Dominik Diamandakis
Rozprawa doktorska

Badanie mechanizmów ekscytotoksyczności w ostrym toksycznym działaniu tetrabromobisfenolu A na komórki ziarniste móżdżku szczura w hodowli pierwotnej
Promotor: dr hab. n. med. Elżbieta Ziemińska
	Promotor pomocniczy:
	dr Jacek Lenart


Instytut Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego

Polska Akademia Nauk

Zakład Neurochemii – Pracownia Farmakoneurochemii

Warszawa 2020
Streszczenie
Tetrabromobisfenol A (TBBPA) jest bromowanym opóźniaczem spalania powszechnie stosowanym w przemyśle przy produkcji urządzeń elektrycznych, tekstyliów, mebli, wyposażenia samochodów i samolotów, a także w budownictwie. TBBPA jest potencjalną toksyną środowiskową, która jak dowiedziono w eksperymentach in vivo jest toksyczna m. in. dla zwierząt wodnych. Pomimo zapewnień technologów, że TBBPA jest związkiem trwale wiążącym się z produktem i przez to bezpiecznym, wykazano jego obecność w środowisku, a także w próbkach tkanek i płynów ustrojowych człowieka i zwierząt. Liczne dane uzyskane z doświadczeń in vitro wykazały, że TBBPA nawet w niskim, mikromolowym zakresie stężeń, zaburza działanie układów endokrynnego, immunologicznego a także nerwowego. Hydrofobowość i wysoka lipofilność TBBPA ułatwia pokonywanie błon i barier biologicznych (bariera łożyskowa i krew-mózg) i wnikanie do narządów i komórek. Ekspozycja na TBBPA może następować drogą oddechową, przez kurz, oraz pokarmową, przez zanieczyszczoną wodę i żywność.   

Wyniki dotychczasowych badań prowadzonych głównie na hodowlach pierwotnych komórek ziarnistych móżdżku szczura (CGC) eksponowanych na TBBPA, wskazują na zaburzenia homeostazy wapnia, stres oksydacyjny, deenergizację mitochondriów, a także na aktywację receptorów NMDA (NMDAR) o niejasnym mechanizmie, oraz na udział tych zjawisk w toksycznym działaniu TBBPA na neurony. Pozwala to na postawienie hipotezy mówiącej o kluczowej roli ekscytotoksyczności w toksycznym działaniu TBBPA, jednak wzajemne powiązania wspomnianych wyżej mechanizmów są niejasne. Celem tych badań, prowadzonych niemal wyłącznie na hodowlach CGC poddanych działaniu TBBPA, była weryfikacja tej hipotezy. Celami szczegółowymi było poznanie związków przyczynowo-skutkowych między wywołanym przez ekspozycję CGC na TBBPA wzrostem wewnątrzkomórkowego stężenia wapnia ([Ca2+]i), a stresem oksydacyjnym i deenergizacją mitochondriów oraz wyjaśnienie mechanizmu aktywacji NMDAR w tych warunkach, a także poznanie mechanizmów śmierci neuronów z ustaleniem roli nekrozy, apoptozy i autofagii. 

