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NGF
NMDA

PARP
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PKA

RA

ROS

SDS
SDS-PAGE

SLC30
SLC39
TBS
TNFa
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TSQ

VGCC

1P

ZnT

transporter kwasow jednokarboksylowych (ang. monocarboxylate
transporter)

megakanat mitochondrialny (ang. mitochondria  permeability
transition pore)

metalotioneiny (ang. metallothioneins)
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1 STRESZCZENIE

Wspo6lng cechg wielu chordb degeneracyjnych mozgu zwigzanych z podesztym
wiekiem jest uposledzenie ich metabolizmu energetycznego. Badania po$miertne
wykazaty inhibicj¢ aktywnos$ci szeregu enzymdow mitochondrialnych, w dotknietych
zmianami patologicznymi regionach mézgu. Co wigcej, zmiany te korelowaty, z
ubytkami funkcji poznawczych oraz obnizeniem aktywno$ci enzymoéw metabolizmu
energetycznego 1 markerow przekaznictwa cholinergicznego stwierdzanymi po
$mierci pacjenta.

Zaburzenia otgpienie w encefalopatiach wieku podesztego wigzg sie¢ z
preferencyjnym uszkodzeniem neuronow cholinergicznych przegrody mozgu
odpowiedzialnych za formowanie pamigci 1 inne procesy poznawcze. Duza role w
powstawaniu $rodowiska neurotoksycznego w encefalopatiach cholinergicznych
odgrywa¢ moze réwniez uszkodzenie astrogleju. Astrocyty petnig bowiem kluczowa
role w kontroli §rodowiska pozakomoérkowego neuronéw. Wykazano, ze astrocyty
wychwytuja glutaminian wydzielany przez zakonczenia glutaminianergiczne
zapobiegajac jego ekscytotoksycznemu dzialaniu. W stanach niedotlenienia istnieje
rowniez redystrybucja metabolitéw posrednich przemian energetycznych pomigedzy
poszczegblnymi typami komoérek moézgu. I tak, w neuronach 30% energii jest
dostarczane z mleczanu produkowanego przez astrocyty, a kilka procent z
deaminacji oksydacyjnej glutaminianu wychwytywanego za szczeliny synaptycznej
lub wytwarzanego z glutaminy syntetyzowanej, a nast¢pnie wydzielanej przez
astrocyty.

Jednym z bodzcéw neurotoksycznych odpowiedzialnych za rozwdj choroby
Alzheimera 1 innych choréb neurodegeneracyjnych jest cynk. W wyniku
ekscytotoksycznego pobudzenia, cynk uwolniony do szczeliny synaptycznej moze
osigga¢ stezenie 0.3 mmol/L. Jego nadmierna akumulacja w neuronach
postsynaptycznych moze powodowaé natychmiastowe zahamowanie metabolizmu
energetycznego, a tym samym kaskade zmian prowadzacych do utraty funkcji
przekaznicznych 1 integralnosci strukturalnej tych komorek.

Dlatego tez, celem pracy bylo poréwnanie cytotoksycznego dziatania Zn na
metabolizm energetyczny neuronéw cholinergicznych i komorek astroglejowych.
Zbadano akumulacj¢ Zn oraz wptyw zewnatrzkomoérkowego stezenia tego kationu na

aktywnos$¢ kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej (PDHC), akonitazy oraz
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dehydrogenazy izocytrynianowej NADP-zaleznej (IDH-NADP) w obu typach
komorek oraz wewnatrzkomorkowa dystrybucje Ca w neuronach cholinergicznych.
Zbadano rowniez wzajemne interakcje komoérek neuronalnych i astroglejowych
poddanych cytotoksycznemu dziataniu Zn.

W przedstawianej pracy wykazano, ze nadmierna akumulacja Zn w neuronach
cholinergicznych, jak i przylegltych astrocytach prowadzi do inhibicji lub inaktywacji
enzyméw metabolizmu energetycznego, takich jak PDHC, akonitazy czy IDH-
NADP, co moze by¢ jedng z przyczyn wczesnego uszkodzenia tych komoérek w
przebiegu chorob neurodegeneracyjnych.

Ekspozycja obu typéw komorek na cytotoksyczne stezenia Zn, niezaleznie od czasu
ekspozycji, prowadzilo do mniejszej akumulacji tego kationu w komoérkach C6 niz w
komorkach neuronalnych SN56. Wykazano rowniez istnienie znamiennych korelacji
pomiedzy akumulacja Zn w neuronach cholinergicznych 1 komorkach
astroglejowych, a upos$ledzeniem ich funkcji 1 przezywalnosci, zarOwno w
warunkach dhlugoczasowych, jak i krotkoczasowego wplywu cytotoksycznego
stezenia tego kationu. Jednakze w doswiadczeniach krotkoczasowego wpltywu Zn
uzyskano wyzsza jego akumulacje niz w warunkach dtugoczasowych, zarowno w
komorkach SN56, jak 1 C6. Cytotoksyczne stezenie zewnatrzkomorkowego Zn
prowadzito réwniez do obnizenia gesto$ci transposrtera ZnTl1 w neuronach
cholinergicznych SN56.

W przedstawiane] pracy zaobserwowano istnienie znamiennej korelacji miedzy
akumulacja Zn i poziomem Ca w cytoplazmie (SN56 r=0.99, p<0.0001) 1 odwrotnie
proporcjonalng korelacje migdzy akumulacjg Zn i poziomem Ca w mitochondriach
(SN56 1=0.90, p<0.05).

Udowodniono po raz pierwszy neuroprotekcyjny wptyw komorek astroglejowych
poprzez wychwyt nie tylko glutaminianu, ale réwniez Zn 2z przestrzeni
pozakomorkowej, co jednoczesnie prowadzito do polepszenia metabolizmu
energetycznego neuronow cholinergicznych 1 ich przezywalnosci w warunkach
oddziatywania czynnikéw neurodegeneracyjnych.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna wnioskowac¢, ze mniejsza wrazliwos¢
astrogleju na czynniki cytotoksyczne moze zwigksza¢ szanse na przezycie neurondw
poprzez dostarczanie do przestrzeni przyneuronalnych prekursoréw energetycznych,

takich jak mleczan.
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2 WSTEP

2.1 Cynk

Cynk to jeden z niezbednych skladnikow diety, odgrywajacy istotng role
w réznorodnych procesach biochemicznych (Hambidge, 2000). Znaczenie cynku,
jako niezbednego pierwiastka §ladowego w zywych organizmach, opisat po raz
pierwszy Raulin w 1869. Na podstawnie swoich badan, udowodnit, Zze cynk jest
konieczny dla wzrostu Aspergillus Niger (Prasad, 1991; Raulin, 1869). Jednakze
specyficzna, biologiczna funkcja cynku w organizmach eukariotycznych zostata
zdefiniowana dopiero w 1940 roku, kiedy okazato si¢, ze metal ten jest kofaktorem
anhydrazy weglanowej (Keilin i Mann, 1940). W ludzkim proteomie okoto 10%
biatek posiada miejsca wiazace cynk. Zn jest kofaktorem ponad 300 enzymow,
niezbedny jest rowniez do funkcjonowania ponad 2000 czynnikéw transkrypceyjnych,

jako element strukturalny tzw. palcéw cynkowych (Jeong i Eide, 2013).

2.1.1 Rola cynku w organizmie

U dorostego cztowieka calkowita zawarto$¢ cynku waha si¢ od okoto 2.3 mmol
(1.5g) u kobiet do 3.8 mmol (2.5 g) u mezczyzn (King 1 Keen 2006). Stgzenie cynku
w poszczegdlnych tkankach waha si¢ od 11 pg/g w mézgu do okoto 100 pg/g
w tkance kostnej. Prawidtowe wartos$ci cynku w osoczu wynoszg 12—-18 pmol/L
(78-117 pg/dL), natomiast w pltynie mozgowo-rdzeniowym 0.15 pmol/L. We krwi
60% cynku zwigzane jest z albuming, 30% z ay-makroglobuling oraz 10%
z transferryng (Scott i Bradwell, 1983). Stezenie Zn wewnatrzkomdrkowego jest
10-100-krotne wyzsze, dlatego konieczny jest aktywny transport tego metalu
do wnetrza komorki (Hajo Haase i Wolfgang Maret, 2010). Okoto 30-40%
wewnatrzkomorkowej puli cynku znajduje si¢ w jadrze komodrkowym, 50%
w cytosolu, a pozostata frakcja zwigzana jest z blonami (Vallee i Falchuk, 1993).
Rekomendowane dzienne spozycie cynku ro6zni si¢ w zalezno$ci od wieku, plci, fazy
wzrostu oraz stopnia utraty cynku przez jelita, pgcherzyk zolciowy, trzustke, nerki
1 skore. U zdrowych, dorostych oséb podaz cynku powinna wynosi¢ 8-11 mg/dobe
(Trumbo 1 wsp., 2001). Wydajno$¢ absorpcji wynosi ponizej 50%. Dlatego
zapotrzebowanie netto wynosi okoto 3-4 mg/dobe (King i wsp., 2000).
Wchianianie cynku jest zalezne od st¢zenia tego jonu w $wietle jelita. Proces ten

zachodzi glownie w dystalnym odcinku dwunastnicy oraz proksymalnym jelita
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czczego, gdzie frakcyjna absorpcja tego metalu jest najwyzsza (Lee 1 wsp., 1989).
Wychwyt Zn z przestrzeni pozakomodrkowej odbywa si¢ przy udziale transportera
kationow  dwuwarto$ciowych  (DCT-1) (Gunshin 1 wsp,, 1997).
Wewnatrzkomoérkowy transport do boczno-przypodstawnej btony komorkowe;j
enterocytOw zachodzi poprzez wigzanie z biatkiem zawierajacym cysteing (CRIP),
natomiast wydzielanie do przestrzeni miedzykomorkowej zachodzi przy udziale
transportera cynkowego ZnT1, skad cynk poprzez krazenie wrotne transportowany
jest do watroby, a nastgpnie do innych tkanek, glownie w postaci kompleksu
z albuming (Krebs, 2000; McMahon i1 Cousins, 1998). Zarowno niedobor cynku, jak
1 jego nadmiar jest szkodliwy. Dlatego organizmy eukariotyczne posiadaja
mechanizmy odpowiadajace za utrzymanie homeostazy tego kationu. Frakcyjna
absorpcja Zn z jelit jest zalezna od jego poziomu w diecie i waha si¢ zwykle
od 20 do 30%. W przypadku ci¢zkich niedoborow cynku poziom bialtek
transportowych w enterocytach znacznie si¢ zwigksza. Dzigki temu wydajnosé
absorbcji Zn moze wzrasta¢ nawet powyzej 90% (King 1 wsp., 2000; Krebs, 2000).
Istotnym mechanizmem zabezpieczajacym wzgledng stalo$¢ puli Zn w organizmie,
w przypadku dlugotrwalego niskiego spozycia, jest zmniejszenie jego wydalania
z moczem. Dochodzi réwniez do wewnatrzustrojowej redystrybucji Zn uwalnianego
z niektorych tkanek, takich jak kosci, do innych tkanek, takich jak mig$nie
szkieletowe 1 migsien sercowy, w celu utrzymania odpowiedniej zawartosci tego
metalu (King 1 wsp., 2000).

