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Wprowadzenie

Wspdélnym zagadnieniem naukowym cyklu publikacji, bedacego podstawa do
wystagpienia o nadanie stopnia doktora habilitowanego jest znaczenie uszkodzen cyklu
glutamina-glutaminian w zaburzeniach integracji astrocytarno-neuronalnej w wybranych

stanach patologicznych OUN.

Znaczenie astrogleju w osrodkowym ukladzie nerwowym (OUN): rola cyklu glutamina-

glutaminian w integracji neuron-astrocyt.

Astrocyty (astroglej) sa najliczniej wystepujacymi komorkami glejowymi w ludzkim
moézgu, a w niektérych jego obszarach ich liczba znacznie przewyzsza liczb¢ neuronow
(Nedergaard i wsp., 2003). Astroglej w znacznym stopniu odpowiada za prawidlowe
funkcjonowanie i plastycznos¢ mozgu poprzez swoj udziat w utrzymaniu bariery krew —-mézg
(blood-brain barrier, BBB). Bierze on rowniez czynny udziat w regulacji krazenia mézgowego,
w zachowaniu rownowagi jonowej, w procesach regeneracyjnych poprzez tworzenie tzw. blizn
glejowych. Za posrednictwem réznych mechanizmoéw, jak egzocytoza, dyfuzja przez kanaty i
receptory blonowe astrocyty wydzielaja szereg czynnikdéw, wsrdd ktorych wyrdznia sie biatka,
chemokiny, cytokiny, neurotransmitery, neurohormony, zwigzki matoczasteczkowe:

nukleotydy i nukleozydy (Verkhratsky i wsp., 2016).

Astrocyty majg bezposredni wptyw na funkcjonowanie neurondw, poprzez swoj udziat
w  neuronalnej gospodarce  energetycznej, metabolicznej, antyoksydacyjnej,
neurotransmisyjnej, jak rowniez w procesach synaptogenezy (Allen, 2014). Komunikacja
astrocytu z neuronem odbywa si¢ za posrednictwem kilkuetapowego cyklu glutamina —
glutaminian (GGC), pelnigcego istotng role w zachowaniu homeostazy gléwnych
neuroprzekaznikdw aminokwasowych: pobudzajacego kwasu glutaminowego (Glu) 1
hamujgcego kwasu -y -aminomastowego (GABA) (Sonnewald i wsp., 1997). GGC stanowi
podstawowy mechanizm, poprzez ktdry astrocyty wspieraja neurony w mozgu, i sklada si¢ z
sekwencji astrocytarno-neuronalnych reakcji metabolicznych sprzgzonych z transferem
aminokwasu —glutaminy (Gln) i neuroprzekaznika aminokwasowego —kwasu glutaminowego
(Albrecht i wsp., 2010).

Gln bierze bezposredni udzial w metabolizmie energetycznym komorek. Powstajacy z
glutaminy Glu ulega deaminacji do a ketoglutaranu - metabolitu posredniego w cyklu Krebsa.
Glutamina jest metabolitem zaangazowanym w wiele procesow komodrkowych swoistych dla

OUN takich jak metabolizm amoniaku czy synteza Glu i GABA (McKenna i wsp., 2012).
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Integracja neuron-astrocyt przez GGC wigze si¢ z synteza glutaminy za posrednictwem
specyficznego enzymu astrocytarnego, syntetazy glutaminianowej (GS, z ang. glutamine
synthetase). Wyplyw tego aminokwasu z astrocytow do przestrzeni zewnatrzkomorkowe,
pociaga za sobg jego wychwyt przez neurony, gdzie Gln ulega deamidacji do Gln w reakcji
katalizowanej przez glutaminaze (PAG, z ang. phosphate activated glutaminase) (Bak i wsp.,
2006). Z kolei uwolniony z neuronéw neurotransmiter Glu ulega transportowi do astrocytow,
a nastgpnie amidacji do Gln, zamykajac tym procesy wchodzace w sklad GGC. Oprocz
uzupeltnienia puli neurotansmitera Gln, w neuronach glutaminianergicznych GGC posredniczy
w biosyntezie GABA poprzez reakcje katalizowang przez dekarboksylaze glutaminows (GAD,
z ang. glutamate decarboxylase) (Schousboe, 2012) (Schemat 1).

Transport glutaminy i glutaminianu pomiedzy astrocytem i neuronem za posrednictwem
GGC.

Mechanizmy odpowiedzialne za metabolizm i translokacje Glu i GIn w astrocytach i w
neuronach odgrywaja fundamentalng role w fizjologii i patofizjologii mézgu. W wyniku
aktywacji, kwas glutaminianowy wyrzucany z neurondéw glutaminergicznych w obrebie
szczeliny synaptycznej, wigze si¢ nastgpnie z receptorami Glu zlokalizowanymi w btonie
postsynaptycznej. Nadmiar glutaminianu usuwany jest z synaps za posrednictwem
specyficznych transporteréw astrocytarnych: transportera glutaminianowo-asparaginowego
GLAST (z ang. glutamate aspartate transporter, EAAT1, SLC1A3) i transportera
glutaminianowego 1 GLT1 (z ang. glial high affinity glutamate transporter, EAAT2, SLC1A2)
(Schousboe i wsp., 2004).

Transport glutaminy przez blony komorkowe OUN odbywa si¢ z udzialem kilku
transporterow przynaleznych do roéznych ukladow transportujacych aminokwasy, w tym
zaleznego od Na* ukfadu A, ASC, N oraz niezaleznego od Na* uktadu L (Nagaraja i Brookes,
1996). Poszczegdlne uktady roznig sie swoistoscig substratowa, zaleznoscig od pH, sktadu
jonowego Srodowiska, kinetyki transportu, regulacji przez czynniki zewnegtrzne, czy tez
lokalizacja komérkowa (Broer i Brookes, 2001). Dwukierunkowy transport glutaminy odbywa
si¢ z udziatem transporterow astrocytarnych: SNAT3 (z ang. sodium-coupled neutral amino
acid transporter-3; SLC38A3) i SNAT5 (z ang. sodium-coupled neutral amino acid transporter-
5; SLC38AD5), przynaleznych do uktadu N (Boulland i wsp., 2002). Presynaptyczna lokalizacja
SNAT3 a takze jego silne powinowactwo do glutaminy, wskazuje na szczego6lng role tego

transportera w eksporcie Gln z astrocytow oraz w glutaminianergicznej and GABAergicznej
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neurotransmisji. Obok ukladu N wyplyw GIn z astrocytow odbywa si¢ z udzialem
przedstawiciela uktadu ASC, transportera ASCT?2 (z ang. alanine-Serine-cysteine transporter 2;
SLC1AS) i uktadu L, transportera LAT2 ( z ang. L-type AA transporter 2; SLC7A5) (Broer i
wsp., 1999; Deitmer i wsp., 2003). Transport Gln do neuronéw odbywa si¢ gltdéwnie za
posrednictwem SNATI (z ang. sodium-coupled neutral amino acid transporterl; SLC38A1),
transportera nalezacego do uktadu A (Chaudhry i wsp., 2002) (Schemat 1).

Zmiany w ekspresji i w funkcjonowaniu wystepujacych swoiscie w astrocytach
transporterow Gln i Glu majg bezposredni wptyw na integracje astrocytarno-neuronalna, jak
rowniez stanowig podstawe wielu proceséw neuropatologicznych. Niniejszy autoreferat
dotyczy roli astrocytOw oraz znaczenia integracji astrocytow z neuronami poprzez GGC w

wybranych stanach patologicznych OUN: w toksyczno$ci manganu oraz tauopatii.
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Schemat 1. Cykl glutamina-glutaminian w integracji astrocytarno-neuronalnej. Nadmiar
glutaminianu usuwany jest z synaps za posrednictwem specyficznych transporterow
astrocytarnych: GLAST i GLT1, gdzie jest nastepnie metabolizowany do Glin przez GS. Czes¢
Gln jest nastgpnie wyrzucana z astrocytow za posrednictwem transporterow uktadu N 1 W
mniejszym stopniu za posrednictwem transporterow uktadu L i ASC. Gln jest pobierana przez
neurony przy udziale uktadu A. W neuronach Gin stanowi substrat w reakcji katalizowanej
przez PAG, ktorej produktem koncowym jest Glu zasilajgcy pule aminokwasu
neurotransmisyjnego GABA (dekarboksylacja katalizowana przez GAD) i aKG -metabolitu
wilgczanego do Cyklu Krebsa (deamidacja przy udziale GDH).

