mgr inz. Mariusz Popek

Udzial transportera glutaminy SN1 w powstawaniu obrz¢ku mozgu
i zaburzen w neuroprzekaznictwie glutamatergicznym: rola w zmianach

obserwowanych w ostrej encefalopatii watrobowej

Rozprawa na stopien naukowy doktora nauk medycznych

w dyscyplinie: biologii medycznej

Promotor: dr hab. Magdalena Zielinska
——

 —
 m—

&
IMDIK

POLSKA AKADEMIA NAUK

Obrona rozprawy doktorskiej przed Rada Naukowa
Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej

im. Miroslawa Mossakowskiego PAN

I\ | Shoica wytssega - W E
Krajowy Naukowy N M
Osrodek Wiodacy N

2012-2017

Z0Z
> m >
czX
X =0
— X0
co

Warszawa 2018



STRESZCZENIE

Podwyzszone stezeni amoniaku w surowicy krwi obserwuje si¢ w przebiegu wielu
zaburzen metabolicznych, sposrod ktérych najczesciej spotykanym jest encefalopatia
watrobowa (EW). W EW, w wyniku dysfunkcji hepatocytow dochodzi do obwodowego
gromadzenia si¢ réznych zwigzkéw szkodliwych tj: amoniaku, merkaptandow, fenoli, czy
aminokwasow aromatycznych (tryptofanu, tyrozyny i fenyloalaniny), ktore dzialajac
neurotoksycznie, powoduja uszkodzenia osrodkowego ukladu nerwowego (Raabe, 1987;
Giguere 1 wsp., 1984; Crossley i wsp., 1983; Norenberg, 1987). Typ ostry EW, z klinicznie
obserwowanym gwalttownym przebiegiem, byt przedmiotem mojego zainteresowania podczas
badan zawartych w dysertacji. Najpowazniejsze objawy kliniczne ostrej EW to: zaburzenia
neurotransmisji, ktore w pdznych fazach choroby moga objawia¢ si¢ drgawkami 1 $pigczka

oraz obrzgk mozgu prowadzacy do $mierci pacjenta.

Patomechanizm EW jest wieloczynnikowy i obejmuje m.in. udzial cytokin
prozapalnych i stresu oksydacyjnego, jednak gtdéwng role przypisuje si¢ podwyzszonemu
stezeniu amoniaku. Neurotoksyczne dzialanie amoniaku zwigzane jest ze zmianami
W neuroprzekaznictwie glutaminergicznym (Felipo i Butterworth, 2002) i wigze si¢
z nadmierng produkcja glutaminy (Gln), gldéwnego produktu detoksykacji amoniaku,
w reakcji amidacji Glu (Waniewski, 1992), ktora zachodzi w astrocytach. GIn wykazuje
wlasciwosci osmotyczne, a jej gromadzenie w komodrkach powoduje wystgpienie
nierdwnowagi osmotycznej 1 powstawanie cytotoksycznej sktadowej obrzeku moézgu.
Wysokie st¢zenie GlIn przekltada si¢ na zaburzenia cyklu GIn-GIu/GABA, ktory sprzega
metabolizm i funkcje astrocytow z neuronami. Zwickszona produkcja Gln i/lub
nieprawidlowa dystrybucja aminokwasu pomiedzy komoérkami moze wptywaé na synteze
neurotransmiteroOw: pobudzajacego Glu oraz hamujacego GABA. Mechanizm ten moze
tlhumaczy¢ zatem podwyzszone stezenie Glu obserwowane w warunkach ostrej EW lub
hiperamonemii (Moroni i wsp., 1983; De Knegt i wsp., 1994; McArdle i wsp., 1996;
Michalak i wsp., 1996; Hilgier i wsp., 1999).

Wydaje si¢, ze przyczyna gromadzenia si¢ GIn w astrocytach w warunkach ostrej EW
jest zwigkszona retencja aminokwasu w komorce spowodowana zaburzeniem jego transportu
na zewnatrz komorki. Najwazniejszym biatkiem regulujagcym transport Gln z astrocytow jest

SN1. Swiadcza o tym jego whasciwosci: wysoka aktywnosé przy fizjologicznym stezeniu Gln,



zdolno$¢ do transportu Gln niezaleznie od obecnosci innych aminokwasow (Mackenzie
I Erickson, 2004) i korelacja wzrostu wydajnosci transportu Gln ze wzrastajagcym stezeniem
wewnatrzkomoérkowego Glu (Broer i wsp., 2004). W szczurzym modelu ostrej EW wykazano
spadek ilosci biatka SN1 (Zielinska i wsp.; 2014). Obserwacje te staly si¢ jednym z punktow
wyjscia do dalszych, bardziej szczegblowych badan, zgodnie z zalozeniem, ze zmiany
w iloéci i aktywnosci transporterow moga by¢ jedng z przyczyn retencji Gln w komorkach,
przyczyniajac si¢ tym samym do powstawania cytotoksycznej sktadowej obrzgku moézgu,

a takze wplywac na neurotransmisje.