Zn stabilizuje strukturg¢ blon i innych organelli subkomoérkowych (Ireini 1 wsp.,
2006). Jest on elementem strukturalnym wielu biatek i enzymoéw roéznych drog
wewnatrzkomorkowej transdukcji sygnalu przez co speilnia kluczowa role
w utrzymaniu ich prawidtowej aktywnosci biologicznej (Prasad, 1995; Vallee i
Falchuk, 1993). Ponadto Zn petni funkcj¢ katalityczng wielu enzymow nalezacych
do klas: oxydoreduktaz (dehydrogenaza alkoholowa EC 1.1.1.1, oksydaza
glukozowa EC 1.1.3.4, dysmutaza ponadtlenkowa EC 1.15.1.1), transferaz
(polimeraza RNA II EC 2.7.7.6), hydrolaz (karboksypeptydaza A EC 3.4.17.1,
karboksypeptydaza T EC 3.4.17.18, B-laktamazy EC 3.5.2.6, fosfataza alkaliczna
EC 3.1.3.1, deaminaza adenozyny EC 3.5.4.4, fosfolipaza C EC 3.14.3),
liaz/izomeraz (anhydraza weglanowa II EC 4.2.1.1), ligaz (karboksylaza
pirogronianowa EC 6.4.1.1) (Coleman, 1992; Vallee i Auld, 1993).
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Cynk reguluje ekspresje gendw i wplywa na stabilno$¢ genomu komorek m.in. jako
element struktury chromatyny oraz polimeraz DNA i1 RNA biorgcych udzial
w syntezie kwasow nukleinowych (Prasad, 1995; Vallee i Falchuk, 1993). Migdzy
innymi Zn stabilizuje domeny palcéw cynkowych SP1F3, SWI5 wiazacych si¢
z promotorowymi i supresorowymi sekwencjami DNA. Ponadto jest on niezbgdny
do procesu replikacji DNA, transkrypcji i syntezy biatek przez co wplywa na
podziaty i r6znicowanie komodrek (Coleman, 1992).

Zn jest rowniez potrzebny do utrzymania optymalnej aktywno$ci hormonu wzrostu
oraz zwigksza jego powinowactwo do zewnatrzkomorkowej domeny receptora
prolaktyny (Vallee i Falchuk, 1993).

Zn jest niezbedny do prawidtowego funkcjonowania uktadu odpornosciowego. Jego
niedobér obniza liczbe limfocytow CD8 CD73", zmniejsza wydzielanie IFN-y i IL2
przez komoérki TH1 (CD4"), obniza fagocytoze, zmniejsza cytotoksyczno$é komorek
NK oraz redukuje chemotaksje neutrofili (Ibs 1 Rink, 2003). Kation Zn jest
kofaktorem tymuliny - hormonu grasicy, ktéry bierze udzial w dojrzewaniu
limfocytow T (Dardenne i wsp., 1982). Jony cynku indukuja takze uwalnianie IL-1,
IL-6, TNF-a oraz pobudzaja monocyty. Zn niezbg¢dny jest rowniez do translokacji
kinazy biatkowej C (PKC) do btony komorkowej (Fukada i wsp., 2011).

Objawy kliniczne u 0séb z umiarkowanym niedoborem cynku to opdznienie wzrostu,
hipogonadyzm u me¢zczyzn, zaburzenia smaku i zapachu, op6znione gojenie si¢ ran,
Slepota zmierzchowa, zaburzenia pamie¢ci. Ciezki niedobor charakteryzuje sie
czestymi infekcjami spowodowanymi zaburzeniami odpornosci, pecherzykowym

zapaleniem skory, biegunka, tysieniem oraz psychozami (Walsh i wsp., 1994).

2.1.2 Fizjologiczna rola cynku w osrodkowym ukladzie nerwowym (OUN)
Obecno$¢ Zn w mozgu zostala wykazana po raz pierwszy przez Maske (1955).
Zaobserwowal on jasno-czerwone kompleksy cynku z ditizonem w obrgbie
hipokampa szczura, ktére doktadnie pokrywaty si¢ z aksonami mszystymi, tgczacymi
zakret zebaty z rogiem Amona (Frederickson i wsp., 1989; Maske, 1955). Srednie
stezenie cynku w mozgu wynosi 150 umol/kg. Najwyzsze poziomy tego kationu
wystepuja w hipokampie, ciele migdalowatym i korze mézgu (Frederickson 1 wsp.,
1989; Takeda, 2000). Haug po raz pierwszy odkryt pecherzyki presynaptyczne
zawierajace cynk w zakonczeniach synaptycznych widkien mszystych hipokampa,

zakretu zebatego i ciala migdatowatego (Haug, 1967; Frederickson i wsp., 2000).
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Wykazano, ze okoto 8% catkowitej puli Zn hipokampa znajduje si¢ w pecherzykach
zakonczen synaptycznych (Frederickson 1 wsp. 1983). W pecherzykach
presynaptycznej czgSci zakonczen glutaminianergicznych cynk  wystepuje
w kompleksie z glutaminianem osiagajac tam st¢zenie 1.4 mmol/L. Wielko$¢ puli
uwalnianego Zn zalezy wiec od aktywno$ci neurondéw glutaminianergicznych, co
moze mie¢ istotne znaczenie w regulacji funkcji neurondw postsynaptycznych w
warunkach fizjologicznych i patologicznych (Ronowska i wsp. 2007, 2010, Sensi i
wsp., 2009).

W  moézgu, w  warunkach fizjologicznych, catkowite  stezenie Zn
wewnatrzkomorkowego wynosi okoto 210 umol/L, natomiast catkowite st¢zenie w
przestrzeni pozakomorkowej okoto 3 pmol/L. Wskazuje to na istnienie w neuronach
1 komorkach astrocytarnych zaleznego od energii wychwytu Zn (Palmiter i Findley,
1995).

Homeostaza Zn’" w neuronach i astrocytach kontrolowana jest dzigki rownowadze
pomiedzy naptywem, wigzaniem 1 transportowaniem tego kationu do
poszczegolnych przedziatow komorkowych lub przestrzeni zewnatrzkomorkowej
(Sensi 1 wsp., 1997; Weiss 1 wsp., 2000). Metalotioneiny (MT) oraz dwie rodziny
transporterow cynkowych: SLC30 (ZnT) 1 SLC39 (ZRT/IRT-related protein, ZIP)
reguluja stezenie cynku na poziomie komorkowym. MT sg biatkami o niskiej masie
czasteczkowej (6-7 kDa), nie zawierajagcymi aminokwasOw aromatycznych,
posiadajacymi wysokie powinowactwo do jonéw Zn>" (Kz,=3.2x10" M, pH 7.4).
MT w organizmie cztowieka zbudowane sg z 61-68 aminokwasow, sposrod ktorych
20 to reszty cysteiny, tworzace strukture drugorzegdowa dwoch domen wiazacych
tacznie siedem atomow Zn (Mocchegiani i wsp., 2005). MT obecne w o$rodkowym
uktadzie nerwowym, wystepuja w postaci trzech izoform (MT-1, MT-2 i MT-3).
Pelnig one funkcje ochronng przed toksycznym dzialaniem zewnatrzkomodrkowego
Zn oraz stanowig jego rezerwuar (Hidalgo i wsp., 2001). MT-1 oraz MT-2,
syntetyzowane gldwnie w astrocytach, petnig funkcj¢ ochrong przed niekorzystnym
dziataniem interleukin oraz kwasu kainowego (Aschner, 1996). MT-3 syntetyzowana
jest wylacznie w mozgu. W neuronach zawierajacych cynk (ZEN) pelni ona funkcje
detoksykacyjng. Zn uwalniany do szczeliny synaptycznej moze poprzez wptyw na
opisane receptory i transportery modulowaé aktywno$¢ najpowszechniejszych
neuroprzekaznikow w mozgu jakimi sa L-glutaminian i GABA (Masters i wsp.,

1994).
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Transportery cynkowe ZnT reguluja wyptyw Zn z komoérki lub jego transport do
wnetrza pecherzykow. Natomiast transportery ZIP posredniczg w transporcie cynku
z przestrzeni pozakomorkowej lub z pecherzykéw do cytoplazmy (Cousins 1 wsp.,
2006; McMahon i Cousins, 1998).

W ludzkim genomie zostalo zidentyfikowanych 10 gendéw kodujacych biatko ZnT
oraz 14 genow kodujacych biatko ZIP (Huang 1 Tepaamorndech, 2013; Jeong 1 Eide,
2013). Zmiany w ekspresji transporterow cynkowych to mechanizmy, dzigki ktorym
neurony i astrocyty moga regulowa¢ wielko$¢ wewnatrzkomoérkowej puli Zn oraz
utrzymywaé stezenie wolnego Zn®" w waskich granicach, optymalnych dla ich
wzrostu 1 przezycia (Colvin 1 wsp., 2003). W modzgu wykryto obecnosé
transporterow cynku takich jak: ZnT1, ZnT3, ZnT4, ZnT6, ZnT10 o zréznicowanej
lokalizacji 1 funkcji.

