на практически весь комплекс процессов, обеспечивающих регенерацию нервов, выбор данного сочетания факторов обусловлен и тем, что GDNF способен через активацию Src-киназы усиливать фосфорилирование тирозинкиназного рецептора HGF — с-met [10]. Это позволило нам предположить, что сочетанное воздействие HGF и GDNF может усилить стимуляцию роста нейритов и будет способствовать более эффективной регенерации периферических нервов после повреждения. В пользу этого предположения свидетельствует тот факт, что совместное действие HGF и GDNF усиливает дифференцировку мезенхимных стромальных клеток костного мозга в нейральные клетки [6].

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ
Животные. Эксперименты проводили на неонатальных 3-дневных мышах линии C57Bl/6 (n=8). Спинальные ганглии выделяли в асептических условиях с использованием микрохирургических стерильных инструментов. У декапитированного животного со спинной стороны освобождали позвоночный столб от окружающих тканей, после чего вскрывали позвоночник, удаляли спинной мозг и извлекали спинальные ганглии, максимально отсекая нервные отростки. Хирургические манипуляции и процедуры эвтаназии, разработанные в соответствии с национальными и европейскими директивами, были одобрены этическим комитетом в соответствии с внутренними требованиями Института экспериментальной кардиологии ФГБУ НМИЦ Кардиологии Минздрава России (разрешение № 385.06.2009).

Культивирование эксплантатов спинальных ганглиев мыши. Эксплантат помещали на поверхность 35 мм культуральной чашки, предварительно обработанной раствором поли-Д-лизина (0.1 мг/мл; Sigma-Aldrich), и культивировали в среде DМЕМ (Gibco) с концентрацией глюкозы 4.5 г/л, при добавлении 10% ЭТС (HyClone) и 1% раствора пенициллина-стрептомицина (Gibco), при 37оС и 5% СО2 в течение 4 ч до момента прикрепления эксплантатов к субстрату. Затем среду культивирования меняли на DМЕМ с концентрацией глюкозы 4.5 г/л и добавлением 1% раствора пенициллина-стрептомицина в присутствии рекомбинантного мышиного GDNF (100 нг/мл; Abcam), мышиного HGF (100 нг/мл; R&D system) или в присутствии комбинации этих факторов (в тех же концентрациях). В качестве контроля использовали бессывороточную среду DMEM с добавлением 1% пенициллина-стрептомицина. Эксплантаты культивировали при 37оС и 5% СО2 на протяжении 48 ч, после чего оценивали морфологию эксплантатов с использованием инвертированного микроскопа Zeiss AxioObserver A1.

Количественный анализ отрастания нейритов от спинальных ганглиев мыши. Для проведения анализа отрастания нейритов эксплантаты фиксировали в 4% растворе формальдегида на ФСБ (10 мин при комнатной температуре) и промывали ФСБ. Эксплантаты анализировали с помощью фазово-контрастной микроскопии с использованием инвертированного микроскопа Zeiss AxioObserver A1.

Отрастание нейритов оценивали по двум параметрам: длина и количество отростков. Длину нейритов рассчитывали следующим образом: для каждого ганглия анализировали 10-15 длинных нейритов и рассчитывали усредненную длину 5 самых длинных отростков (программа ImageJ). Из отростков, имеющих общий ствол, оценивали не более одного ответвления. Количество нейритов определяли по методу [15].
Культивирование клеток нейробластомы мыши Neuro2A. Клетки нейробластомы мыши Neuro2A культивировали в среде DМЕМ с концентрацией глюкозы 4.5 г/л, при добавлении 10% ЭТС, 1% незаменимых аминокислот (HyClone), 1% раствора пенициллина-стрептомицина, при 37оС и 5% CO2. Для пассирования клеток использовали раствор Версена ("ПанЭко") и 0.05% раствор трипсина (HyClone). Влияние HGF и GDNF оценивали путем инкубации с данными факторами в течение разного времени. Активная концентрация HGF составила 25 нг/мл, активная концентрация GDNF — 50 нг/мл. После инкубации с факторами клетки лизировали в RIPA буфере (150 мМ NaCl, 1% Тритон X-100, 0.5% дезоксихолата натрия, 0.1% додецилсульфата натрия, 50 мМ Трис-HCl рН 8.0) с добавлением ингибиторов протеаз (Roche) и фосфатаз (Thermo Scientific).