(2}
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Procesy neurodegeneracyjne zwiazane z toksycznoscia manganu.

Mangan, ktory powszechnie wystepuje w przyrodzie zarowno w zwigzkach
organicznych jak i nieorganicznych, w organizmach zywych stanowi sktadnik szeregu
metaloenzyméw (np. dysmutazy ponadtlenkowej, karboksylazy pirogronianowej czy syntazy
glutaminianowej) (Archibald i Tyree, 1987) i jest niezb¢dny w wielu procesach zwigzanych
m.in. z synteza bialek, weglowodanow i lipidow, z odpornoscia, czy fizjologiczng regulacja
cukru we krwi (Kwakye i wsp., 2015). Najczestsza przyczyna zatrucia manganem u cztowieka
droga pokarmowg jest spozywanie zanieczyszczonej wody. Zatrucia drogg oddechowa spotyka
si¢ U ludzi zatrudnionych w przemysle, a nagromadzenie manganu zaobserwowa¢ mozna w
obszarze gatki bladej (globus pallidus), prazkowiu (striatum) a takze, w mniejszym stopniu, w
istocie czarnej (substantia nigra) (O'Neal i Zheng, 2015; Sikk i wsp., 2011). Ekspozycja
organizmu na wigksze dawki manganu prowadzi do wystapienia licznych objawow klinicznych
(np. ogolna dezorientacja, emocjonalna labilno$¢, halucynacje, senno$¢, spowolnienie
ruchowe, sztywnos¢ i drzenie mig$niowe), ktore w duzym stopniu przypominajg zmiany
chorobowe obserwowane w chorobie Parkinsona (PD) (Lucchini i wsp., 2009; Olanow, 2004;
Olanow i wsp., 1996). Ponadto stwierdzono, ze mangan aktywuje degeneracje neurondéw
dopaminergicznych, obniza poziom dopaminy w prazkowiu myszy ekspresjonujacych a -
synukleing, a takze ma bezposredni wptyw na formowanie agregatow a - synukleiny w korze
czotowej zwierzat naczelnych eksponowanych chronicznie na mangan (Kwakye i wsp., 2015).
Cecha odrozniajaca manganizm od PD jest obecno$¢ zmian neurodegeneracyjnych w obszarze
gatki bladej bez wystgpowania charakterystycznych dla PD agregatow biatkowych - ciat
Lewy’ego (Olanow, 2004). Zatrucie manganem prowadzi do wielu zmian
neurodegeneracyjnych, a jego neurotoksyczne dzialanie obejmuje stres oksydacyjny
(Kowaltowski i wsp., 1995), dysfunkcje mitochondriow (Yin i wsp., 2008), pobudzenie szlaku
ubikwitynacji biatek, zalezng od proteasomu degradacje¢ biatek (Sidoryk-Wegrzynowicz i wsp.,
2011), zaburzenia metabolizmu glutaminianu i dopaminy (Chandra i wsp., 1979; Lee i wsp.,
2012).

Neurotoksyczne wlasciwosci manganu-wplyw na integracje neuron-astrocyt.

-Zaburzenia ekspresji i funkcji transportu glutaminy.

Badania wlasne z uzyciem hodowli pierwotnej astrocytow wykazaty kilka wrazliwych
punktow GGC mogacych stanowi¢ punkt wyjSciowy procesOw zwigzanych 2z

neurotoksycznoscig manganu. W pracy Sidoryk-Wegrzynowicz i wsp., 2009 (Publikacja 1. z
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cyklu prac) poswieconej temu zagadnieniu z uzyciem metody RT-PCR wykazano, ze obecno$¢
Mn w medium inkubacyjnym obniza ekspresj¢ mRNA kodujacego SNATZ2 (8 h inkubacja z 1
mM i 24 h inkubacja z 100 uM, 500 uM i 1 mM Mn(II)), SNAT3 (4 h inkubacjaz 1 mM Mn(Il)
8124 h inkubacja z 500 uM i 1 mM Mn(1I)) i LAT2 (8 h inkubacjaz 1 mM i 24 h inkubacja z
100 uM, 500 uM Mn(I1) i 1 mM Mn(ll)). W podobnym uktadzie do$wiadczalnym, metoda
Western blot pozwolita wykaza¢ obnizenie na poziomie biatka transporterow SNAT2 (4 h
inkubacja z 1 mM Mn(ll) i 8 h inkubacji przy stezeniu 500 pM i 1 mM Mn(l1)), SNAT3 (4 h
inkubacja przy stezeniu 500 uM i 1 mM Mn(II), LAT2 (8 h inkubacja przy stezeniu 100 uM,
500 uM i 1 mM Mn(II) ) i ASCT2 (8 h inkubacja z 100 uM, 500 uM i 1 mM Mn(II)). Badania
czynnosciowe uktadow transportujacych Gln z uzyciem substratowej selekcji poszczegdlnych
uktadoéw 1 znakowanej izotopowo GIn w obecnosci Mn(Il) wykazaty wyniki korelujace z
ustalong wczesniej redukcja na poziomie biatkowym poszczegdlnych transporterow.
Wykazano tez, ze 8 h inkubacja astrocytow z 500 uM i 1 mM Mn(II) obniza zaréwno catkowity
wychwyt glutaminy, jak i ten zachodzacy przy udziale uktadow N i ASC. W tych samych
warunkach przy uzyciu metody HPLC stwierdzono obnizenie catkowitego wyrzutu glutaminy,
jak rowniez uposledzenie eksportu Gln do przestrzeni zewnatrzkomorkowej przy udziale
transporterow uktadow N 1 ASC (8 h inkubacja astrocytow z 500 uM i 1 mM Mn (II) oraz L (8
h inkubacja z 1 mM Mn (I1)).

Na szczegdlng uwage zasluguje najwigksza wrazliwos¢ 1 degradacja najbardziej
swoistego dla Gln transportera uktadu N -SNAT3 przy stosunkowo krotkim czasie (8 h)
inkubacyjnym hodowli pierwotnej astrocytow z manganem. Podobnie, zewnatrz i
wewnatrzkomorkowy transport Gln byt najsilniej uposledzony w przypadku uktadu N. Badania
opisane w Sidoryk-Wegrzynowicz i wsp., 2010 (Publikacja 1. z cyklu prac) z wykorzystaniem
hodowli pierwotnej astrocytow wykazaty, ze inkubacja z Mn(II) (4 h i 8 h 500 uM i 1 mM)
aktywuje procesy ubikwitynacji biatek, podnosi poziom wolnej ubikwityny, a takze zwigksza
ekspresje mRNA oraz poziom bialka ligazy ubikwitynowej Nedd4-2 (z ang. neural precursor

cells expressed developmentally downregulated 4-2).