ZnT1 znajduje si¢ w btonie komdrkowej neuronoéw 1 astrocytow. Odpowiada on za
wyrzut Zn z komorki, reguluje stezenie wewnatrzkomorkowego Zn®
uniemozliwiajac nadmierng jego akumulacje (Qin i wsp., 2009). Regiony mozgu
zawierajace synapsy bogate w Zn, wykazuja jednocze$nie wysoka gestos¢ ZnTl.
Znajdujg si¢ one min. w warstwach II/IIl oraz V kory mozgu, oraz w dendrytach
w regionie opuszki wechowej 1 hipokampa (Sekler 1 wsp., 2002). Wykazano
rébwniez, ze w astrocytach zwigkszenie poziomu biatka ZnT1 obniza poziom
wewnatrzkomorkowego Zn (McMahon i Cousins, 1998; Nolte i wsp., 2004).

Jony Zn®" sa transportowane do pecherzykow synaptycznych neurondw
glutaminianergicznych  przy  pomocy  specyficznego  transportera  ZnT3
zlokalizowanego w ich blonie. Wysoki poziom biatka ZnT3 wystepuje
w hipokampie, ciele migdalowatym i1 korze moézgowej (Palmiter i wsp., 1996;
Wenzel i wsp., 1997). Uwaza si¢, ze Zn jest neuronalnym ko-przekaznikiem
1 modulatorem transmisji oraz plastyczno$ci synaptycznej moézgu. Dlatego pelni on
kluczowa role w procesach uczenia si¢ i1 konsolidacji pamieci. Transporter ten
poprzez zalezng od Zn interakcje z receptorami NMDA, p75, TrkA wptywa réwniez
na funkcje poznawcze (Paoletti i wsp., 2009; Smart i wsp., 2004). Wykazano, ze
myszy pozbawione genu kodujacego ZnT3 nie posiadaja cynku histochemicznie
reaktywnego w pecherzykach synaptycznych (Frederickson i wsp., 2000). Badania
na ludziach wykazaty rowniez, ze poziom ZnT3 ulega obnizeniu z wiekiem oraz
znaczaco spada w tkance moézgowej os6b z chorobg Alzheimera (Adlard i wsp.,

2010).
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ZnT4 transportuje Zn do wngtrza endosomow/lizosomow. Z kolei ZnT6 bierze udziat
W przemieszczeniu Zn cytoplazmatycznego do aparatu Golgiego oraz do
pecherzykow, co moze przyczynia¢ si¢ do magazynowania i/lub zapobiegania
toksycznosci tego metalu (Huang 1 Tepaamorndech, 2013). ZnT10 zlokalizowany
zostal w aparacie Golgiego ludzkich cholinergicznych komorek neuroblastoma linii
SH-SYS5Y. Po dodaniu 100 pumol/LL Zn, transporter ten ulegat przemieszczeniu do
btony komorkowej (Bosomworth i wsp., 2012).

W mozgu wykryto rowniez wewnatrzkomérkowe zasoby Zn, ktore nie znajduja sie
w pecherzykach synaptycznych. W napadzie padaczkowym wywotanym podaniem
kwasu kainowego, zaobserwowano akumulacje Zn>" w neuronach regionu CA1 oraz
CA3 hipokampa myszy z wyciszonym genem Znt3, ktore prowadzilo do ich
uszkodzenia. Nie ustalono jak dotad zrodta ,niepecherzykowej” puli Zn>". Badania
dowodza, ze biatka wigzace cynk oraz zasoby Zn mitochondrialnego w neuronach
postsynaptycznych moga by¢ zrodlem cytotoksycznego dzialania tego kationu
(Lee i wsp., 2000).

Neurony glutaminianergiczne tworzg okoto 50% zakonczen nerwowych mozgu,
a stezenie L-glutaminianu w moézgu jest rzedu 10-20 mmol/L. W warunkach
fizjologicznego pobudzenia glutaminianergicznych zakonczen nerwowych do
szczeliny synaptycznej uwalnia si¢ L-glutaminian i skompleksowany z nim Zn.
Stezenie tego kationu w szczelinie synaptycznej osigga poziomy 10-30 pmol/L
(Frederickson 1 wsp., 2005). Rola sygnalizacyjna cynku synaptycznego polega na
hamowaniu lub pobudzaniu réznych klas postsynaptycznych glutaminianergicznych
receptordw jonotropowych poprzez specyficzne oddziatywanie Zn** z ich
allosterycznymi miejscami wiazania (Mayer i wsp., 1989). Zn*" wywiera rowniez
antagonistyczne dziatanie na receptor GABA4 (Ruiz i wsp., 2004; Smart, 1992).
Hamuje on aktywacje receptorow NMDA poprzez dwa mechanizmy: niezalezny od
napigcia, o wysokim powinowactwie (ICsp = 5 nmol/L) oraz zalezny od napigcia
o niskim powinowactwie (IC50 = 20 pumol/L, -40 mV). W pierwszym przypadku
Zn*" dziala poprzez allosteryczna interakcje z miejscem wiazacym na podjednostce
GIluN2A. Natomiast w drugim przypadku Zn bezposrednio blokuje kanat receptora
(Mayer 1 wsp., 1989; Peters 1 wsp., 1987; Vogt 1 wsp., 2000). Cynk jest rowniez
modulatorem receptoréw AMPA oraz KA. W niskich mikromolowych stezeniach Zn
zwigksza ich aktywno$¢, natomiast w wyzszych — milimolowych hamuje je poprzez
bezposrednig blokade kanatu jonowego (Rassendren 1 wsp., 1990).
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Uwolnienie synaptycznego cynku waha si¢ w zakresie czestotliwosci 10-200 Hz,
ktore wymagane jest do wywolania dlugotrwatego wzmocnienia synaptycznego
(LTP). Zatem przemieszczenie cynku moze by¢ waznym sygnatem posredniczagcym
w plastycznos$ci synaps (Li 1 wsp., 2001).

Istnienie ztozonych procesow wychwytu 1 transportu cynku jest niezbedne do
utrzymania optymalnego st¢zenia wolnego cynku w neuronach i astrocytach, gdyz
zarowno zbyt niskie jak 1 zbyt wysokie st¢zenia tego kationu w komorkach

nerwowych moga prowadzi¢ do ich uszkodzenia (Mocchegiani i wsp., 2005).

2.1.3 Neurotoksycznos$¢ cynku

W warunkach pobudzenia ekscytotoksycznego, wolne jony Zn®" uwalniane sa
w  nadmiernych  iloSciach wraz z  L-glutaminianem z  zakonczen
glutaminianergicznych do szczeliny synaptycznej. W tych warunkach st¢zenie Zn
w szczelinie synaptycznej moze osigga¢ poziom 300 umol/L (Assaf i Chung, 1984).
Nadmierna akumulacja cynku w warunkach ekscytotoksycznych prowadzi do
$mierci zarowno neurondéw, jak i astrocytow (E. Y. Kim i wsp., 1999; Ryu i wsp.,
2002). W astrocytach toksyczne dziatanie Zn zaobserwowano przy jego stg¢zeniu 200
umol/L, a 100% $miertelnos¢ przy 300 pumol/L (Nolte 1 wsp., 2004). Takie
zewnatrzkomorkowe stezenie cynku wystgpowato w regionie widkien mszystych po
stymulacji ekscytotoksycznej (Assaf i Chung, 1984; Choi i Koh, 1998; Vogt i wsp.,
2000). W badaniach in vitro wykazano, ze komorki neuronalne sg bardziej wrazliwe
na dziatanie Zn niz komorki astrocytarne (Choi 1 Koh, 1998; Choi 1 wsp., 1988;
Dineley i wsp., 2000). Jednakze mechanizmy zr6znicowanej wrazliwosci neuronéw
1 astrocytéw na cytotoksyczne stezenie Zn nie zostaly jak dotad poznane. Zn
uwolniony do szczeliny synaptycznej transportowany jest do neurondow
postsynaptycznych przez:
- receptory AMPA przepuszczalne dla jonow Ca i Zn (receptory nie posiadajace
podjednostki GluR2) (Ryec. 1),
- kanaty wapniowe zalezne od napigcia (VGCC),
- receptor NMDA oraz wymiennik Na'/Zn>" (Harrison i Gibbons, 1994; Smart i wsp.,
1994) (Ryc. 1).
Badania kinetyki wychwytu Zn wskazujg, ze istniejg przynajmniej dwa systemy
transportu tego metalu dziatajace rownolegle. Analiza kinetyki wychwytu metodami

Eadie-Scatchard’a i Linewear-Burk’a data podobne wyniki wskazujac na istnienie
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ukladu transportowego o wysokim powinowactwie do Zn i matej pojemnosci
(Ky=12-18 umol/L; Vpa=5.8-9.2 ng/mg/h) oraz o niskim powinowactwie do tego
kationu (K;,=320-402 pmol/L; V,,x=103-113 ng/mg/h) (Howell i wsp., 1984).

NEURON
GLUTAMINIANERGICZNY NEURON CHOLINERGICZNY
ZAKONCZENIE SYNAPTYCZNE ? REGION DENDRYTYCZNY

Ryc. 1. Hipotetyczny mechanizm toksycznego dziatania Zn na neurony postsynaptyczne
synaps glutaminianergicznych w warunkach ekscytotoksycznego pobudzenia
cholinergicznego (zmodyfikowany wg Colvin 2003)

W stanach patologicznych, takich jak przejsciowe niedokrwienie modzgu,
niedotlenienie, padaczka, uraz moézgu obserwuje si¢ wzrost st¢zenia Zn*" w cytosolu
komorek, co prowadzi do selektywnej 1 odroczonej degeneracji komorek mitralnych
opuszki wechowej, neuronow piramidalnych kory nowej w warstwie III, V i VI,
prazkowia oraz neuronéw piramidalnych w obszarze CAl i CA3 hipokampa
(Choi 1 Koh, 1998; Weiss 1 wsp., 2000). W wyniku pobudzenia ekscytotoksycznego
nastepuje  uwolnienie  cynku z  metalotionein,  powodujac = wzrost
wewnatrzkomorkowego stezenia wolnych jonéw Zn** od 10 do 100 nmol/L
(Sensi i wsp., 2009).