Иммуноблоттинг. Клеточные лизаты гомогенизировали с использованием инсулиновых шприцев (размер иглы 29G) и центрифугировали при 20 000g и 4оС в течение 30 мин. Супернатанты, содержавшие белковые фракции, собирали и проводили электрофорез в ПААГ в денатурирующих условиях по Лэммли. Затем белки с ПААГ переносили на поливинилиден-дифторидную мембрану, которую блокировали в 5% растворе обезжиренного молока на трис-солевом буферном растворе с добавлением 0.1% Твин-20 (TBST) в течение 1 ч при комнатной температуре. Затем различные мембраны окрашивали в соответствующих первичных антителах при 4оС в течение 12 ч: anti-pHGFR (Tyr1234) AP20840PU-N (Acris Antibodies); anti-pERK1/2 (Thr185/Thr202) #sc9101 (Cell Signaling); anti-vinculin ab18058 (Abcam). После этого мембраны трижды промывали в TBST и инкубировали с раствором вторичных антител, конъюгированных с пероксидазой Horseradish sp., в течение 1 ч при комнатной температуре. Детекцию полос осуществляли с помощью хемилюминесцентного субстрата Clarity ECL (Bio-Rad). Полученные данные анализировани с использованием гель-документирующей системы FusionX (Vilber Lourmat), а также программного пакета GelAnalyzer2010a.

Для статистического анализа полученных результатов использовали пакет программ Microsoft Excel 2010. Данные, полученные на спинальных ганглиях, представлены в виде среднего значения±стандартная ошибка среднего. Для расчета достоверности различий использовали U критерий Манна—Уитни, принимая достоверные различия при р<0.05. Данные, полученные на клеточной линии, представлены в виде среднего значения±стандартное отклонение. Для расчета достоверности различий использовали двухвыборочный t-критерий Стьюдента с различной дисперсией выборок, принимая достоверные различия при p<0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Количественный анализ нейритов, отрастающих от культивируемых спинальных ганглиев неонатальных мышей за 48 ч, показал, что добавление к среде культивирования рекомбинантного GDNF мыши в концентрации 100 нг/мл достоверно увеличивает количество отрастающих нейритов по сравнению с контролем (рис. 1).
Рекомбинантный HGF обладал более выраженным действием на длину нейритов по сравнению с GDNF (рис. 1, б, д). Комбинированное воздействие факторов оказывало наиболее выраженный эффект на количество отрастающих нейритов (рис. 1, г, д), что указывает на потенцирование стимулирующих эффектов GDNF и HGF при их сочетанном воздействии. В то же время анализ максимальной длины отрастающих нейритов не выявил какого-либо стимулирующего эффекта GDNF, тогда как HGF достоверно увеличивал максимальную длину нейритов, а эффект комбинации факторов был сравним с эффектом HGF (рис. 1, е). Таким образом, сочетание GDNF и HGF обладает стимулирующим воздействием как на количество отрастающих от спинальных ганглиев нейритов, так и на скорость их роста, что выражается в большей длине нейритов, достигающейся за определенное время. В этом смысле оба фактора хорошо дополняют друг друга, значительно увеличивая количество нейритов, их длину и скорость роста.