Badania wtasne, opisane w pracy Sidoryk-Wegrzynowicz i wsp., 2011 (Publikacja 3. z
cyklu prac), dotyczace mechanizméw zwigzanych z neurotoksycznoscig Mn w dysfunkcji
transportu glutaminy w astrocytach, wskazuja na szczegdlng role szlaku sygnalowego
inicjowanego przez kinazg¢ biatkowa C (PKC). Obserwowany wzrost aktywnosci PKC po 4 h,
8 h i 24 h inkubacji hodowli pierwotnej astrocytow z 500 uM i 1 mM Mn(II) korelowat ze
wzrostem ufosforylowanych form izoformy PKCa (8 h, 1 mM Mn(Il); 24 h, 500 uM, 1 mM
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Mn(Il)) i PKCs (8 hi24 h, 500 uM, 1 mM Mn(Il)). Badania wykazaty, ze 4 h-24 h inkubacja
hodowli pierwotnej astrocytow z a-phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) - czynnikiem
indukujacym PKC skutkuje obnizeniem transportu glutaminy do wnetrza komorek. Wsrod
uktadow wrazliwych na aktywacje¢ szlaku PKC notowano uktad N oraz ASC. W przypadku
uktadu N 8 h inkubacja astrocytow z PMA skutkowata obnizeniem wychwytu Gln o 57% + 8%
w stosunku do kontroli, a 24 h inkubacja obnizeniem 63% =+ 5% w stosunku do warunkow
kontrolnych. Uktad ASC wykazywat wrazliwo$¢ na inkubacje komorek z PMA objawiajaca si¢
spadkiem aktywno$ci transportujacej glutamine do 67% = 8% w poréwnaniu do kontroli po 8
hi62% + 6% w porownaniu do kontroli po 24 h. Szczegdtowe badanie wptywu szlaku
inicjowanego przez PKC na poziom biatek poszczegdlnych transporteréw Gln wykazato ich
zréznicowang wrazliwos$¢ na obecno$¢ w medium inkubacyjnym czynnika aktywujacego PKC.
Analiza poziomu biatek metodg Western blot homogenatow komoérkowych wykazata istotne
statystycznie obnizenie biatka ASCT2 i SNAT3 i brak zmian w przypadku LAT2 i SNAT2 w
warunkach inkubacji komorek z PMA. Poziom biatka transportera ASCT?2 ulegal obniZeniu po
6 h (49% + 5% vs kontrola), 8 h (67% + 7% vs kontrola) i 24 h (61% =+ 5% vs kontrola) inkubacji
komorek z PMA. Transporter SNAT3 wykazywatl wrazliwos¢ na PMA, ktora objawiata si¢
spadkiem poziomu biatka po 8 h (67% = 4% vs kontrola) i 24 h inkubacji (58% + 8% vs
kontrola). Nastepnie wykazano obnizeniem syntezy biatka dla transporterow ASCT2 (6 h, 48%
+ 5% vs kontrola; 8 h, 26% + 4% vs kontrola; 24 h, 28% + 6% vs kontrola) i SNAT3 (4 h, 15%
+ 0.9% vs kontrola; 6 h,11% + 0.7% vs kontrola; 8 h, 17% =+ 0.6% vs kontrola; 24 h, 21% +
0.9% vs kontrola), we frakcji btonowej w warunkach aktywacji szlaku indukowanego przez
PKC.

Negatywny wpltyw Mn oraz szlaku sygnalowego inicjowanego przez PKC na
translokacj¢ glutaminy, jak rowniez wcze$niej notowana aktywacja PKC w obecnosci
manganu, zrodzity hipoteze¢ zaktadajaca udziat PKC w zaleznym od manganu upos$ledzeniu
transportu Gln. Dalsze badania potwierdzity to zatozenie 1 wykazaty, ze inkubacja komorek w
medium zawierajagcym generalny inhibitor PKC, bisindolylmaleimide I1 (Bisll), hamuje spadek
wychwytu GIn wywotany 4 h i 8 h obecnoscig 500 uM i 1 mM Mn(ll) w medium
inkubacyjnym. Jak wczesniej opisano, badania wlasne wykazaly pozytywny wptyw manganu
na stopien ufosforylowania poszczegolnych izoform PKC. Kolejne doswiadczenia pozwolity
wykaza¢ szczeg6lng role manganu w regulacji izoformy PKC3. Obok wspomnianego wzrostu
ufosforylowanych postaci PKC3, metoda Western blot wykazata wzrost immunoreaktywnosci

proteolitycznie cigtej formy (z ang. cleaved PKCd) w warunkach inkubacji hodowli pierwotnej
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astrocytow z manganem (4 h, inkubacja z 1 Mm Mn(ll); 8 h, 24 h inkubacja z 500 uM i 1 mM
Mn(Il)).

Warto zauwazy¢, ze PKCo odgrywa duzg role w procesach apoptotycznych. Zmiany w
ekspresji tej izoformy notowano w starzejagcym si¢ mozgu, a takze w wielu procesach
neurodegeneracyjnych. W przypadku neuronéw dopaminergicznych ustalono zasadniczg rolg
PKC3& w procesach apoptozy inicjowanej traktowaniem komoérek manganem (Kitazawa i wsp.,
2005). W tym wypadku wykazano, ze aktywacja apoptotycznych wlasciwosci tej izoformy
nastepuje wskutek zaleznego od kaspazy 3 proteolitycznego jej cigcia. Powstajaca w ten sposob
aktywna forma PKCd pobudza procesy apoptotyczne zwigzane z dysfunkcjg mitochondrialng i
pociaga za sobg wyplyw cytochromu ¢ do cytoplazmy 1 fragmentacjc DNA
(Latchoumycandane i wsp., 2005).

O ile w przypadku badan dotyczacych roli szlaku sygnalowego PKC przez mangan w
deregulacji transportu glutaminy w astrocytach nie stwierdzono zwigkszonej apoptozy
komorek, o tyle obserwowano zdarzenie, ktére moglyby poprzedza¢ procesy apoptotyczne. W
badaniach wtasnych stwierdzono, ze inkubacja komorek w obecno$ci manganu aktywuje PKCS
poprzez jej proteolityczne cigcie, co mogloby promowac translokacj¢ aktywnej formy PKCd
do jadra komorki i bezposrednio indukowac apoptoze. Inng istotng obserwacja byta notowana
integracja izoformy PKC6 z transporterami glutaminy ASCT2 i SNAT3. Dodatkowo
stwierdzono zalezny od czasu inkubacji komorek z 500 uM Mn(IT) wzrost ko-ekspresji ASCT2
z izoformg PKC3.

Badania wlasne opisane w pracy Sidoryk-Wegrzynowicz i wsp., 2010 (Publikacja 2. z
cyklu prac), z uzyciem metody ko-immunoprecypitacji wykazaty swoiste wspotwystepowanie
ligazy Nedd4-2 z transporterem SNAT3. Natomiast hodowla astrocytow w obecnosci manganu
promowata procesy ubikwitynacji biatlek poprzez podniesienie ekspresji Nedd4-2 oraz
obnizenie ekspresji negatywnego regulatora ligazy-kinazy biatkowej indukowanej
glukokortykoidami  (SGK1, z ang. glucocorticoid inducible kinase). Dodatkowo
zaobserwowano, ze aktywacja kinazy PKC zwigksza powinowactwo transportera SNAT3 do
ligazy Nedd4-2, sugerujac istotna role szlaku sygnatowego inicjowanego przez PKC na procesy
postranslacyjne regulujagce SNAT3. Wyniki te moglyby wskazywac, ze aktywacja procesow
ubikwitynacji bierze udzial w zaleznej od Mn negatywnej regulacji transportera SNAT3
(Publikacja 3. z cyklu prac). Podobna negatywna regulacje zalezng od PKC, objawiajaca si¢
spadkiem aktywnoS$ci transportu i redukcja biatek w btonach komoérkowych notowano w

przypadku kilku transporterow aminokwasow neuroprzekaznikowych, w tym transporteréw
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dopaminy (Melikian i Buckley, 1999) serotoniny (Qian i wsp., 1997) czy tez GABA (Beckman
I wsp., 1999). W przypadku regulacji transportera SNAT3, rola manganu opierac si¢ moze na
wzmocnieniu proceséw zwigzanych z ubikwitynacja oraz uaktywnieniem szlaku sygnalowego
inicjowanego przez PKC. Wydaje si¢, ze w przypadku transportera ASCT2 dominujacg rolg w

jego regulacji odgrywac¢ moze zalezna od manganu aktywacja izoformy PKC3.

-,Podwojna” rola manganu w dysfunkcji GGC- deregulacja ekspresji 1 funkcji

transportu glutaminianu.

W  optymalnych warunkach fizjologicznych astrocyty zapewniaja prawidlowe
funkcjonowanie neurondow poprzez regulacj¢ poziomu neurotransmiterow wyrzuconych z
komorek do szczeliny synaptycznej. W neuronach glutaminian wystepuje w stezeniu 10 mM,
co stanowi warto$§¢ znaczaco wyzsza od jego stezen w astrocytach. Niskie stezenie
glutaminianu w komorkach astrogleju wiaze si¢ z jego szybka syntezg do glutaminy w reakcji
swoistej dla astrocytow (Rothstein i wsp., 1996). Wysokie wewnatrzkomérkowe stezenie Gln
w neuronach powoduje jego nieznaczny wychwyt przez te komorki. Z kolei aktywny
metabolizm GIn i Glu w astrocytach tlhumaczy duzy udziat astrogleju w transporcie
glutaminianu z przestrzeni zewnatrzkomérkowej (Norenberg i Martinez-Hernandez, 1979).
Ponad 80% glutaminianu pochodzacego z neurondéw jest wychwytywana przez astrocytarne
transportery GLAST i GLT1 (Rothstein i wsp., 1996). Aktywno$¢ obu transporteréw notuje si¢
juz w pierwszym tygodniu zycia postnatalnego, co swiadczy o czynnym udziale astrocytow w

regulacji neurotransmisji juz na wezesnym etapie rozwojowym (Regan i wsp., 2007).