Nadmiar jonéw Zn>" w cytoplazmie komoérek neuronalnych moze byé obnizony
poprzez transport 1 magazynowanie tego kationu w innych przedzialach
komoérkowych takich jak pecherzyki presynaptyczne, mitochondria czy lizosomy.
Transport jonéw Zn®" do macierzy mitochondrialnej moze zachodzi¢ poprzez
aktywacje uniportera wapniowego, co z kolei prowadzi do spadku potencjatu
wewnetrznej blony mitochondrialnej (AY¥,) 1 zwigkszonego wytwarzania

reaktywnych form tlenu (ROS), doprowadzajac do martwiczej degeneracji neuronow
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(Kim i wsp., 1999; Sensi i wsp., 2009). Submikromolowe stezenia Zn>" w macierzy
mitochondrialnej moga aktywowaé¢ powstawanie nieselektywnych megakanatow
PTP (ang. permeability transition pores) w wewngetrznej btonie mitochondriéw. Ich
otwarcie powoduje uwolnienie proapaptotycznych bialek mitochondrialnych m.in.
cytochromu c i czynnika indukujacego apoptoze (AIF) (Jiang 1 wsp., 2001).
Wewnatrzkomoérkowa redystrybucja endogennego cynku moze aktywowacé szlak
sygnalowy RAS/ERK/MAPK. Odbywa si¢ ona poprzez zwigkszenie przez Zn
ekspresji genu egr-1, skutkujace wzrostem poziomu ERK1/2, co prowadzi do $§mierci
neuronow 1 astrocytow w stanach niedokrwienia mozgu (Liao 1 wsp., 2011; Park 1
Koh, 1999).

Wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia cynku w neuronach i astrocytach indukuje
rowniez stres oksydacyjny poprzez aktywacje btonowej oksydazy NADPH,
a nastepnie kinazy biatkowej C (Sensi 1 wsp., 2009). Ekspozycja na cytotoksyczne
stezenie jondw Zn®' zwicksza aktywno$é neuronalnej syntazy tlenku azotu (NOS).
Nadmiar tlenku azotu (NO) moze wchodzi¢ w reakcje z anionorodnikiem
ponadtlenkowym (¢*O;") tworzac nadtlenoazotyn (ONOOY), ktory jest jednym
z bardziej cytotoksycznych wolnych rodnikéw. Indukowany przez Zn”" stres nitro-
oksydacyjny powoduje uszkodzenie DNA, przyczyniajac si¢ do aktywacji
polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP). Prowadzi to do zmniejszenia zasobow
NAD’, zahamowania syntezy i obnizenia poziomu ATP co wywoluje nekrotyczna
smier¢ neuronow (Kim i1 Koh, 2002).

Nadmierna akumulacja cynku w astrocytach rowniez powoduje zwigkszenie stresu
oksydacyjnego i/lub zmniejszenie ochrony antyoksydacyjnej poprzez obnizenie
poziomu glutationu (GSH), z jednoczesnym wzrostem GSSG, co prowadzi do
$mierci tych komorek (Ryu i wsp., 2002). Wykazano, ze cynk hamuje reduktaze
glutationu (GR, EC 1.8.1.7) 1 peroksydaze glutationowa (GPx, EC 1.11.1.9), gtéwne
enzymy odpowiedzialne za mechanizmy obronny antyoksydacyjnej w astrocytach
(Bishop i wsp., 2007; Ryu i wsp., 2002). Reduktaza glutationu jest flawoproteing,
ktora wykorzystuje NADPH jak substrat do redukeji GSSG, zapewniajac utrzymanie
prawidtowego wewnatrzkomorkowego stezenia glutationu (GSH). Natomiast gtéwna
funkcja GPx to redukcja nadtlenku wodoru oraz nadtlenkéw organicznych
(Bishop i wsp., 2007).

W  neuronach hipokampa Zn zwigksza poziom 4-hydroksynonenalu (HNE)

w lizosomach, co z kolei indukuje wzrost przepuszczalnosci blony lizosomalne;.
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W wyniku tego procesu do cytoplazmy zostaja uwolnione migdzy innymi Zn>" oraz
enzym lizosomalny katepsyna D. Mechanizm ten moze odgrywaé istotng role
w oksydacyjnej $mierci neuronéw in vivo. Wykazano, iz dodanie TPEN zwigzku
chelatujacego HNE calkowicie blokowalo zar6wno jego akumulacje, jak 1 $mier¢
neuronéw (Hwang 1 wsp., 2008). Podobny dziatanie TPEN obserwowano réwniez
w astrocytach (Lee 1 wsp., 2009).

Cytotoksyczne stezenia zewnatrzkomorkowego Zn”™ indukowaty apoptoze neuronow

poprzez zwigkszenie wydzielania czynnika wzrostu nerwow (NGF), ktory poprzez

NTR NTR
5

wigzanie z receptorem p75 o niskim powinowactwie (p75" ") 1 z zwigzang z p7
domeng $mierci (NADE), powodowat aktywacje¢ kinazy c-Jun N-koncowej (JNK),
NF-AB i kaspaz (Park i wsp., 2000). Dokomorowe podanie EDTA przed podaniem
kwasu kainowego zapobiegato zaleznym od Zn*" neurotoksycznym skutkom napadu
padaczkowego (Y11 wsp., 2003).

Jony Zn>" poprzez redukcje NAD™ w cytoplazmie zmniejszaja wydajnos¢ szlaku
glikolitycznego na etapie dehydrogenazy aldehydu-3-fosfoglicerynowego. Prowadzi
to do zahamowania syntezy pirogronianu, a w efekcie do obnizenia poziomu ATP
1 nekrozy neuronéw (Sheline 1 wsp., 2000).

Zwickszone stezenie Zn’~ w mitochondriach moze indukowaé produkcje ROS
poprzez zahamowanie aktywno$ci kompleksow I i1 III tancucha oddechowego
(Dineley 1 wsp., 2003). Zn moze réwniez hamowaé dehydrogenaze
dihydrolipoamidowa (LADH, podjednostka E3) komplekséw dehydrogenazy
pirogronianowej 1 o-ketoglutaranowej, co prowadzi do zahamowania przeptywu
metabolicznego w cyklu kwaséw trojkarboksylowych i spadku produkcji energii
(Gazaryan i wsp., 2002).

Wykazano rowniez, ze akumulacja Zn w neuronalnych komdrkach cholinergicznych
przegrody moézgu myszy hamowata aktywnosci dehydrogenazy pirogronianowej
dehydrogenazy a-ketoglutaranowej, akonitazy oraz dehydrogenazy izocytrynianowej
NADP-zaleznej (Ronowska i wsp., 2010, 2007). Prowadzilo to do obnizenia
poziomu acetylo-CoA i ATP oraz zahamowanie neuroprzekaznictwa
acetylocholinergicznego w tych neuronach (Ronowska i wsp., 2007; Szutowicz i
wsp., 2013).

Przedstawione dane literaturowe wskazuja, ze wzrost stezenia Zn i/lub jego

nieprawidlowa redystrybucja w neuronach i astrocytach mogg by¢ jedng z przyczyn
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ich uszkodzenia w przebiegu choréb neurodegeneracyjnych (Kawahara i wsp., 2013;

Ronowska 1 wsp., 2007; Sensi 1 wsp., 2009; Szutowicz 1 wsp., 2013).

2.2 Neurony cholinergiczne, charakterystyka i rola w OUN

Neurony cholinergiczne stanowia 1% wszystkich komoérek nerwowych mozgu
oraz tworzg w zaleznosci od regionu do 10% zakonczen nerwowych (Richardson,
1981). Ich charakterystyczng cecha jest zdolno$¢ do syntezy neuroprzekaznika-
acetylocholiny (ACh), jej akumulacji w pecherzykach synaptycznych oraz
kwantowego wydzielania z presynaptycznych zakonczen nerwowych do szczeliny
synaptycznej (Fonnum, 1975).
Neurony cholinergiczne charakteryzujg si¢ obecno$cig markeréw cholinergicznych
takich jak:
- acetylotransferaza cholinowa (ChAT, EC 2.3.1.6), enzym syntetyzujacy ACh
- uktad wychwytu o wysokim powinowactwie do choliny dostarczajacy ja do miejsca
syntezy ACh
- transporter pecherzykowy ACh (VAChT) akumulujacy ten neuroprzekaznik
w pecherzykach synaptycznych (Sarter 1 Parikh, 2005).
Neurony cholinergiczne odpowiedzialne za funkcje poznawcze u zwierzat
1 u czlowieka zlokalizowane sg w przegrodzie mozgu (septum) w jadrach podstawy
Meynerta przodomoézgowia, pasmie ukosnym Broca i1 $rodkowym przegrody.
Znajdujace si¢ w nich neurony, to gtéwne zrodto projekeji cholinergicznych do kory
mozgu 1 hipokampa. Odgrywaja one istotng role¢ w formowaniu pamiegci krotko-
1 dlugoterminowej, oraz funkcjach kojarzeniowych i poznawczych (Mesulam, 1995).
ACh syntetyzowana jest w cytoplazmie cholinergicznych zakonczen nerwowych
z choliny i acetylo-CoA w reakcji katalizowanej przez ChAT. W warunkach
spoczynkowych wystepuje roéwnowaga pomiedzy cytoplazmatycznym poziomem
ACh 1 pulg pecherzykowa tego neuroprzekaznika. W warunkach depolaryzacji
nastepuje fuzja pecherzykéw z blong presynaptyczng 1 wydzielenie ACh, co
prowadzi do zmiany stalej réwnowagi dla reakcji ChAT i stymulacji syntezy
neuroprzekaznika. Zawarto§¢ ACh w cholinergicznych zakonczeniach nerwowych
utrzymuje si¢ na dos$¢ stabilnym poziomie, pomimo znacznych zmian w ich
aktywnosci (Szutowicz 1 wsp., 1996; Tucek, 1993). Aktywnos¢ acetylotransferazy

cholinowej w neuronach cholinergicznych jest wystarczajaco wysoka, aby zapobiec
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wyczerpaniu  ACh w trakcie ich zwigkszonej aktywnosci, pod warunkiem
zabezpieczenia podazy substratow reakcji (Szutowicz 1 wsp. 1996).