Badania wykazały zależne od stężenia TBBPA zjawiska: wzrost [Ca2+]i, indukcję stresu oksydacyjnego, którego wskaźnikami były wzrost produkcji wolnych rodników tlenowych (ROS), oraz spadek stężenia glutationu (GSH) i aktywności katalazy, a także depolaryzację mitochondriów w CGC. Zahamowanie wzrostu [Ca2+]i przez podanie kombinacji antagonistów NMDAR i receptorów rianodynowych (RyR) zapobiegło wywołanej przez 10 μM TBBPA indukcji stresu oksydacyjnego i depolaryzacji mitochondriów, natomiast te efekty indukowane przez 25 μM TBBPA były tylko częściowo hamowane. Te wyniki po raz pierwszy bezpośrednio udowodniły, że wzrost [Ca2+]i, zachodzący za pośrednictwem NMDAR i receptorów rianodynowych (RyR), odgrywa kluczową i pierwotną rolę w patogenezie indukowanego przez TBBPA stresu oksydacyjnego i deenergizacji mitochondriów, pokazując też możliwość bezpośredniej indukcji stresu oksydacyjnego przez 25 μM TBBPA.
Wykazany w dalszych badaniach brak wpływu TBBPA na wiązanie znakowanych ligandów NMDAR do frakcji błon komórkowych izolowanych z kory mózgu szczura pozwoliło na odrzucenie hipotezy roboczej, sugerującej bezpośrednie interakcje TBBPA z NMDAR. Natomiast dalsze eksperymenty po raz pierwszy ujawniły, że TBBPA obniża potencjał błonowy neuronów, co więcej, w tym zjawisku biorą udział zarówno jonotropowe receptory glutaminianu (NMDAR i AMPAR), jak i kanały sodowe bramkowane napięciem. Ta ostatnia informacja daje podstawy dla hipotezy, że depolaryzacja CGC eksponowanych na TBBPA, jeśli jest po części zjawiskiem pierwotnym, może sprzyjać aktywacji kanału NMDAR przez zniesienie bloku magnezowego. Testowana była także hipoteza, że aktywacja NMDAR w CGC eksponowanych na TBBPA może być wynikiem zahamowania pobierania zwrotnego glutaminianu, co prowadzi do wzrostu jego stężenia w środowisku zewnątrzkomórkowym. O jej słuszności świadczy potwierdzenie w obecnych badaniach hamującego wpływu TBBPA na pobieranie glutaminianu przez frakcję synaptosomów izolowanych z mózgu szczura. Ponadto, stosując układ enzymatyczny rozkładający glutaminian, po raz pierwszy wykazane zostało doświadczalnie powiązanie przyczynowo – skutkowe między retencją endogennego glutaminianu, a aktywacją NMDAR mierzoną wzrostem pobierania 45Ca przez CGC eksponowane na TBBPA. Uzyskano też oryginalne wyniki ujawniające, że TBBPA może aktywować uwalnianie glutaminianu z zakończeń synaptycznych i sugerujące udział dysfunkcyjnych RyR w mechanizmie tego efektu. 

Badania przeprowadzone 24 godz. po 30-min ekspozycji na TBBPA wykazały zależne od stężenia obniżenie przeżywalności CGC, któremu częściowo zapobiegało wspólne podanie antagonistów NMDAR i RyR hamujących wzrost [Ca2+]i, lub zmiataczy wolnych rodników, a niemal całkowicie znosiła obecność kombinacji wszystkich tych substancji. Świadczy to o roli jonów wapnia oraz stresu oksydacyjnego w cytotoksyczności TBBPA.  Przeprowadzone w takim samym układzie doświadczalnym badania zmian ekspresji genów odpowiadających za procesy śmierci komórkowej w drodze nekrozy, apoptozy i autofagii wykazały narastający w czasie, wzrost ekspresji genów autofagii oraz apoptozy, przy braku istotnych zmian ekspresji genów wiązanych z programowaną nekrozą. Ponadto, badania szlaków śmierci komórek przy użyciu specyficznych markerów fluorescencyjnych ujawniły, że śmierć około połowy neuronów można przypisać nekrozie nieprogramowanej, ponad jednej trzeciej apoptozie, a tylko niewiele ponad 10% autofagii, przy czym udział apoptozy i autofagii narasta wraz z upływem czasu po ekspozycji hodowli CGC na TBBPA. 

Wyniki badań omówionych w niniejszej pracy, wskazują na decydujący udział ekscytotoksyczności w mechanizmach neurotoksycznego działania TBBPA na CGC w hodowli pierwotnej. Kluczową rolę w tych złożonych i wzajemnie na siebie działających mechanizmach komórkowych odgrywa wzrost [Ca2+]i w którym pośredniczą NMDAR i RyR, prowadzący do indukcji stresu oksydacyjnego i deenergizacji mitochondriów. Elementem zewnątrzkomórkowym tego mechanizmu domykającym błędne koło ekscytotoksyczności jest wzrost stężenia endogennego glutaminianu, prowadzący do aktywacji NMDAR i AMPAR. 
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