Badania in vivo (hodowle organotypowe) i in vitro w warunkach wyciszenie genu
kodujacego astrocytarne transportery GLAST 1 GLT1 wykazaly podwyzszony poziom
zewnatrzkomorkowego  stezenia glutaminianu oraz neurotoksyczne dzialania tego
neurotransmitera (Rothstein i wsp., 1996). Nieprawidtowe funkcjonowanie transporterow
glutaminianowych notowane s3 w wielu schorzeniach neurodegeneracyjnych. Z tego punktu
widzenia astrocytarno-neuronalna integracja odgrywa kluczowg role w prawidlowym
funkcjonowaniu neuronow, a dysfunkcja astrocytéw stanowi¢ moze pierwotne podtoze zmian

neuropatologicznych.

Anomalie cyklu glutamina-glutaminian w toksyczno$ci manganu wigzg si¢ nie tylko z
nieprawidlowosciami transportu glutaminy, ale rowniez ze zmiennoscig funkcjonowania
transporterow glutaminianu. Badania wtasne opisane w Sidoryk-Wegrzynowicz i wsp., 2012

(Publikacja 4. z cyklu prac), wykazaly zaburzenia w ekspresji i funkcjonowaniu transporteréw
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glutaminianu w warunkach inkubacji hodowli pierwotnej astrocytow z manganem.
Stwierdzono obnizenie syntezy bialek transportera GLAST i GLT1 po 4, 8 i 24 h hodowli
komorek z 500 uM Mn oraz prawie 60% w spadek wychwytu Gln przez astrocyty hodowane
przez 4 i 8 h z 500 uM Mn. Co ciekawe, zaobserwowano, ze 4 h inkubacja komoérek z
manganem (100 puM i 500 uM Mn(lIl)) i inhibitorem endosomalno/lizosomalnego szlaku
degradacji bialek —chloroquine (CHLORO) blokuje negatywny wplyw manganu na
astrocytarny transport Gln. W tych samych warunkach do§wiadczalnych notowano blokowanie
zaleznej od manganu deregulacji syntezy biatka dla transportera GLT1. Wyniki te wskazujg na
znaczacy udzial manganu w regulacji transportera glutaminianu poprzez aktywacje
mechanizméw zwigzanych z procesami endosomalno/lizosomalnej degradacji biatek. O ile
procesy degradacji bialek btonowych poprzez procesy zwigzane z endocytoza byly dotad
badane, o tyle opisana w Sidoryk-Wegrzynowicz i wsp., 2012 inicjacja
endosomalno/lizosomalnej degradacji transportera GLAST w astrocytach hodowanych z
manganem jest nowatorskim odkryciem.

Majac na uwadze z jednej strony doniesienia dotyczace wptywu aktywacji $ciezki
sygnatowej inicjowanej przez PKC na deregulacje transporterow aminokwasow
neurotransmisyjnych, a z drugiej wtasne obserwacje przemawiajgce za aktywacja szlaku PKC
przez mangan, postanowiono podjac¢ si¢ badan dotyczacych znaczenia szlaku PKC w zaleznych
od manganu zaburzeniach ekspres;ji i funkcji transporterow Glu. Aby odpowiedzie¢ na pytanie
czy modulacja szlaku sygnatowego inicjowanego przez PKC wplywa na transport glutaminianu
przeprowadzono analize¢ wychwytu Glu przez astrocyty w obecnosci PMA- czynnika
aktywujacego PKC oraz BIS 1I- generalnego inhibitora PKC. Inkubacja hodowli pierwotnej
astrocytow z PMA znaczaco statystycznie obnizata wychwyt Gln przez komorki w badanych
punktach czasowych, a najsilniejszy efekt obserwowany byt po 8 h (43%= 4% vs kontrola). Z
kolei 1 h i 4 h inkubacja komérek z BIS 1l i manganem (4 h, 100 uM, 500 uM Mn(II)) znosita

efekt obnizenia transportu glutaminianu.

Nasze wczesniejsze badania wykazaly wptyw manganu na stopien ufosforylowania
izoformy PKCa i PKCd (Publikacja nr 3 z cyklu prac), dlatego zatozyliSmy r6zny udziat obu
izoform w zaleznej od manganu deregulacji transportu GIln. Badanie transportu GIn w
obecnosci specyficznego inhibitora izoformy PKCa, G66976 (G6) znosito zalezny od manganu
efekt obnizenia wychwytu Gln, obserwowany po inkubacji komoérek z Mn (1 h, 500 uM Mn(II),
1 uM G&; 4 h, 100 uM, 500 uM Mn(II), 1 uM Go6). Dalsza analiza transportu Gln w obecnosci
specyficznego inhibitora izoformy PKC9, rottlerin (ROT) wykazata ze jednoczesna inkubacja
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komorek z Mn 1 ROT rowniez blokuje zaburzenia wychwytu Gln wywotane inkubacja komorek
z manganem (1 h, 500 uM Mn(II), 5 uM ROT; 4 h i 8 h, 100, 500 uM Mn(II), 5 uM ROT).
Analogiczne dziatanie do ROT przejawiat inhibitor kaspaz 3 Z-VAD-FMK (Z-Ala-Glu(OMe)-
Val-Asp(OMe)-fluoromethyl ketone) (50 uM).

Przedstawione wyniki badan wskazuja na to, ze obnizenie transportu Gln przez Mn
pociaga za sobg zaangazowanie szlakow sygnatowych inicjowanych przez izoformy PKC3d i
PKCo. Wczesniej opisane badania wiasne wykazaty, ze izoforma PKCS wykazuje najwiekszg
wrazliwo$¢ na mangan (Publikacja nr 3 z cyklu prac), co byto zauwazalne rowniez w badaniu
wychwytu Glu w obecnosci Mn i specyficznego inhibitora PKCS, ROT. Aktywacja PKCd na
skutek inkubacji komorek z Mn odbywa si¢ pod wptywem jej proteolitycznego cigcia zaleznego
od kaspazy 3. To z kolei mogloby tlumaczy¢ podobny wynik zaleznego od manganu
hamowania spadku wychwytu Gln przez komorki na skutek inkubacji z ROT i Z-VAD-FMK.
Obserwacje te s3 w zgodzie z wczesniej opisang aktywacja izoformy PKCS polegajaca na
fosforylacji 1 cigciu proteolitycznym na skutek inkubacji hodowli pierwotnej astrocytow z
manganem. Innym argumentem potwierdzajagcym wysoka wrazliwos¢ PKCd na mangan jest
indukcja translokacji tej izoformy do jadra komérkowego wskutek 1 h-24 h inkubacji komérek

2 100 uM i 500 pM Mn(II).