Postawiona w pracy hipoteza zaklada udzial astrocytarnego transportera SN1
w retencji GIn w komorkach, co przyczynia si¢ do wystagpienia obrzgku mozgu o charakterze
cytotoksycznym i zaburzen neurotransmisji  glutamatergicznej, dwoch  klinicznie

najpowazniejszych objawow ostrej EW.

Celami niniejszej pracy bylo: 1) Wykazanie obecnos$ci cytotoksycznej
1 naczyniopochodnej sktadowej obrzgku mozgu oraz zmian w  parametrach
elektrofizjologicznych w korze czotowej myszy w azoksymetanowym (AOM) modelu ostrej
EW oraz 2) zbadanie, czy wyciszenie transportera glutaminy SN1 technikg vivo-morpholino
u zwierzat zdrowych odtworzy: a) powstawaniec obrzeku kory czolowej 0 charakterze
cytotoksycznym oraz b) zmiany w parametrach elektrofizjologicznych obserwowane

w modelu ostrej EW.

W mysim AOM modelu EW wykazano wzrost aktywnosci enzyméw watrobowych:
aminotransferazy alaninowej i asparaginowej (ALT, AST) oraz podwyzszone stezenie
amoniaku i cytokin prozapalnych (IL-6, TNF-a) w surowicy, potwierdzajac charakterystyczne
cechy ostrej EW. Dodatkowo obserwowane spowolnienie ruchowe i stopniowy zanik
odruchéw neurologicznych wskazaly, ze model AOM odwzorowuje zmiany behawioralne
odwzorowujace Kolejne stadia EW obserwowane u pacjentow. Co wiecej, stwierdzono
zmiany w parametrach elektrofizjologicznych kory czotowej, tzn. obnizenie LTP, obnizenie
amplitudy potencjatow polowych, zwigkszenie wartosci progowej dla generowania potencjatu
czynno$ciowego, a takze obnizenie $redniej czgstotliwosci 1 zwigkszenie $redniej amplitudy
spontanicznych postsynaptycznych pradow pobudzajacych. Wyniki dokumentujg szybkie

pogarszanie si¢ funkcji motorycznych i neurologicznych zwierzat AOM.



Badania obrzgku mézgu w modelu ostrej EW obejmowaty analiz¢ morfologiczna
komorek przy wykorzystaniu emisyjnej mikroskopii elektronowej, w wyniku ktorej
wykazano, ze ~20% ocenionych naczyn charakteryzowalo si¢ zmienionym morfologicznie
srédblonkiem, posiadajacym liczne pecherzyki pinocytarne w cytoplazmie oraz mikrokosmki
na powierzchni luminalnej komorek. Pomiedzy komorkami $rodbtonka widoczne bytly
szczeliny wskazujace na nieszczelno$é polaczen Scistych, co $wiadczylo 0 obecnosci
naczyniopochodnej skladowej obrzgku mozgu. Natomiast ~25% naczyn krwiono$nych
charakteryzowato si¢ obecnoscig przynaczyniowych wypustek astrocytarnych z cechami
obrzgku, o czym $wiadczyla m.in. jasna elektronowo cytoplazma, wskazujac na obecnos¢
obrzeku o charakterze cytotoksycznym. Rozszczelnienie bariery krew-mozg w modelu AOM
potwierdzono wykazujac zwickszong o ~400% przepuszczalno$¢ dla biekitu Evansa.
Dodatkowo analiza wykorzystujaca technike rezonansu magnetycznego wykazata ~10%
obnizenie warto$ci parametru pozornego wspotczynnika dyfuzji (ADC) s$wiadczacego
0 stabszej dyfuzji czasteczek wody w zmniejszonej przestrzeni migdzykomorkowej kory
czolowej. Powyzsze dane kwantyfikujg obecno$¢ obrzeku o charakterze cytotoksycznym.
Nierownowage w stezeniach zwigzkéw osmotycznie czynnych W korze czolowej myszy
AOM potwierdzajg rowniez: podwyzszone st¢zenie GIn 0 ~37%, mioinozytolu o ~22%,
facznie analizowanego stezenia GIn i Glu 0 ~10% oraz obnizone 0 ~35% stezenie alaniny

w porownaniu do myszy kontrolnych.

