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STRESZCZENIE

Glutamina (Gln) jest najbardziej rozpowszechnionym aminokwasem w osrodkowym uktadzie nerwowym
(OUN) odgrywajacym istotng role w szeregu procesow metabolicznych. Gln jest transportowana miedzy astrocytami
1 neuronami przez swoiste biatka, ktére ze wzgledu na cechy charakterystyczne sklasyfikowano jako uktady transportowe:
N, A, ASC, L czy y'L. SN1 (SNATS3, Slc38a3) jest biatkiem o cechach uktadu N, takich jak: zalezno$¢ od jondéw sodu
czy wrazliwo$¢ na jony litu. Zlokalizowane jest w blonie astrocytow, komorek bedacych jednoczes$nie glownym miejscem
syntezy Gln z glutaminianu (Glu) i amoniaku w OUN. SN1 odpowiedzialny jest za transport zsyntetyzowanej de novo
Gln do sasiednich neuronéw, co wskazuje na jego istotng role w prawidlowym funkcjonowaniu cyklu Glu-kwas y-
aminomastowy (GABA)/GIn, prowadzacym do syntezy gtownych neuroprzekaznikow aminokwasowych Glu i GABA.
Mechanizmy regulacji ekspresji i aktywnosci SN1 s3 dopiero poznawane. Do tej pory wykazano m.in. ze SN1 jest
regulowany przez kinaz¢ biatkowa C (PKC), przede wszystkim przez izoformy a, 8 i v, ktore obnizaja jego ekspresje
i aktywno$¢ w oocytach X.laevis oraz pierwotnej hodowli astrocytow szczurzych. Ponadto, udowodniono, Ze interakcje
czynnika transkrypcyjnego Spl z promotorem Snat3 w nerce myszy w warunkach kwasicy metabolicznej, prowadza
do wzrostu poziomu ekspresji SN1, co wskazuje na regulacj¢ SN1 na poziomie transkrypcji.

Amoniak uwazany jest za glowny czynnik sprawczy zaburzen neurologicznych okreslanych jako encefalopatie
hiperamonemiczne, wsrod ktorych najczesciej klinicznie rozpoznawane sa ostra i przewlekta encefalopatia watrobowa.
Gromadzacy si¢ w nadmiernej iloSci amoniak odpowiedzialny jest za wystapienie stresu oksydacyjnego i1 zaburzen
energetyki komorki. Zaburzenia te wigzane sa z uposledzeniem funkcji mitochondriéw astrocytarnych oraz bezposrednio,
z wewnatrzkomérkowym gromadzeniem si¢ Gln, co skutkuje obrzmieniem astrocytow, a w nastgpstwie prowadzi
do obrzgku mézgu. W zwierzgcych modelach ostrej formy encefalopatii watrobowej wykazano obnizong ekspresje
transportera SN1, co wskazywalo na fakt, iz przyczyna gromadzenia si¢ Gln w astrocytach moze by¢ zaburzony aktywny
transport GIn na zewnatrz komorki.

Wykazali$my, ze w warunkach hiperamonemii in vitro, w transporcie [*H]glutaminy z astrocytow kory czolowe;j
myszy, dominujaca rolg petni uktad N, z jego glownym transporterem — biatkiem SN 1. Ponadto pokazali$my, ze amoniak
nie wptywajac na poziom ekspresji transporteréw ukladu N obniza wyrzut [*H]glutaminy z komoérek i zmienia
metabolizm mitochondrialny astrocytow i funkcjonowanie cyklu Krebsa.

Powyzsze obserwacje staty si¢ punktem wyjscia do badan przedstawionych w dysertacji, ktore dotycza wptywu
amoniaku na ekspresj¢ i aktywnos¢ transporterow uktadu N w mysich hodowlach mieszanych astrocytarno-neuronalnych,
a dalej, nad mechanizmami regulacji SN1 przez PKC oraz czynnik transkrypcyjny Spl w hodowli pierwotnej astrocytow
kory czotowej myszy, w warunkach hiperamonemii in vitro.

W pierwszej pracy wykazano, ze mieszana hodowla astrocytarno-neuronalna odwzorowuje obserwacje

poczynione in vivo: obnizenie poziomu biatka SN1 i SN2, jak i zaleznego od uktadu N wychwytu [*H]glutaminy pod
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wplywem amoniaku. Przyczyna zmian mogly by¢ wzajemne oddzialywania astrocytow i neuronéw, ktore mozna
thumaczy¢ uwalniajgcymi si¢ z komodrek czynnikami troficznymi i/lub metabolitami.

W drugiej pracy wykazano obnizenie aktywnosci PKC w astrocytach traktowanych amoniakiem. Ponadto
aktywacja PKC prowadzila do obnizenia poziomu bialka SN1 na btonie komérkowej astrocytéw oraz znosita wpltyw
amoniaku na zalezny od uktadu N wyrzut [*H]glutaminy. Dalej udokumentowano wzmocniong interakcje SN1 z izoforma
PKC$, ktorej wyciszenie redukowalo wptyw amoniaku na zalezny od uktadu N wyrzut [*H]glutaminy z komoérek.

W trzeciej pracy pokazano udzial czynnika transkrypcyjnego Spl w regulacji ekspresji i funkcji SN1
w warunkach ekspozycji na amoniak. Traktowanie astrocytow amoniakiem prowadzilo do wzrostu poziomu ekspresji
i translokacji czynnika Sp1 do jadra komdérkowego astrocytoéw, co skutkowato wzmocnieniem wigzania Sp1 do sekwencji
promotora Snat3. Wyciszenie Sp1 prowadzito do obnizenia ekspresji SN1 oraz zmniejszonego transportu [*H]glutaminy
z astrocytow w warunkach ekspozycji na amoniak, ale nie zmieniato badanych parametrow w warunkach kontrolnych.
Bylo to prawdopodobnie zwigzane z aktywacja czynnika Spl pod wplywem dzialania amoniaku. Co wigcej,
zaobserwowano, ze zar6wno amoniak jak i aktywacja PKC estrami forbolu, prowadzita do defosforylacji Spl,
co w konsekwencji moglo skutkowaé obnizong ekspresja mRNA SN1 pod wptywem aktywacji PKC.

Podsumowujac, obnizona ekspresja i aktywnos$¢ transporteréw uktadu N w hodowlach mieszanych astrocytarno-
neuronalnych wskazuje na istotng role¢ interakcji astrocyt-neuron w ujawnianiu si¢ dziatania amoniaku. W warunkach
hiperamonemii astrocytarny transporter SN1 regulowany jest przez aktywacj¢ oraz oddziatywania z PKC,
w szczegblnosci z izoformg PKCo. Jednoczesnie, cze¢sciowa defosforylacja czynnika transkrypcyjnego Spl moze

regulowac ekspresj¢ SN1 na poziomie transkrypcji.
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