Analiza poziomu bialek metodg Western blot, wykazata, ze obnizenie syntezy
transporterow wywotane inkubacja komoérek z manganem jest znoszone w obecnoS$ci
inhibitorow Go, ROT oraz inhibitora kaspazy 3 - Z-VAD-FMK. W przypadku transportera
GLT1 zmiany te bytly zauwazalne po 4 h i 8 h dla wszystkich inhibitorow, a po 24 h dla
inhibitora Z-VAD-FMK. Podobng tendencje stwierdzono dla transportera GLAST podczas 4 h
inkubacji komoérek z Mn i G6, badz z Z-VAD-FMK i 8 h inkubacji z Mn i Z-VAD-FMK.
Dodatkowe badania transportu Glu w warunkach wylaczenia genow kodujacych PKC metoda
shRNA wykazaty niewrazliwos¢ astrocytow na Mn. Najsilniejszy efekt, ktory utrzymywat sie
po 1 h, 4 h (shRNA PKC3; 100 um, 500 um Mn (II)), 8 h i 24 h (shRNA PKC3; 100 pm,
Mn(Il), notowano w przypadku wyltaczenia genu kodujacego PKC3. Wyciszenie genu dla
PKCa skutkowato odpornoscia komoérek na inicjowany manganem spadek wychwytu Glin
podczas 1 h inkubacji shRNA PKCa z 100 pm, 500 um Mn (II). Badania z uzyciem Kko-
immunoprecypitacji wykazaly wspotwystepowanie transportera GLT1 a nie GLAST zaréwno
z izoformg PKC3 jak i PKCa. Co ciekawe 1 h, 4 h i 8h inkubacja komoérek z Mn zwigkszala
powinowactwo GLT1 z PKCs.
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Opisane doniesienia po raz pierwszy pokazujag mechanizmy toksyczno$ci manganu w
zaburzeniach funkcjonowania GGC. Wykazano, ze traktowanie astrocytow manganem
aktywuje procesy endosomalno/lizosomalnej degradacji biatek oraz szklak inicjowany przez
PKC i oba te mechanizmy negatywnie wplywajg na funkcje transporterow glutaminianu.
Wyniki badan wtasnych wskazuja, ze aktywacja szlaku sygnatowego inicjowanego przez PKC
w toksyczno$ci manganu w duzej mierze jest rOwniez zaangazowana w procesy zwigzane z
zaburzeniami funkcjonowania transporterow glutaminy. Badania wlasne po raz pierwszy
pokazuja szczego6lng role izoformy PKCo w toksycznos$ci manganu. Wieloetapowa, zalezna od
manganu aktywacja tej izoformy obejmujgca procesy fosforylacji, cigcia proteolitycznego i
translokacji jadrowej, przyczynia si¢ do uposledzenia dzialania GGC i wptywa negatywnie na

transport glutaminy i glutaminianu.

Znaczenie GGC i astrocytow w neurodegeneracji zwiazanej z patologia bialka tau.

Wiele chorob neurodegeneracyjnych takich jak choroba Alzheimera, otgpienie
czotowo-skroniowe (frontotemporal dementia, FTDP), zwyrodnienie korowo-podstawne,
postepujace porazenie nadjadrowe charakteryzuje si¢ obecno$cia wewnatrzkomoérkowych
inkluzji zwigzanego z mikrotubulami biatka tau i objete sg wspdlng nazwa tauopatii (Spillantini
i Goedert, 2013). O ile fizjologicznie biatko tau, odgrywa istotna rolg w stabilizacji struktury
neuronu, transporcie aksonalnym, regulacji podziatu komorki oraz w procesie apoptozy, o tyle
obecno$¢ jego dysfunkcyjnych form prowadzi do procesow neurodegeneracyjnych (Maeda i
wsp., 2007). Identyfikacja mutacji w genie MAPT kodujacym tau wykazatla jej bezposredni
zwigzek z patologig dziedzicznych form FTDP oraz z zaleznym od zaburzen wigzania biatka
tau do mikrotubul postepem choroby (Hutton i wsp., 1998). Cecha wspolng tauopatii jest
hiperfosforylacja biatka tau majaca zwiazek z formowaniem si¢ helikalnie zwinigtych splotow
wlokienkowych, ktorych agregacja prowadzi nast¢pnie do powstania neurofibrylarnych ztogdéw
biatkowych (Allen i wsp., 2002; Goedert i wsp., 1992). Pomimo wiedzy, ze obecno$é¢
agregatow bialkowych jest kluczowa w neurodegeneracji, mechanizmy toksycznego wptywu

agregatow bialka tau na neurony nie sg do konca poznane (Lewis i Dickson, 2016).

Aktywacja astrocytow (astrocytoza) jest uniwersalng odpowiedzig astrogleju na wiele
stanOw patologicznych moézgu, ma rowniez negatywny wplyw na funkcjonowanie tych
komorek 1 ich neuroprotekcyjne wlhasciwosci. Astrocytoza wigze si¢ ze zmianami
morfologicznymi, ze zwigkszong liczba komoérek oraz wzrostem ekspresji markerow

zwigzanych ze strukturg komorki: kwasnym biatkiem wiokienkowym (GFAP, z ang. glial
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fibrillary acidic protein) czy wimentyng. Oprocz tego obserwowane zmiany w funkcjonowaniu
astrogeju obejmuja procesy zwigzane ze stresem oksydacyjnym (syntaza tlenku azotu, NOS, z
ang, nitric oxide synthases; dysmutaza ponadtenkowa, SOD, z ang. superoxide dismutase;
glutation ), regulacja transkrypcji (NF-xB, z ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells; STAT3), regulacjg stanéw zapalnych (cytokiny, czynniki wzrostu),
komunikacja komorek poprzez biatka macierzy pozakomoérkowej (laminina, integryny,
metaloproteazy, chondroityny) i potaczenia typu gap (koneksyna, CX43, z ang. connexin43),
synaptogeneza (trombospondyna, TSP, z ang. thrombospondin), regulacja naczyniowa
(prostaglandyny, PGE, z and. prostaglandin), homeostazg jonowa (akwaporyna, AQP4, z ang.
aquaporin-4) (Sofroniew, 2009).

Aktywacja astrocytow i wigzaca si¢ z tym dysfunkcja tych komorek jest cechg wspolna
wielu chordb neurodegeneracyjnych, w tym rowniez tauopatii (Hutton i wsp., 1998; Mohn i
Koob, 2015; Verkhratsky i wsp., 2014). W tauopatii zardbwno u pacjentéw, jak i w modelach in
Vvivo, astrocytoza obejmuje kore, hipokamp oraz regiony moézgu dotknigte chorobg, czesto
poprzedzajac utrate neurondéw (Kersaitis i wsp., 2004), co z kolei sugeruje bezposredni wptyw

zmian patologicznych astrocytow na rozwdj choréb (Yamanaka i wsp., 2008).

Badania z wykorzystaniem mysich modeli opartych na mutacji genu MAPT, wskazuja
ze aktywacja astrocytow moze odgrywac znaczacg role w patogenezie choroby. Reaktywacja
astrocytow jest jedng ze zmian patologicznych w obrebie kory mézgu mysiego modelu z
mutacjg P301S ludzkiego tau pod neuronalnym promotorem Thy1.2. Inng cechg tego modelu
jest patologia tau objawiajgca si¢ hiperfosforylacja i agregacja biatka prowadzaca do
formowania si¢ wewnatrzkomorkowych splotow  neurofibrylarnych  (NFT, z ang.
neurofibrillary tangles), postepujaca neurodegeneracja w réznych regionach moézgu oraz liczne
zmiany behawioralne (Allen i wsp., 2002).

Ostatnie doniesienia z uzyciem mysiego modelu P301S wykazaty postgpujaca, zalezng
od agregacji tau neurodegeneracje i jednocze$nie astrocytoze w obrebie kory czotowej
(Hampton i wsp., 2010). Ponadto, transplantacja astrocytow wyprowadzonych z neuronalnych
komorek progenitorowych (NPC, z ang. neural precursor cells,) do tego rejonu mozgu,
skutkowata wzrostem przezywalnosci neurondéw. Mogloby to sugerowaé utrate
neuroprotekcyjnych wlasciwosci astrocytow endogennych lub/i nabycie przez nie cech

neurotoksycznosci.

Aby zbada¢ to zagadnienie, podczas ostatniego stazu podoktorskiego (Department of