Hipotez¢ o udziale transportera SN1 w powstawaniu zmian w parametrach
elektrofizjologicznych charakteryzujacych neurotransmisj¢ glutamatergiczng oraz obrzgku
mozgu o charakterze cytotoksycznym wspiera wykazana w korze czolowej myszy AOM
obnizona ekspresja SN1 na poziomie mRNA oraz biatka (o ~30%), a takze funkcjonalne
zaburzenie transportu Gln migdzy komorkami (zaleznego od systemu N obnizenia wychwytu

i wyrzutu tego aminokwasu).

W celu zweryfikowania hipotezy o udziale selektywnie wybranego czynnika, jakim
jest deficyt astrocytarnego transportera GIn SN1 w retencji Gln w komorkach, przekladajace;j
sic na zaburzenia neurotransmisji glutamatergicznej i wystapienie obrzeku 0 charakterze
cytotoksycznym, postuzono si¢ modelem lokalnego wyciszenia biatka, w ktorym
wykorzystujac technike vivo-morpholino, we fragmencie kory czolowej myszy, selektywnie
wyciszono transporter SN1. Technikg Western Blot, a takze analizg mikroskopowa wykazano

~50% obnizenie poziomu biatka SNI1. Analiza parametrow elektrofizjologicznych



w wyciszonym fragmencie wykazata obnizenie amplitudy potencjatéw polowych w szerokim
zakresie intensywnosci stymulacji w odpowiedzi na bodziec, miedzy neuronami warstwy V
potaczonymi horyzontalnie, obnizenie potencjatu spoczynkowego neuronéw warstwy II/I11
oraz powstanie tendencji w kierunku obnizenia wartosci LTP indukowanego w potaczeniach
horyzontalnych. Dodatkowo analiza morfologiczna wyciszonego fragmentu kory czolowe]
udokumentowata, ze ~40% naczyn krwionosnych charakteryzowalo si¢ obecnoscig
przynaczyniowych wypustek astrocytarnych z cechami obrzeku 0 charakterze
cytotoksycznym. Ten sam charakter obrzeku potwierdzono analiza NMR okreslajac wartos¢
wspotczynnika ADC. Dodatkowo, metodg mikrodializy wykonanej na swobodnie
poruszajacych si¢ zwierzetach, wykazano obnizenie zewnatrzkomérkowego stezenia Gln
o ~40%, czemu towarzyszylo niezmienione stezenie tego aminokwasu w tkance, okreslajace
zarOwno przestrzen zewnatrzkomorkowsa jak i wewnatrzkomorkowa (metoda spektroskopii
'H). Zaobserwowano ~85% wzrost zewnatrzkomérkowego stezenia tauryny, a takze
obnizenie stezenia Glu o ~15%, czemu wspottowarzyszyt ~22% wzrost stezenia fosfocholiny
(*H NMR).

Podsumowujac, mysi AOM model ostrej EW, odzwierciedlajacy cechy poznej fazy
ostrej EW u pacjentow, wykazywal zaburzenia neurotransmisji glutamatergicznej (badania
behawioralne 1 elektrofizjologiczne) oraz wystgpienie dwoch sktadowych obrzeku mozgu
(ultrastrukturalna analiza morfologiczna, analiza MRI, analiza *H NMR osmolitow).
Obnizenie ekspresji biatka SN1 i zaburzenia transportu Gln sugeruja udziat transportera SN1

w obserwowanych zmianach.

Lokalne wyciszenie transportera SN1 technika vivo-morpholino spowodowato retencje¢
GIn w astrocytach, a w konsekwencji wystgpienie cytotoksycznej sktadowej obrzeku mozgu
(ultrastrukturalna analiza morfologiczna, analiza MRI, analiza *H NMR i pomiar
zewnatrzkomorkowych stgzen osmolitow). Co wigcej, subtelne zmiany parametrow
elektrofizjologicznych udokumentowaty role transportera SN1 w utrzymaniu prawidlowe;]

transmisji glutaminergicznej.

Wyniki badan pozytywnie zweryfikowaly hipoteze zaktadajaca udziat astrocytarnego
transportera SN1 w retencji Gln, prowadzac do dysfunkcji astrocytow i neurondéw, co moze
thumaczy¢ analogiczne zmiany obserwowane w modelu ostrej EW. W przyszlosci regulacja

ilosci 1 aktywnosci transportera SN1 moze sta¢ si¢ cennym narze¢dziem terapeutycznym,



pozwalajacym kontrolowa¢ rozwdj obrzeku moézgu 0 charakterze cytotoksycznym, jak

roéwniez zaburzenia transmisji glutaminergicznej zwigzanych z ostrg EW.