Szybkos¢ syntezy ACh w warunkach depolaryzacji zakonczen nerwowych moze by¢
regulowana zaréwno przez poziom biatka ChAT, jak i dostgpno$¢ substratow.
Poziomy biatlek ChAT 1 VACHhT zaleza od ekspresji genow ChAT i VAChT
zajmujacych wspolne locus cholinergiczne pozostajace pod kontrolg promotorow
aktywowanych przez CREB i1 kwas all-trans retinowy (RA) (Eiden, 1998).

Waznym czynnikiem wptywajacym na wydajno$¢ przekaZznictwa cholinergicznego
jest dostepnos¢ choliny, ktorej transport odbywa si¢ przy udziale specyficznego
uktadu transportowego o wysokim do niej powinowactwie (Sorimachi 1 Kataoka,
1975). Depolaryzacja neurondw prowadzi do inhibicji tego transportu, a nastgpnie
zahamowania syntezy ACh, co uwaza si¢ za jeden z czynnikéw zwigkszajacych
podatnos¢ neurondw cholinergicznych na neurodegeneracje (Blusztajn 1 Wurtman,
1983).

Drugim, niezbednym substratem do syntezy ACh jest acetylo-CoA. W neuronach
cholinergicznych zrodtem reszt acetylowych do syntezy tego neuroprzekaznika jest
acetylo-CoA, powstajacy w reakcji utleniania pirogronianu w mitochondriach. Btona
mitochondrialna komoérek neuronalnych jest nieprzepuszczalna dla CoA 1 jego
acylowych pochodnych. Dlatego ich transport przez btong mitochondrialna odbywa
si¢ z udzialem metabolitow posrednich (Srere, 1965; Szutowicz i Lysiak, 1980).
Wykazano obecnos¢ kilku rownolegtych drég przezbtonowego transportu acetylo-
CoA z mitochondriow do cytoplazmy.

Jedng z nich jest transport posredni za pomoca cytrynianu. W mitochondriach
acetylo-CoA metabolizowany jest przez syntazg cytrynianowa (EC 2.3.3.1) do
cytrynianu, ktdry nastepnie poprzez wymiang z L-jablczanem transportowany jest do
cytoplazmy. W cytoplazmie z cytrynianu w reakcji katalizowanej przez liaze ATP-
cytrynianowg (ACL, EC 2.3.3.8) nastgpuje odtworzenie acetylo-CoA
1 szczawiooctanu (Szutowicz i wsp., 198la, 1977). Aktywno$¢ liazy ATP-
cytrynianowej (ACL) w neuronach cholinergicznych jest w przyblizeniu 10-krotnie
wyzsza niz w neuronach niecholinergicznych (Szutowicz, 1978). W mozgu okoto
30% reszt acetylowych do syntezy acetylocholiny jest dostarczane za posrednictwem
tej drogi (Bielarczyk i Szutowicz, 1989). Nasze badania wykazaly rowniez istnienie
bezposredniego transportu acetylo-CoA do cytoplazmy za posrednictwem kanatow

hydrofilowych obecnych w wewngtrznej blonie mitochondrialnej aktywowanych
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przez wapn i depolaryzacje (Bielarczyk i Szutowicz, 1989). Do innych metabolitéw
posrednich uczestniczacych w przenoszeniu reszt acetylowych do cytoplazmy naleza
acetylo-L-karnityna oraz octan (Carroll, 1997; Ricny 1 wsp., 1992; Tucek, 1985).
Wydaje si¢, ze nie maja one wigkszego znaczenia dla syntezy tego neuroprzekaznika
w moézgach ssakow.

W stanach depolaryzacji zakonczen nerwowych synteza ACh moze wykorzystywac
kilka  procent puli acetylo-CoA  syntetyzowanego w  mitochondriach.
Mitochondrialna synteza i transport acetylo-CoA do cytoplazmy odgrywa istotng rolg
w zachowaniu funkcji neuroprzekazniczych neurondw cholinergicznych. Z badan
posmiertnych wynika, ze w chorobie Alzheimera spadkowi liczby tych neuronow,
w dotknigtych zmianami regionach mézgu, towarzyszylo proporcjonalne obnizenie
aktywnosci dehydrogenazy pirogronianowe;j i liazy ATP-cytrynianowej (Sheu i wsp.,
1985; Szutowicz 1 wsp., 1996).

2.3 Astrocyty, charakterystyka i rola w OUN

Komorki glejocytarne znajduja si¢ w Scistym zwigzkach strukturalnych
1 funkcjonalnych z komoérkami neuronalnymi. Zostaty one scharakteryzowane po raz
pierwszy przez Rudolfa Virchowa, ktory opisywat je jako material wypehiajacy
przestrzenie migdzy elementami nerwowymi uzywajac sformutowania ,,Nervenkitt”
czyli dostownie ,klej nerwoéw” (Virchow, 1846). Do komorek glejowych
osrodkowego uktadu nerwowego nalezg astrocyty, komodrki wysciotki
(ependymocyty), komorki gleju skapowypustkowego (oligodendrocyty) i komorki
mikrogleju. Komorki neuronalne obwodowego uktadu nerwowego sg otoczone przez
komorki glejowe zwojow (komorki ptaszczkowe) i lemocyty (komoérki Schwanna)
(Narkiewicz, 2007).
Astrocyty stanowig ponad 50% populacji komoérek glejowych w korze mozgowe;j
(Montgomery, 1994). Astrocyty to wyspecjalizowane, gwiazdziste komorki tkanki
glejowej (8-15 um) o licznych rozgalezionych i promienistych wypustkach. Ich
liczba dziesigciokrotnie przewyzsza liczbe neuronéw w osrodkowym uktadzie
nerwowym (Montgomery, 1994). Astrocyty maja duze kuliste jadro oraz dos¢ liczne
mitochondria w cytoplazmie. Swoimi wypustkami cytoplazmatycznymi stykajg si¢
one na znacznej przestrzeni z komoérkami nerwowymi, natomiast zakonczeniami
oplataja naczynia krwionos$ne, tworzac graniczng btong glejowa okotonaczyniowa

(Narkiewicz, 2007).
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W osrodkowym uktadzie nerwowym rozroznia si¢ astrocyty protoplazmatyczne
wystepujace w istocie szarej, z wieloma drobnymi wypustkami (<50 um),
zréznicowane pod wzgledem budowy 1 funkcji oraz astrocyty wtokniste znajdujace
sie gtdéwnie w istocie biatej, posiadajace dtugie wypustki (do 300 pm) (Kettenmann i
Ransom, 2005). Wypustki astrocytéw protoplazmatycznych przylegaja do
perikarioné6w neurondéw, $cian naczyn krwionos$nych oraz opony migkkiej tworzac
tzw. stopki koncowe (ang. endfeet) (Kettenmann i Ransom, 2005). Kwasne biatko
wlokienkowe (GFAP) i biatko S100B (cytosolowe biatko wigzace Ca’") sa
powszechnie stosowane jako markery astrocytow (Ludwin 1 wsp., 1976). GFAP to
specyficzne biatko filamentéw posrednich, ktorego ekspresja jest niezbgdna dla
zachowania prawidlowych funkcji astrocytow wtoknistych obejmujacych utrzymanie
istoty bialej OUN oraz integralno$ci bariery krew-moézg. Biatko to bierze rowniez
udziat w procesie reaktywnej astrogliozy i1 tworzeniu blizn glejowych (Chen 1

Swanson, 2003).

2.3.1 Funkcje astrocytow w OUN

Astrocyty z powodu liczebnosci 1 powigzan z innymi elementami
komorkowymi takimi jak endotelium naczyn krwionosnych, rozne czg¢sci wielu
typéw neurondw, odgrywaja réznorodng i wazng role w rozwoju oraz prawidlowym
funkcjonowaniu o$rodkowego uktadu nerwowego (Montgomery, 1994; Sofroniew i
Vinters, 2010).
W rozwijajacym si¢ mozgu, we wczesnych stadiach embriogenezy, rozgalezione,
prostoliniowe witokna komorek gleju promienistego (ang. radial glial cells)
zapewniaja migracje mlodych neuronéw z miejsca ich powstania w strefie
przykomorowej do ich docelowego potozenia w plytce korowej (Gasser i Hatten,
1990). Komorki gleju promienistego jako pierwsze rozwijaja si¢ z neuronalnych
komorek progenitorowych, a badania immunocytochemiczne wykazuja obecno$¢
biatek filamentow posrednich m.in. GFAP, wimentyny i nestyny w ich widknach.
W wyniku dojrzewania osrodkowego uktadu nerwowego, po zakonczonej migracji
neuronow komorki te tracg wimentyng i nestyng i réznicujg si¢ w dojrzate astrocyty
(Kettenmann i Ransom, 2005).
Astrocyty odgrywaja rowniez wazng rol¢ w powstawaniu i utrzymaniu bariery krew-
moézg. Uwaza si¢, ze sg one odpowiedzialne za powstawanie szczelnych potaczen

pomiedzy komodrkami $rodbtonka (Montgomery, 1994). Komoérki moga réowniez
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modyfikowa¢ wiasciwosci transportowe komorek $rodblonka w moézgu poprzez
wydzielenie czynnikdéw zwigkszajacych wydajnos¢ transportu glukozy (Maxwell 1
wsp., 1989).

Glej astrocytarny petni funkcje tkanki podporowej osrodkowego uktadu nerwowego.
Szacuje si¢, ze w hipokampie 1 korze mozgowej wiele drobnych rozgatezien jednego
astrocyta moze kontaktowac¢ si¢ z kilkuset dendrytami wielu neurondéw i otaczac
100.000 lub wigcej synaps (Sofroniew 1 Vinters, 2010).