Clinical Neurosciences, University of Cambridge) stworzylam kilka wariantéw hodowli
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pierwotnych astrocytow i neurondw in vitro wywodzacych sie z kory mozgowej co najmniej 7
dniowych kontrolnych C57BL/6 badZz transgenicznych myszy P301S. Wybor zwierzat 7
dniowych uzasadnia notowana w tym czasie ekspresja biatka tau w neuronach myszy
transgenicznych. Opublikowane badania wtasne (Sidoryk-Wegrzynowicz i wsp., 2017,
Publikacja 5. z cyklu prac), wykazaty obnizenie przezywalnosci neuronéw hodowanych w
obecnosci astrocytow pochodzacych z myszy P301S (P301SA), badz eksponowanych na
medium z ich hodowli (astrocyte conditioned medium, ACM), w poréwnaniu z neuronami
hodowanymi z astrocytami pochodzgcych z myszy C57BL/6 (C57A) lub w obecnosci medium
wyprowadzonego z C57A. Ten negatywny wplyw na przezywalno$¢ neurondow byt roéwniez
notowany w przypadku uzycia innego modelu mysiego, z mutacja P301L ludzkiego tau
(izoforma 2N4R) pod neuronalnym promotorem Thyl.2, co wskazuje, ze uzyskane obserwacje
sg swoiste dla patologii tau. Oprocz zmian w przezywalno$ci neurondéw obserwowano
statystycznie znaczace obnizenie (3-4 krotne w stosunku do kontroli) ekspresji markeréw
presynaptycznych (SNP, z ang. synaptophysin) i postsynaptycznych (PSD95) w hodowlach
mieszanych neuronoéw z astrocytami wyprowadzonymi z myszy P301S. Negatywny wplyw na
przezywalno$¢ 1 funkcjonowanie neuronéw hodowanych w obecnos$ci P301SA lub ACM
wywodzacego si¢ od P301SA, notowano w hodowlach pochodzacych od 7 dniowych myszy
P301S, u ktorych nie zachodza jeszcze procesy zwigzane z agregacja biatka tau. To z kolei
mogloby sugerowaé, ze toksyczne wlasnosci astrocytow poprzedzaja pojawienie si¢
wewnatrzkomérkowych inkluzji tau, a dysfunkcja astrocytow wigze si¢ ze wczesng
manifestacja neuronalnej toksycznosci biatka tau. Badania wiasne z uzyciem metody Western
blot wykazaty, ze astrocyty wywodzace si¢ z kory moézgu, 3 1 5 miesigcznych myszy P301S in
situ wykazywaly podwyzszenie specyficznych markerow astrogleju zwigzanych z proliferacja
komorkows, takich GFAP (3 krotnie w stosunku do kontroli, 3 i 5 miesigczne myszy) i S1003
(2 krotnie w stosunku do kontroli, 5 miesigczne myszy). Ponadto, w tym samym ukladzie
eksperymentalnym, wykazano obnizenie syntezy astrocytarnych bialek zaangazowanych w
procesy neuroprotekcyjne zwigzane z cyklem glutamina-glutaminian. Stwierdzono spadek
syntezy GS (2 krotny w stosunku do kontroli, 3 miesi¢eczne myszy; 1,8 krotny w stosunku do
kontroli, 5 miesi¢czne myszy), GLAST (2 krotny w stosunku do kontroli, 3 miesi¢czne myszy;
1,5 krotny w stosunku do kontroli, 5 miesigczne myszy) i GLT1 (1,8 krotny w stosunku do
kontroli, 3 miesieczne myszy). Co istotne, hodowle pierwotne astrocytéw wyprowadzone z
kory mézgu z co najmniej 7 dniowych myszy P301S (P301SA), wykazywaty podobne zmiany
patologiczne jakie notowano w astrocytach in vivo. W przypadku P301SA wykazano

zwigkszong proliferacje komorkowa (3 krotna w stosunku do kontroli) i syntezg biatka GFAP
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oraz obnizong syntez¢ GS 1 GLT1. Obserwowane zmiany fenotypu astrocytow moglyby
swiadczy¢ o uposledzeniu funkcji neuroprotekcyjnych komoérek i w duzym stopniu thumaczy¢
spadek przezywalno$ci neuronéw hodowanych w obecnosci P301SA. Warto réwniez zauwazy¢
w tym miejscu, ze analiza proteomiczna bialek wykazata znaczgce rdéznice w poziomie wielu
biatek w hodowli astrocytow pierwotnych wyprowadzonych ze zwierzat kontrolnych i
transgenicznych. Zmiany te notowano zaréwno we frakcji wewnatrzkomorkowej, jak i
sekrecyjnej. Co istotne, badania te wykazaty znaczacy spadek zawartosci biatka macierzy
zewnatrzkomoérkowej trombospondyny 1 (TSP1) w ACM wywodzacym sie z P301SA. Majac
na uwadze doniesienia literaturowe dotyczace udzialu TSPS w procesach synaptogenezy
(Jayakumar i wsp., 2014; Tyzack i wsp., 2014), opisany wczesniej spadek tego biatka w ACM,
a takze obnizenie syntezy markeréow synaptycznych neuronéow inkubowanych z P310SACM,
zatozylismy kluczowa role TSP1 w procesach synapaptogenezy w naszym ukladzie
doswiadczalnym. Nasze badania wykazaty, ze wyeliminowanie TSP1 z medium inkubacyjnego
pochodzacego od astrocytow kontrolnych powoduje nie tylko spadek poziomu biatek

synaptycznych, lecz takze wptywa negatywnie na przezywalno$¢ neuronow.

Uposledzenie synaptogenezy oraz zaktocenie cyklu GGC wynikajace z dysfunkcji
astrocytow stanowi¢ mogg podstawe w neuropatologii zwigzanej z biatkiem tau (Schemat 2).
Proponowane mechanizmy obejmujg zaburzenia w integracji neuron-astrocyt. Astrocyty
poprzez bezposredni kontakt z neuronami ekspresjonujacymi zmutowane tau nabieraja cech
patologicznych, wywierajac negatywny wplyw na neurony i przyczyniajac si¢ do inicjacji
patogenezy choroby. Zaburzenia integracji pomigdzy astrocytem a neuronem w patologii biatka
tau majg bezposredni zwigzek ze wezesnymi zmianami w syntezie kluczowych biatek GGC.
Obnizenie syntezy biatka GS skutkowac¢ moze zaburzeniem syntezy glutaminy z glutaminianu.
To zjawisko wraz z obnizeniem syntezy biatek transportujacych Glu uposledza wiasciwosci
neuroprotekcyjne astrocytow, takie jak ochrona przed ekscytotoksycznoscig glutaminianu i
zapewnienie neuronom odpowiedniego poziomu aminokwasow neurotransmisyjnych.
Ekscytotoksyczno$¢ wynikajaca z uposledzonego uktadu transportujacego Glu przez astrocyty

moze z kolei mie¢ bezposrednio negatywny wptyw na przezywalno$¢ neuronow.
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Schemat 2. Proponowany schemat zaburzen integracji astrocytarno-neuronalnej
wynikajacy z patologii astrocytow w neurodegeneracji zwiazanej z bialkiem tau. W
patologii biatka tau zaktécenia w interakcji neuronow z astrocytami majg zwiqgzek ze zmianami
w funkcjonowaniu GGC. Zaburzenia w transporcie Glu wynikajgce ze spadku syntezy
transporterow GLTL1 i GLAST mogg prowadzi¢ do uaktywnienia si¢ ekscytotoksycznych
wlasnosci glutaminianu. Dodatkowo, obnizenie ekspresji GS uposledza metabolizm Glu i Gln,
natomiast zaktocenia w wydzielaniu TSP1 przez astrocyty negatywnie wpfywajg na procesy
synaptogenezy.

Podsumowanie

Przedstawione wyniki pokazuja, ze zaburzenia integracji astrocytarno-neuronalnej sa
wspolng cechg roznych stanéw patologicznych OUN. W badanym modelu toksykologicznym
stwierdzono dysfunkcje transportu glutaminy i glutaminianu oraz ujawniono komoérkowe
mechanizmy odpowiedzialne za zalezng od manganu deregulacj¢ GGC. W przypadku patologii
biatka tau wykazano zaburzenia syntezy transporterow glutaminianu, a takze syntetazy
glutaminianowej majacej udzial w metabolizmie glutaminy i glutaminianu. Zmianom tym
towarzyszyly inne dysfunkcje astrocytow, takie jak wzrost proliferacji komorkowej oraz
zmieniony profil ekspresji wielu bialek obserwowany zarowno we frakcji
wewnatrzkomorkowej, jak i W sekrecyjnej. Wydaje si¢ wielce prawdopodobne, ze anomalie w
funkcjonowaniu astrocytow stanowig jedng z pierwotnych przyczyn inicjujacych patologie

omawianych schorzen.

Wyniki przedstawionych badan wlasnych zblizaja do zrozumienia mechanizméw

odpowiedzialnych za dysfunkcje astrocytow i dezintegracje tych komorek z neuronami, a takze
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do doktadniejszego zrozumienia podloza niektérych stanow patologicznych OUN, takich jak
neurotoksyczno$¢ oraz neurodegeneracja. Badania te stanowig rowniez punkt wyjscia do
dalszych, bardziej szczegdtowych badan z zakresu neurotoksykologii i neurodegeneracji
zwigzane] z patologig biatka tau, a takze dajg szans¢ na poznanie nowych mozliwosci

zapobiegania zaburzeniom w komunikacji astrocyt-neuron.
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5. Omowienie pozostalych osiagnieé¢ naukowo — badawczych.