Потенцирование эффектов при комбинированном действии GDNF и HGF наблюдалось и для других процессов. Так, совместное воздействие GDNF и HGF стимулировало нейрональную дифференцировку культивируемых мезенхимных стромальных клеток костного мозга более выраженно, чем действие каждого фактора по отдельности [6]. Одним из возможных молекулярных механизмов, обусловливающих кооперативность действия HGF и GDNF, может быть усиление митогенной внутриклеточной сигнализации. Сигнальный рецепторный комплекс GDNF включает рецептор a1 (GFRa1) и тирозинкиназный рецептор Ret [12]. Однако GDNF может активировать внутриклеточную сигнализацию через GFRa1 независимо от Ret [14]. На модели тубулогенеза клетками эпителия почки собаки, которые экспрессируют GFRa1, но не экспрессируют Ret, GDNF стимулировал тубулогенез и ветвление за счет фосфорилирования рецептора HGF — c-met [10]. Причем активация c-met не была связана с прямым взаимодействием GDNF с этим рецептором, а была опосредована активацией Src-киназы [12]. На основании этих данных мы предположили, что обнаруженное нами потенцирование роста аксонов совместным воздействием GDNF и HGF на модели спинальных ганглиев неонатальной мыши также может быть обусловлено усилением внутриклеточной сигнализации. Для проверки этого предположения мы исследовали влияние HGF и GDNF на фосфорилирование c-met и активацию ERK1/2 в клетках нейробластомы Neuro2A. Ранее показано, что GDNF, взаимодействуя с GFRa1, способствует отрастанию нейритов от клеток нейробластомы через активацию ERK1/2, Rac1 и Cdc42 [14].
Полученные нами данные показали, что HGF активирует в клетках нейробластомы фосфорилирование c-met с максимумом на 5-й минуте инкубации и продолжительностью 90 мин (рис. 2, а, б). В то же время HGF достоверно не активировал фосфорилирование ERK1/2, хотя анализ денситометрии трех репрезентативных иммуноблоттингов показал тенденцию к увеличению фосфорилирования ERK1/2 на 5-й минуте с возвращением к исходному уровню на 60-й минуте инкубации. GDNF также вызывал фосфорилирование с-met в клетках нейробластомы и стабильно активировал ERK1/2-сигналинг (рис. 2, а). При инкубации клеток нейробластомы с HGF и GDNF было показано кооперативное действие этих факторов: вместе они достоверно усиливали фосфорилирование с-met по Tyr1234 и ERK1/2 по Tyr185/Tyr202 (рис. 2, б, г) по сравнению с изолированным действием этих факторов с максимумом эффекта на 5-й минуте инкубации и с постепенным возвращением к исходному уровню через 90 мин.
Полученные данные подтверждают наше предположение о том, что феномен лучшего действия комбинации HGF и GDNF по сравнению с их изолированным действием может быть связан с эффектом трансактивации c-met активным комплексом GDNF-GFRa1. При добавлении изолированных факторов роста GDNF-сигнализация опосредуется через взаимодействие комплекса GDNF-GFRa1 c рецептором RET, а HGF-сигнализация опосредуется рецептором c-met. Однако, как уже отмечалось, на клетках эпителия почки был продемонстрирован механизм трансактивации с-met комплексом GDNF-GFRa1 с помощью Src-киназы [10], что указывает на возможность потенцирования эффектов, в том числе и стимулирования роста нейритов, при совместном воздействии HGF и GDNF за счет активации GDNF-сигнализации, Src-сигнализации и HGF-сигнализации. Эти сигнальные каскады способствуют активации ERK-киназы, которая оказывает положительный эффект на рост аксонов и нейритов [13]. Более того, ранее показано взаимодействие между с-met и тирозинкиназным рецептором другого нейротрофина BDNF, что усиливало фосфорилирование b-катенина, рост аксонов и их ветвление [3]. Можно предположить, что активация HGF-сигнализации, усиленная с помощью трансактивации с-met комплексом GDNF-GFRa1, через b-катениновый сигнальный каскад способствует наблюдаемому нами росту нейритов. Мы планируем проверить это предположение в дальнейшей работе, а также исследовать возможность повышения эффективности восстановления нарушенной периферической иннервации с помощью сочетанной гиперэкспрессии HGF и GDNF на моделях травматического и ишемического повреждения периферического нерва.
Работа выполнена при поддержке РНФ (грант № 16-45-03007).
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Рис. 1. Комбинация факторов HGF и GDNF увеличивает количество и длину отрастающих нейритов. 
а-г — репрезентативные фотографии спинальных ганглиев после 48 ч культивирования в среде с рекомбинантными факторами: а — среда без добавления факторов роста; б — среда с добавлением 100 нг/мл HGF; в — среда с добавлением 100 нг/мл GDNF; г — среда с добавлением 100 нг/мл GDNF и 100 нг/мл HGF. д — количество отрастающих от ганглия нейритов; е — длина отрастающих от ганглия нейритов. **p<0.01, ***p<0.001 по сравнению с контролем 

Рис. 2. Комбинация факторов HGF и GDNF активирует рецептор c-met, а также ERK1/2-сигнализацию.

а — панель репрезентативных иммуноблоттингов. б — анализ уровня фосфорилирования p-c-met-Y1234 при 5 мин инкубации с факторами роста, в — при 15 мин инкубации с факторами роста; г — анализ уровня фосфорилирования pERK1/2-T185/T202 при 5 мин инкубации с факторами роста, д — при 15 мин инкубации с факторами роста. *p=0.05 по сравнению с HGF.
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