Komoérki astrocytarne wydzielaja glikoproteiny macierzy pozakomoérkowej lamining,
fibronektyne, cytotaktyne J1, ktore biorg udziat w rozwoju embrionalnym moézgu
1 w procesach naprawczych OUN po zranieniach oraz posrednicza w interakcji
neuron-astocyt (Montgomery, 1994). Komorki te odgrywaja réwniez wazng role
w powstawaniu 1 wydluzaniu neurytow poprzez wydzielanie czynnikow
neurotropowych (NGF, BDNF, czynnik wzrostu pochodzenia glejowego (GDNF)),
biatka S-1008, lamininy lub poprzez swoja fizyczng obecnos$¢ (Prochiantz 1 Mallat,
1988).

Astrocyty utrzymuja homeostaze jonowa w mozgu, kontrolujac stezenie H', K', Na”
w szczelinie synaptycznej oraz regulujg przeptyw wody z udzialem kanatu
aquaporyny-4 zlokalizowanego w btonie stopek koncowych (Aoyama i wsp., 2012;
Montgomery, 1994). Komorki astrocytarne biorg udziat w aktywnym buforowaniu
jondw potasu podczas ekscytotoksycznego pobudzenia neuronéw (Leis 1 wsp.,
2005). Astrocyty usuwaja nadmiar pozakomoérkowego K' poprzez "przestrzenne
buforowanie" (Leis 1 wsp., 2005). Komodrki te zmniejszajg rodwniez
zewnatrzkomoérkowe stezenie jonow potasowych przez zwigkszenie aktywnosci
Na'/K'-ATP-azy (Leis i wsp., 2005).

Badania wykazaty, ze fale wapniowe moga rozchodzi¢ si¢ w sieci utworzonej przez
astrocyty w neutrofilu (astrocytic syncytium) przez potaczenia szczelinowe, co
wskazuje na istnienie niesynaptycznego systemu przekaznictwa w moézgu (Cornell-
Bell i wsp., 1990). Komorki astrocytarne moga jednocze$nie przetwarzad
1 integrowaé informacje z wielu synaps, odbiera¢ informacje o sktadzie przestrzeni
pozakomorkowej 1 w naczyniach krwionos$nych. Dlatego komorki te pomimo
niezdolnos$ci do przewodzenia potencjatu czynnosciowego, moga petic integracyjng
role w funkcjonowaniu moézgu (Perea i Araque, 2005). I tak, pelnig one role
modulatora ~w  przekaznictwie  synaptycznym,  reagujac na  wzrost

wewnatrzastrocytarnego  stezenia Ca’"  czy aktywacje neuronalna poprzez
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nieckwantowe uwalnianie substancji neuroprzekaznikowych takich jak: ATP,
adenozyna, GABA, D-seryna (Sofroniew 1 Vinters, 2010).

Astrocyty odgrywaja kluczowa role w metabolizmie amoniaku powstajacego
w procesie amidacji glutaminianu do glutaminy z udziatem syntetazy glutaminowe;j
(EC 6.3.1.2), zapobiegajac nagromadzeniu si¢ tych jonow, ktorych nadmiar jest
szczegOlnie toksyczny dla OUN (Cooper 1 Plum, 1987). Obraz histopatologiczny
moézgu w przewleklej encefalopatii watrobowej (EW) charakteryzuje si¢ zmianami
morfologicznymi takimi jak przerost cytoplazmy w astrocytach, powigkszone nagie
jadra komorkowe z chromatyng zlokalizowang na obwodzie. Z kolei ostrg postac tej
choroby cechuje obrzgk astrocytow prowadzacy do uposledzenia ich metabolizmu
(Norenberg, 1987). Sugeruje sie, ze to akumulacja glutaminy powoduje obrzek
komorek astrocytarnych prowadzacy do obrzeku mézgu w przebiegu hiperamonemii
(Albrecht 1 Dolinska, 2001).

Detoksykacyjna rola komoérek astrocytarnych polega takze na zdolnosci wychwytu
1 metabolizmu neurotransmitera pobudzajacego - glutaminianu. Zapobiega to
powstawaniu ekcytotoksycznych stezen tego aminokwasu w szczelinie synaptycznej
(Waagepetersen 1 wsp., 2007). Komorki astrocytarne zawieraja réwniez biatka
wiazace metale (MT-I i MT-II), zaangazowane w sekwestracje istotnych ilosci Zn”".
Dzigki temu, powyzsze bialka pelnig funkcj¢ ochronng wobec astrocytow, ktore

wychwytuja Zn** ze szczeliny synaptycznej (Aschner, 1996).

2.3.2 Metabolizm energetyczny astrocytow

W warunkach fizjologicznych gtownym zrédtem energii dla wszystkich
komorek osrodkowego uktadu nerwowego, w tym astrocytow jest glukoza. Substrat
ten jest transportowany do przestrzeni pozakomorkowej mézgu przez transportery
GLUT I(izoforma 55 kDa) zlokalizowane w $rodbtonku naczyniowym. Astrocyty
wychwytuja glukoze za posrednictwem transporterow GLUT1 (izoforma 45 kDa)
zlokalizowanych na ich wypustkach koncowych (Lee i wsp., 2000). W astrocytach
glukoza przy udziale heksokinazy jest fosforylowana do glukozo-6-fosforanu,
a nastepnie ulega glikolitycznej przemianie do pirogronianu, ktéry po
przetransportowaniu do mitochondriéw przeksztatcany jest do acetylo-CoA w reakcji
dekarboksylacji oksydacyjnej. Proces ten katalizowany jest przez kompleks
dehydrogenazy pirogronianowej (PDHC; dehydrogenaza pirogronianowa, E1, EC
1.2.4.1; acetylotransferaza dihydroliponianowa, E2, EC 2.3.1.12; dehydrogenaza
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dihydroliponianowa, E3, EC 1.8.1.4). Pirogronian moze réwniez ulegac
przeksztatceniu w szczawiooctan w reakcji anaplerotycznej z udziatlem karboksylazy
pirogronianowej (PC, EC 6.4.1.1), enzymu obecnego wylacznie w astrocytach
(Shank 1 wsp., 1985). Szczawiooctan w reakcji katalizowanej przez syntaze
cytrynianowg (EC 2.3.3.1) ulega kondensacji z acetylo-CoA do cytrynianu, ktéry
wchodzi w cykl kwaséw trojkarboksylowych (cykl Krebsa, TCA). Jednym
z metabolitow posrednich tego cyklu jest o-ketoglutaran ulegajacy czegsciowo
przemianie do glutaminianu zarowno w astrocytach, jak i neuronach (Hertz i Kala,
2007).

Przy wysokich st¢zeniach glukozy w plynie pozakomorkowym, astrocyty
magazynuja ja w postaci ziaren glikogenu, ktéory moze ulec natychmiastowemu
przeksztalceniu do glukozy w hipoglikemii, niedokrwieniu lub w okresie
zwiekszonego zapotrzebowania energetycznego neuronéw (Brown i Ransom, 2007).
W  warunkach hipoksji lub w innych stanach patologicznych powodujacych
wzmozong depolaryzacj¢ neuronow, aktywacja glikolizy Iub/i glikogenolizy
w astrocytach prowadzi do powstawania mleczanu, ktéry stanowi substrat
energetyczny dla neuronow. Mleczan uwalniany jest z astrocytéw przez transportery
MCT1 1 MCT4 do przestrzeni zewnatrzkomorkowej, skad wychwytywany jest przez
neurony przy udziale MCT2, a nastepnie utleniany do pirogronianu, co
w konsekwencji prowadzi do powstawania czasteczek ATP (Benarroch, 2005;
Pellerin 1 wsp., 1998). Nalezy jednak podkresli¢, ze mleczan nie jest w stanie

catkowicie pokry¢ zapotrzebowania energetycznego neuronéw (Wyss i wsp., 2011).

2.3.3 Przeplyw metaboliczny miedzy astrocytami a neuronami

Astrocyty reguluja synteze, wydzielanie i wychwyt neuroprzekaznikow takich
jak: glutaminian, glutamina oraz GABA (Bak i wsp., 2006). Neuroprzekaznictwo
glutaminianergiczne obejmuje procesy kosztowne energetycznie zwigzane
z akumulacjg glutaminianu do pecherzykdéw presynaptycznych, jego uwolnienie
z puli neuroprzekaznikowej, nastgpnie wychwyt przez astrocyty i metabolizm do
glutaminy, ktdra transportowana jest z powrotem do neurondéw. Procesy te zuzywaja
3% catkowitej puli ATP potrzebnej do odtwarzania i utrzymania potencjatu
btonowego w neuronach OUN (Attwell 1 Laughlin, 2001).
Astrocyty sg glownym zrodlem glutaminianu w moézgu. Synteza de novo, tego

metabolitu odbywa si¢ dzigki obecnosci w astrogleju karboksylazy pirogronianowej
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metabolizujacej pirogronian do szczwiooctanu, ktory w cyklu kwasow
trojkarboksylowych ulega przemianie do a-ketoglutaranu. Cz¢s¢ puli tego metabolitu
jest w astrocytach przeksztalcana do glutaminianu przez dehydrogenaze
glutaminianowa. Glutaminian ulega nastgpnie przemianie do glutaminy
z réwnoczesng asymilacja amoniaku w reakcji katalizowanej przez syntetaze
glutaminowg (EC 6.3.1.2). Z kolei L-glutamina, po wydzieleniu poprzez btonowe
transportery SN-1 do przestrzeni migdzykomoérkowej jest wychwytywana przez
neurony  glutaminianergiczne, za posrednictwem  transporteréw  SAT-2,
1 wykorzystywana do resyntezy glutaminianu w procesie deaminacji z udziatem
neuronalnej, glutaminazy mitochondrialnej, aktywowanej fosforanem (EC 3.5.1.2)
(Coulter i Eid, 2012; Hertz i wsp., 1999; Waagepetersen i wsp., 2007) (Ryc. 2).
Neurony glutaminianergiczne tworza okoto 50% synaps w mozgu. W tych neuronach
L-glutaminian moze by¢ magazynowany w pecherzykach synaptosomalnych, dzigki
czemu pelni role podstawowego neuroprzekaznika w moézgu. Z kolei w neuronach
GABA-ergicznych L-glutaminian jest substratem do syntezy neurotransmitera
GABA z udzialem dekarboksylazy glutaminianowej (GAD, EC 4.1.1.15) (Bak i
wsp., 2006).