5. 1. Wybrane prace przegladowe i rozdzialy ksigzek.
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Szczegotowy opis metodologii wykorzystanej w pracach dotyczacych transportu Gln przy
udziale r6znych uktadow transportujacych aminokwasy zostat przedstawiony w nastepujacym

rozdziale ksigzkowym:

Sidoryk-Wegrzynowicz M and Aschner M. (2011) Culture Models for the Study of Amino
Acid Transport and Metabolism. Cell Culture Techniques. Neuromethods, Vol. 56 Eds.
Aschner M, Suiiol C, Bal-Price A, Elsevier USA.

5. 2. Inne opublikowane projekty badawcze

Podczas stazu podoktorskiego obok gtownego tematu badawczego bralam udziat w
projektach z pokrewnej tematyki dotyczacej toksyczno$ci manganu, a takze w projektach z
odrebnych obszaréw badawczych, takich jak toksyczno$¢ metalorteci. Moje kilkuletnie
doswiadczenie naukowe w Division of Pediatric Toxicology, Vanderbilt University Medical
Center wigze si¢ z uczestnictwem, w ramach wspotpracy, w kilku projektach z odmiennych
obszaré6w badawczych, takich jak niedokrwienie w krazeniu plucnym, ci¢zkie zaburzenia
depresyjnie, czy tez stworzenie mikroprzeptywowego funkcjonalnego modelu mimikujacego

BBB.

Lee E, Yin Z, Sidoryk-Wegrzynowicz M, Jiang H, Aschner M. (2012) 15-Deoxy-A12,14-
prostaglandin J; modulates manganese-induced activation of the NF-kB, Nrf2, and PI3K
pathways in astrocytes. Free Radic Biol Med 52: 1067-74.

Toksycznos¢ manganu objawia si¢ poprzez indukcje stresu oksydacyjnego oraz
czynnikéw zapalnych takich jak cyclooksygenaza 2, prostaglandyna E(2) czy kluczowy
mediator w stanie zapalnym, jadrowy czynnik transkrypcyjny NF-kB (z ang. nuclear factor-xB)
i Nrf2 (z ang. nuclear factor erythroid 2-related factor). Nasze badania wykazaty, ze inkubacja
astrocytow z manganem oraz z czynnikiem przeciwzapalnym -prostaglandyng d-PGJ(2) (z ang.
15-deoxy-A12,14-prostaglandin J(2) zapobiega zaleznej przez manganu aktywacji NF-«b.
Wsrdd protekeyjnych wihasciwosci d-PGJ(2) szczeg6lng rolg odgrywata blokada aktywacji
szlaku inicjowanego przez kinaze fosfatydyloinozytolu/kinaze Akt PI3K/Akt (z ang.
phosphoinositide 3-kinases/kinase Akt), zalezna od fosforylacji kinazy IkBN indukcja NF-kb
oraz wzrost ekspresji Nrf2. Wyniki tych badan zblizaja do zrozumienia mechanizméw
bioracych udziat w toksycznos$ci manganu, a takze po raz pierwszy wskazujg na protekcyjne
wilasciwosci d-PGJ(2), ktore moglyby by¢ wykorzystane w terapii réznych stanow

toksykologicznych i patologicznych OUN.

Lee E, Sidoryk-Wegrzynowicz M, Yin Z, Webb A, Son DS, Aschner M. (2012)
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Transforming growth factor-a mediates estrogen-induced upregulation of glutamate
transporter GLT-1 in rat primary astrocytes. Glia 60: 1024-36.

Nasze badania wykazaty negatywny wplyw manganu zaréwno na funkcje jak i ekspresje
transporterow glutaminianu w hodowli pierwotnej astrocytow. Kolejnym projektem
badawczym bylo sprawdzenie czy znane ze swych wlasciwos$ci neuroprotekcyjnych czynniki
wplywajace na receptory estrogenowe moga mie¢ rowniez znaczenie w zaleznej od Mn
deregulacji transportu Glu. Badania z uzyciem selektywnych modulatoréw receptorow
estrogenowych (ER), 17B-Estradiolu (E2) oraz tamoksifenu (TX) pokazaty efekt odwrdcenia
zaleznej od manganu dysfunkcji transportera GLT1 na poziomie mRNA, biatka, a takze na
poziomie czynnosciowym. Zmiany te zalezne byly od indukowanego przez E2 1 TX
transformujacego czynnika wzrostu TGFa (z ang transforming growth factor o) i zachodzity

przy wspotudziale receptoréw estrogenowych oraz receptora zwigzanego z biatkiem, G -
GPRA30.

Lee E, Sidoryk-Wegrzynowicz M, Wang N, Webb A, Son DS, Lee K, Aschner M. (2012)
GPR30 regulates glutamate transporter GLT-1 expression in rat primary astrocytes. J
Biol Chem 287: 26817-28.

Kolejny projekt dotyczyl zbadania molekularnych podstaw regulacji ekspresji
transportera GLT1. Badania z uzyciem selektywnego agonisty GPR30, badz z wykorzystaniem
wyciszenia genu kodujacego GPR30, wykazaty wzrost ekspresji i aktywno$ci transportera
GLT1. Szczegdétowa analiza aktywnosci promotora genu kodujagcego GLT1 wykazala
pozytywny wplyw aktywacji GPR30 na ekspresje tego genu. Aktywno$¢ promotora zalezna
byta od biatka wigzacego si¢ z elementem odpowiedzi na cAMP CREB (z ang. CAMP response
element-binding protein) oraz czynnika transkrypcyjnego NF-kB. Aktywacja GPR30 miata
réwniez pozytywny wplyw na synteze biatka transportera GLT1 1 wigzata si¢ udzialem kilku
szlakow sygnatowych inicjowanych przez PI3K/Akt, kinazg aktywowana mitogenem MAPK
(z ang. mitogen-activated protein kinase) oraz kinaze biatkowa A. Ponadto wykazalismy, ze
inkubacja astrocytow z manganem i agonista GPR30 blokuje negatywny wplyw Mn na
ekspresje i funkcje transportera GLT1. Badania te z jednej strony pokazujga udzial GPR30
zaleznej od manganu deregulacji transportera GLTI1, a z drugiej strony dostarczajg
szczegdtowych danych dotyczacych mechanizméw i zdarzen molekularnych zaangazowanych
w regulacj¢ transportera. Uzyskane wyniki mogg mie¢ duzg warto$¢ w opracowaniu terapii w

schorzeniach OUN, zwigzanych z nieprawidlowym transportem glutaminianu.
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Ni M, Li X, Yin Z, Jiang H, Sidoryk-Wegrzynowicz M, Milatovic D, Cai J, Aschner M.
(2010) Methylmercury induces acute oxidative stress, altering Nrf2 protein level in
primary microglial cells. Toxicol Sci 116: 590-603.

Ni M, Li X, Yin Z, Sidoryk-Wegrzynowicz M, Jiang H, Farina M, Rocha JB, Syversen T,
Aschner M. (2011) Comparative study on the response of rat primary astrocytes and
microglia to methylmercury toxicity. Glia 59: 810-820.

Projekt dotyczyt roli komoérek mikrogleju w toksycznosci metaloorganicznej postaci
rteci, metalorteci (MeHg). Mikroglej stanowigcy ok. 12% populacji komorek OUN, jest
szczegblnie wrazliwy na wszelkie zmiany patologiczne mozgu, takie jak stany zapalne czy
neurodegeneracyjne. Mikroglej petni kluczowa funkcje w procesach zapalnych, a jego
znaczenie w neurotoksycznosci MeHg byto dotad niepoznane. Nasze badania wykazatly, ze
inkubacja mikrogleju z MeHg bardzo szybko wywotuje stres oksydacyjny tych komorek,
objawiajacy si¢ zalezng od stezenia i czasu inkubacji indukcja ROS (z ang. reactive oxygen
species). Stezenie ROS jest Scisle regulowane w komorce przez czynniki majace wlasno$ci
antyoksydacyjne, takie jak glutation. W naszym uktadzie doswiadczalnym indukcja ROS
wigzala si¢ ze zmiang stosunku zredukowanej formy glutationu do formy utlenionej (z ang.
GSH/GSSG ratio). Ponadto w tych warunkach do§wiadczalnych zauwazalne byly zaburzenia
w ekspresji gendw kodujacych biatka o wlasciwosciach antyoksydacyjnych: oksygenazy
hemowej (Ho1l, z ang. hem oxygenase-1), NAD(P)H dehydrogenazy (Nqgol, z ang. NAD(P)H
dehydrogenase) oraz antyportera cystyna / glutaminian (Xct, z ang. cystine/glutamate
transporter). Zmiany te byty skutkiem aktywacji czynnika transkrypcyjnego Nrf2 regulujacego
ekspresje tych genow i polegaly na wzroscie syntezy biatka Nrf2 i jego translokacji do
przestrzeni jadrowej komorki.