W wyniku depolaryzacji neurondéw glutaminianergicznych nastepuje wydzielenie do
1 wzrost stgzenia L-glutaminianu w szczelinie synaptycznej, ktory nastepnie jest
wychwytywany przez neurony postsynaptyczne i/lub astrocyty. Transport
glutaminianu do wnetrza astrocytow zachodzi przy udziale Na'-zaleznych
transporterow GLAST (EAAT1) 1 GLT-1 (EAAT2). Glutaminian w komorkach
astrocytarnych moze by¢ réwniez przeksztalcony w substrat energetyczny,
a-ketoglutaran w reakcji deaminacji oksydacyjnej przy udziale dehydrogenazy
glutaminianowej (GDH, EC 1.4.1.2) Ilub transaminacji (aminotransferaza
asparaginianowa, AST, EC 2.6.1.1) (Van den Berg i wsp., 1969; Waagepetersen i
wsp., 2007). Z o-ketoglutaranu w dalszych procesach cyklu kwasow
trojkarboksylowych powstaje jablczan, ktéry nastgpnie transportowany jest do
cytoplazmy. W astrocytach NADP-zalezny cytoplazmatyczny enzym jablczanowy
(c-NADP-ME, EC 1.1.1.40) w reakcji oksydacyjnej dekarboksylacji przeksztatca
jabtczan do pirogronianu, ktéry jest nastepnie utleniany w cyklu TCA (Kurz 1 wsp.,

1993; McKenna i wsp., 1995).
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Ryc. 2. Model przeptywu metabolicznego i cyklu glutaminian-glutamina mi¢dzy neuronami
i astrocytami (zmodyfikowany wg Escartin 2006). Skroty: a-KG-a-ketoglutaran,
EAAT-transporter glutaminianu, Gln-glutamina, Glu-glutaminian, Glu-R-receptory
glutaminianergiczne, GS-syntetaza glutaminowa, GLUT1-45, GLUT1-55-transporter
glukozy typ 1, GLUT3-transporter glukozy typ 3, MCT-transporter kwasow
jednokarboksylowych, OAA-szczawiooctan, PAG-glutaminaza aktywowana
fosforanem, PC-karboksylaza pirogronianowa, PDHC-kompleks dehydrogenazy
pirogronianowe;j

Konwersja glutaminianu do glutaminy w reakcji katalizowanej przez syntetaze

glutaminy stanowi podstawowy mechanizm detoksykacji amoniaku w moézgu

(Cooper 1 Plum, 1987). Wszystkie genetycznie uwarunkowane defekty cyklu

mocznikowego prowadza do zwigkszonego st¢zenia jonu amonowego (Brusilow i

Horwich, 1995). Nie wiadomo, jak dotad, dlaczego wysokie stezenia tego jonu sg dla

cztowieka toksyczne. Jedna z mozliwosci jest zwickszone stezenie glutaminy,

powstajacej z NH;" i glutaminianu, ktore wywoluje efekt osmotyczny bezposrednio
prowadzacy do obrzeku mozgu (Brusilow, 2002). Albrecht i Norenberg sformutowali
hipotez¢ ,konia trojanskiego” iz w neurotoksyczno$ci amoniaku posredniczy
glutamina. Glutamina powstajaca w nadmiarze jako produkt detoksykacji amoniaku,
ulega w mitochondriach roztozeniu do glutaminianu i amoniaku przez astrocytarng
glutaminaze, aktywowang fosforanem (EC 3.5.1.2). Wedlug tej hipotezy amoniak
generowany w mitochondriach przyczynia si¢ bezposrednio do uposledzenia
metabolizmu energetycznego komorek astrocytarnych (Albrecht i Norenberg, 2006;

Hertz i Kala, 2007).
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Przez wiele dziesigcioleci po ich odkryciu, rola astrocytow w moézgu byta
niedoceniana. Ostanie dwadziescia lat przyniosto szereg odkry¢ wskazujacych na
istotna rol¢ tej grupy komoérek w metabolizmie mézgu (Volterra 1 Meldolesi, 2005).
Dzisiaj wiadomo, ze =zaburzenia prowadzace do dysfunkcji astrocytow i/lub
interakcji neuron-astroglej odgrywaja kluczowa role w wielu chorobach
neurologicznych 1 neurodegeneracyjnych takich jak stwardnienie zanikowe boczne,
choroba Huntingtona, choroba Parkinsona, choroba Alzheimera (Escartin i wsp.,

2006).

2.4 Choroba Alzheimera (AD)

Choroba Alzheimera jest schorzeniem neurodegeneracyjnym, o post¢pujacym
przebiegu, powodujacym nasilajace si¢ z czasem zaburzenia pamigci i uposledzenie
zdolno$ci poznawczych, spowodowane stopniowa utrata neurondw przegrody
mozgu, kory s$rodwechowej oraz hipokampa (Castellani 1 wsp., 2010).
AD jest najczesciej] wystepujacg encefalopatia wieku podesziego, uwazang za
przyczyng 60 do 80 % przypadkoéw otegpien starczych. Liczbg chorych na AD na
Swiecie szacuje si¢ na 15 — 29 milionéw, w Polsce na ok. 350 tysigcy. Istnieja
zaroOwno sporadyczne, jak 1 genetycznie uwarunkowane postacie tej choroby. Okoto
1% przypadkow choroby Alzheimera ma charakter rodzinny, uwarunkowany
genetycznie, pojawiajacy si¢ we wczesnym wieku. Przyczyng tej postaci choroby
mogg by¢ autosomalne, dominujace mutacje genu APP na chromosomie 21, genu
PSENI na chromosomie 14 oraz PSEN2 na chromosomie 1. Konsekwencja tych
mutacji jest zwigkszenie wytwarzania amyloidu f1-42 przez neurony i inne komorki
moézgu, ktéry nastepnie odktada si¢ w postaci zlogéw amyloidowych
w  przestrzeniach migdzykomérkowych tkanki 1 S$cian naczyh mozgu.
Najwazniejszym czynnikiem etiopatogenetycznym sporadycznej postaci AD jest
wiek, 1 zwigzane z nim narastajgce wielokierunkowe uszkodzenia komorek mozgu.
Czesto$¢ jej wystepowania wzrasta z wiekiem, od kilku procent na poczatku 6smej
dekady do 24-46% w populacji ludzi po 85 roku zycia (Castellani i wsp., 2010).
Jednym z najistotniejszych czynnikéw ryzyka rozwoju poznej postaci AD jest
wystepowanie jednego z allelu genu ApoFE ¢4 na chromosomie 19 kodujacego biatko
osocza, biorgce udzial w transporcie cholesterolu, wytwarzane i1 wydzielane
w uktadzie nerwowym przez astrocyty. W chorobie Alzheimera apo-E €4 wiagze si¢

z pozakomodrkowymi plytkami starczymi, wewnatrzkomorkowymi zwoétknieniami
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neurofibryli i miejscami kongofiliowej angiopatii naczyn mozgowych (Namba i
wsp., 1991).

Blaszki starcze, zwyrodnienia neurofibrylarne, dystroficzne neuryty, utrata neuronow
korowych i synaps, zaktywowane astrocyty i mikroglej wokot ztogéw amyloidowych
to zmiany histopatologiczne, ktére wystepuja zaréwno w sporadycznej, jak
1 rodzinnej postaci choroby Alzheimera (Li 1 wsp., 2007). Podstawowymi
sktadnikami wchodzacymi w sktad rdzenia blaszek starczych sa peptydy -A42/43,
ktére powstaja przez proteoliz¢ przezblonowego biatka prekursorowego amyloidu-f3
(APP). Maja one zdolnos¢ tworzenia pozakomorkowych, widkienkowatych ztogow
amyloidowych (Sisodia i Price, 1995). Udowodniono, ze stosunek AP42:Ap40
w osoczu moze by¢ wczesnym wskaznikiem predykcyjnym rozwoju sporadycznej
AD (Koyama i wsp., 2012).

Druga charakterystyczng zmiang histopatologiczna wystepujaca w mozgach z AD sa
wewnatrzneuronalne zwyrodnienia neurofibrylarne sktadajace si¢ z parzystych,
spiralnie skreconych filamentow (PHF), w ktorych gltownym sktadnikiem jest
ufosforylowane biatko tau. Do hiperfosforylacji tau dochodzi w wyniku aktywacji
cyklino-zaleznej kinazy (Cdk5) oraz kinazy syntazy glikogenu (GSK3p).
Konsekwencja tego procesu jest ostabienie wigzania biatka tau z tubuling, co
prowadzi do rozerwania cytoszkieletu, zaniku transportu aksonalnego, a nastepnie
$mierci neuronéw. Zmiany te dominuja w korze $rédwechowej, hipokampie,
zakrecie zebatym i ciele migdatowatym (Kosik 1 wsp., 1986).

W przebiegu AD moze dochodzi¢ do utraty do okoto 30% zakonczen synaptycznych
w III i V warstwie kory czolowej, skroniowej i ciemieniowej. Wykazano znaczaca
korelacje miedzy spadkiem liczby synaps i nasileniem otg¢pienia w przypadkach
umiejscowienia zmian w korze czolowej (Samuel 1 wsp., 1994; Scheff i Price, 2006).
W 1982 roku Whitehouse 1 wsp. stwierdzili selektywna (>70%) degeneracje
neuronow cholinergicznych u pacjentow z AD (Castellani 1 wsp., 2010; Whitehouse 1
wsp., 1982). Utrata neurondw w obrebie jader podstawnych Meynerta oraz jadra pnia
moézgu (miejsce sinawe) prowadzi do spadku poziomu markeréw cholinergicznych
1 noradrenergicznych (Nestor i wsp., 2004). W AD dochodzi do obnizenia
aktywnosci ChAT, co prowadzi do zmniejszenia syntezy 1 uwalniania acetylocholiny
w mozgu (Gibson 1 Peterson, 1981; Gil-Bea 1 wsp., 2005). Dysfunkcje
cholinergiczng uznaje si¢ za gldéwng przyczyne zaburzen pamigci i funkcji
poznawczych w tej chorobie.
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W badaniach po$miertnych mézgu osoéb cierpigcych na AD stwierdzono, ze stopien
utraty markerow cholinergicznych korelowat dodatnio ze stopniem otgpienia
wystepujacym przez $miercig tych pacjentow (Bierer 1 wsp., 1995; Gil-Bea i1 wsp.,
2005).