Kolejne badania dotyczyly poréwnania toksycznosci rteci w roznych komorkach gleju:
mikrogleju i astrogleju. Podobny do obserwowanego w przypadku mikrogleju efekt
uruchomienia procesow zwigzanych ze stresem oksydacyjnych zauwazalny byt réwniez w
hodowli pierwotnej astrocytow, jednak dynamika tych proceséw byta rézna w badanych
modelach komorkowych. Wykazano, ze mikroglej wykazuje wieksza wrazliwos$¢ na inkubacje
z MeHg w poréwnaniu z astrocytami. Objawiato si¢ to wickszym wychwytem MeHg przez
komorki mikrogleju i znaczniejszym poziomem ROS. Roéznice obserwowane w obu typach
komorek $wiadczg o rdéznych wilasciwosciach adaptacyjnych mikrogleju i astrogleju w

warunkach stresu oksydacyjnego zwigzanego z toksycznoscig rteci.

Fike CD, Sidoryk-Wegrzynowicz M, Aschner M, Summar M, Prince LS, Cunningham G,
Kaplowitz M, Zhang Y, Aschner JL. (2012) Prolonged hypoxia augments L-citrulline
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transport by System A in the newborn piglet pulmonary circulation. Cardiovasc Res 95:
375-84.

Projekt badawczy w ramach wspotpracy z dr Candice Fike z Department of Pediatrics
Vanderbilt University Medical Centre dotyczyt transportu L-cytruliny w warunkach
nadci$nienia krgzenia ptucnego noworodkow. Cykl przemian metabolicznych L- argininy do L
-cytruliny stanowi sekwencje reakcji, ktorych koncowym produktem jest tlenek azotu NO.
Zapotrzebowanie na NO ro$nie w warunkach niedotlenienia. Komoérki nablonkowe tetnic
phucnych PAECs (z ang. pulmonary arterial endothelial cells) nie maja zdolnosci syntezy L -
cytruliny, a szlak przemian zalezny jest od metabolizmu L-argininy. Szczegdétowa analiza
transportu L-cytruliny przez r6ézne uklady transportujace aminokwasy wykazata zdolnos¢ do
pobierania tego aminokwasu przez PAECs w warunkach niedotlenienia. Analiza transportu
wykazata swoisty wychwyt L-cytruliny przez uklad A. Badania z wykorzystaniem metody
Western blot ustality wzrost syntezy SNAT]I, transportera przynaleznego do aktywnego uktadu
A. Wzrost wewnatrzkomorkowej L-cytruliny oraz poziomu biatka SNATI byl réwniez
notowany in vitro w tkankach plucnych zwierzat poddawanych chronicznemu niedotlenieniu
prowadzacemu do nadci$nienia plucnego. Wyniki tych badan pokazuja szczegdlng rolg
transportera SNAT1 w warunkach chronicznego niedotlenienia i w dostarczaniu L -cytruliny
jako mechanizmu kompensujacego niedobory w syntezie NO. Doktadne poznanie regulacji
ekspresji transportera SNAT1 moze odnalez¢ zastosowanie terapeutyczne w schorzeniach

krazenia ptucnego wystgpujacego u noworodkow.

Shelton RC, Claiborne J, Sidoryk-Wegrzynowicz M, Reddy R, Aschner M, Lewis DA,
Mirnics K. (2011) Altered expression of genes involved in inflammation and apoptosis in
frontal cortex in major depression. Mol Psychiatry 16: 751-762.

Projekt badawczy w ramach wspotpracy z dr Richard Shelton z Department of
Psychiatry, Vanderbilt University School of Medicine dotyczyt analizy ekspresji genow kory
przedczotowej (Brodmann area 10, BA10) pacjentéw cierpigcych na ciezkie zaburzenia
depresyjnie MDD (z ang. major depression). Badania z uzyciem metody mikromacierzy DNA
wykazaly znaczacy statystycznie wzrost ekspresji genow zwigzanych ze stresem
apoptotycznym u oséb cierpigcych na MDD (materiat poSmiertny) w stosunku do kontroli
(material po$miertny pochodzacy od odpowiadajacych wiekowo o0sob zdrowych). Wsrod
gendéw ulegajacych nadeekspresji w MDD notowano nastepujace czynniki antyapoptotyczne:
czynnik transkrypcyjny YB-1 (z ang. Y-box-binding protein 1), inhibitor kaspaz (z ang,

caspase-1 dominant-negative inhibitor pseudo-ICE) oraz inhibitor apoptozy FKGS2 (z ang.
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putative apoptosis inhibitor FKGS2). Analiza ekspresji genow wykazata ponadto pozytywna
regulacje genow kodujacych czynniki pro i1 przeciwzapalne takie jak cytokiny, interferon
gamma (IFNy) czy limfotoksyna a. Wséréd genéw o obnizonej ekspresji w przypadku MDD
notowano gen kodujgcy metaloproteing MT1M (z ang. metallothionein 1M), biatko odrywajace
duzg rol¢ w warunkach stresu oksydacyjnego. Dane te wskazujg, ze specyficzne zmiany
ekspresji genow zaangazowanych w procesy zapalne, apoptotyczne, czy tez stres oksydacyjny

sa wspdlng cechg patologiczng w obszarze BA10 mézgu chorych na MDD.

Prabhakarpandian B, Shen MC, Nichols JB, Mills IR, Sidoryk-Wegrzynowicz M,
Aschner M, Pant K. (2013) SyM-BBB: a microfluidic blood brain barrier model. Lab Chip
13: 1093-101.

Projekt badawczy w ramach wspotpracy z Biomedical Technology, CFD Research
Corporation, Huntsville, USA polegal na stworzeniu funkcjonalnego Syntetycznego modelu
mikrokrazenia (SyM-BBB) opartego na zasadzie mikrouktadu przeptywowego zwanego
rowniez systemem lab on chip. Ogromng zaleta tego uktadu, ktorego funkcjonalno$¢ zostata
potwierdzona przy uzyciu linii komorkowej $rodbtonka naczyn moézgowych szczura RBE4 i
kondycjonowanej pozywki astrocytarnej, jest wierne odtworzenie w uktadzie eksperymentalnym

warunkow in vivo.
6. Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN

Od 15 pazdziernika 2018 pracuje¢ jako adiunkt w Zaktadzie Neurochemii, w Pracowni
Patoneurochemii pod kierunkiem Prof. dr hab. Lidii Struzynskiej, gdzie jestem zaangazowana
w projekty badawcze dotyczace roli interakcji migdzykomorkowej w mechanizmie uszkodzen

w modelach tauopatii i autoimmunologicznego zapalenia mézgu i rdzenia kregowego.

W grudniu 2018 przystapitam do konkursu NCN o przyznanie mi grantu OPUS 16.
Projekt ten dotyczy znaczenia integracji astrocytarno-neuronalnej poprzez cykl glutamina-
glutaminian w neurodegeneracji zwigzane] z patologig biatka tau 1 jest kontynuacja moich
ostatnich badan w Department of Clinical Neurosciences, University of Cambridge, United

Kingdom.

Moj dotychczasowy dorobek naukowy obejmuje 22 prace oryginalne i 7 prac
przegladowych opublikowanych w 28 przypadkach w czasopismach z listy filadelfljskiej o
tacznym wspotczynniku wptywu IF = 112,047 oraz punktacji KBN/MNiSW = 793, tacznej

liczbie cytowan = 1246, tacznej liczbie cytowan z wylaczeniem autocytowan = 1189 i indeksie
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H = 17 (Zatgcznik 6). Moj dorobek uzupeliaja 4 rozdzialy w podrecznikach
miedzynarodowych, 2 wyktady na zaproszenie i 3 doniesienia prezentowane na naukowych

zjazdach krajowych i migdzynarodowych (Zatacznik 6).
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