W AD dochodzi réwniez do zaburzen metabolizmu mitochondrialnego w mozgu, co
udowodniono w po$miertnych badaniach tych chorych. Analizy badan z uzyciem
mikroskopii elektronowej ujawnily znaczace zmiany morfologiczne mitochondriow
w komorkach Purkiniego i wltoknach mszystych kory moézdzku, w neuronach
wzgorza, gatki bladej, jadra czerwiennego, jadra przedsionkowego 1 miejsca
sinawego jak rowniez w ciatach astrocytow, wypustkach astrocytarnych
okotonaczyniowych i ostonkach astrocytarnych (Baloyannis, 2006). W tkankach
moézgowych pobranych po $mierci pacjentdéw z rozpoznang ante mortem AD,
stwierdzono rowniez spadek aktywnosci kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej
(PDHC), dehydrogenazy a-ketoglutaranowej (KDH) oraz dehydrogenazy
izocytrynianowej (IDH) i akonitazy (Bubber i wsp., 2005; Sheu i wsp., 1985). Na tej
podstawie wysunig¢to hipotezeg, ze spadek aktywnosci PDHC powoduje inhibicje
syntezy acetylo-CoA, co wraz z obnizong aktywnoscia ChAT powoduje
zahamowanie syntezy ACh (Szutowicz 1 wsp., 1996). Nasze badania wykazaty, ze
patogeny alzheimerowskie takie jak: wysokie stezenia Zn lub NO wywotuja podobne
zmiany aktywnos$ci tych enzymoéw w hodowlach neuronalnych komorek
cholinergicznych SN56 (Bielarczyk 1 wsp., 2003a; Ronowska i wsp., 2007;
Szutowicz 1 wsp., 2013). Wskazujag one réwniez, ze szczegdlna wrazliwosé
neuronow cholinergicznych na czynniki cytotoksyczne, moze wynika¢ z faktu, ze
neurony te wykorzystuja acetylo-CoA, zaréwno do produkcji energii w cyklu
kwasow trojkarboksylowych, jak 1 do syntezy acetylocholiny. Niedobory tego
metabolitu w stanach ekscytotoksycznego pobudzenia neuronalnego moga byc¢
jednym z czynnikéw odpowiedzialnych za zahamowanie neuroprzekaZnictwa

1 uszkodzenie neurondéw cholinergicznych (Szutowicz i wsp., 2013, 1996).

2.4.1 Amyloid-f

Ztogi amyloidowe w przestrzeniach miedzykomorkowych kory nowej i $cian
naczyn mozgowych sa charakterystycznym elementem zmian histopatologicznych
w AD (Sisodia i Price, 1995). Glownym ich sktadnikiem jest 39-43 aminokwasowe
peptydy amyloidu B (A-B), ktéore powstaja w wyniku proteolizy biatka
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prekursorowego amyloidu beta (APP). APP jest glikozylowanym, integralnym
biatkiem transbtonowym typu I, posiadajacym dtugi zewnatrzkomorkowy fragment
N-koncowy, domeng transblonowa oraz krotki, hydrofobowy fragment C-koncowy
umiejscowiony w cytosolu komorki. W szlaku nieamyloidogennej proteolizy
w wyniku dziatania a-sekretazy uwalniany jest N-koncowy fragment, zwany
rozpuszczalnym a-APPs. Aktywno$¢ a-sekretazowa posiadajg dezintegryny
zawierajagce domen¢ metaloproteinazowa tj: TACE (enzym konwersji TNFa,
ADAM17), ADAMY oraz ADAMI10 (Allinson i wsp., 2003). W wyniku ich dziatania
w btonie plazmatycznej pozostaje C-koncowy fragment, ktory ulega dalszemu cigciu
przez y-sekretaze, co powoduje uwolnienie amyloidu 17-42 (p3, 3 kDa), w blonie
pozostaje wewnatrzkomorkowa domena biatka APP (AICD). W skitad kompleksu
y-sekretazy wchodza: presenilina 1 lub presenilina 2, nikastryna oraz Aph-1 i Pen-2
(De Strooper, 2003). W szlaku amyloidogennym, zachodzacym w endosomach
1 lizosomach, biatko APP hydrolizowane jest przez B-sekretaze (BACEI). Prowadzi
to do powstania biatka B-APPs oraz peptydu CT99, ktory rowniez ulega proteolizie
przez y-sekretaze do peptydow o dtugosciach tancucha od AB39 do AP43 (p4, 4.2
kDa) oraz domeny wewnatrzkomérkowej AICD (Ryc. 3) (Cole 1 Vassar, 2008).

Btona komérkowa

Do
i p‘ o Y cytl::lr;:matycznu
APP NH, [/ / | cooH
/ e \

| FAD

I

FAD KAA HCHWA-D F
NL GQ G

E

AB

Ryc. 3. Struktura biatka prekursorowego amyloidu-f§ (APP). FAD — rodzinna posta¢ choroby
Alzheimera, KAA — rodzinna posta¢ B-amyloidozy naczyniowej, HCHWA-D —
holenderska wrodzona posta¢ [-amyloidozy naczyniowej z krwotokami
moézgowymi. Zaznaczono miejsca mutacji w obrgbie APP (zmodyfikowany wg
Strosznajder 2001)
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Mechanizmy cytotoksycznosci amyloidu- moga by¢ zwigzane m.in. z: aktywacja
proteaz lizosomalnych, indukcja procesu hiperfosforylacji biatka tau, stymulacja
mikrogleju 1 astrogleju, oraz aktywacja apoptozy. Zaagregowany A-f zaburza
homeostaze jonow wapnia, tworzac kanaty wapniowe o wysokiej przewodnosci.
Prowadzi to do wzrostu jego wewnatrzkomorkowego stgzenia, rozprzezenia
mitochondriow a w efekcie do zwigkszenia syntezy reaktywnych rodnikow
tlenowych uszkadzajacych wrazliwe neurony (Daschil 1 wsp., 2013; Li 1 wsp., 2007).
Amyloid-f akumulujacy si¢ w mozgach chorych na AD zwigkszal synteze cytokin
prozapalnych (Giovannini 1 wsp., 2002).

W doswiadczeniach in vivo 1 in vitro amyloid- powodowal obnizenie aktywnos$ci
PDHC, poziomu acetylo-CoA oraz aktywnos$ci enzymow cyklu kwasoéw
trojkarboksylowych, jak rowniez syntezy i uwalniania ACh (Bielarczyk i wsp.,
2003a; Hoshi 1 wsp., 1997; Schliebs 1 Arendt, 2006).

Wzrost zewnatrzkomoérkowego stezenia amyloidu w mozgach w przypadkach
rzadkiej rodzinnej postaci choroby Alzheimera, koreluje ze stopniem nasilania
ubytkdéw poznawczych. Z drugiej strony nie wykazano takiej zalezno$ci w znacznie
liczniejszych przypadkach sporadycznej AD (99%) (Sensi 1 wsp., 2011). Co wigcej,
ztogi amyloidu w formie blaszek starczych obserwuje si¢ rowniez podczas starzenia
bez objawdéw demencji. Istniejg zatem dodatkowe czynniki, ktére wyzwalaja
neurotoksyczne dzialanie amyloidu-B w przebiegu tej i podobnych chordb

neurodegeneracyjnych (Hulette 1 wsp., 1998; Price 1 Morris, 1999).

2.4.2 Cynk w chorobie Alzheimera

W latach 90-tych ubieglego stulecia sformutowano hipotezg, ze zaburzenia
w homestazie jonéw cynku moga odgrywa¢ wazng rolg w patogenezie AD oraz
procesach ekscytotoksycznosci w innych patologiach mézgu (niedokrwienie, atak
padaczkowy, mechaniczne uszkodzenie mozgu) poprzez ich udziat w propagacji
oligomeryzacji amyloidu-f i tworzenia ptytek starczych (Cuajungco i Lees, 1997,
Frederickson i Bush, 2001). Autopsje mézgéw pacjentdow z choroba Alzheimera
wykazaly wysoka zawarto§¢ Zn®" (~1 mM) w zewnatrzkomorkowych phytkach
starczych (Lovell 1 wsp., 1998; Suh i wsp., 2000b). Wykazano, ze Zn zwigksza
agregacje amyloidu-B, co prowadzi do powstawania zltogéw amyloidowych.

W warunkach in vitro stawaty si¢ one bardziej odporne na proteolityczne dzialanie
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neprylizyny czy enzymu degradujacego insuling (IDE) (Bush i wsp., 1994; Sensi i
wsp., 2009).

W  warunkach nadmiernej depolaryzacji wzrost stgzenia Zn w neuronach
postsynaptycznych moze aktywowa¢ wiele $ciezek sygnalowych, w tym
wytwarzanie reaktywnych form tlenu w mitochondriach oraz aktywacje enzymow,
prowadzacych do inicjacji procesOw apoptozy i/lub nekrozy, a nastgpnie $mierci
komorki (Mocchegiani 1 wsp., 2005). Wykazano, ze w AD oraz w stanach
pobudzenia ekscytotoksycznego pojawia si¢ intensywna fluorescencja dla Zn
w regionach moézgu, w ktorych doszto do zmian spowodowanych procesem
chorobowym (Frederickson 1 wsp., 1989). W obu przypadkach dochodzito do
preferencyjnego uszkodzenia neurondw w regionach kory moézgowej (hipokamp,
cialo migdatowate, kora czolowa), gdzie normalnie wyst¢puje najwigksza liczba
aksonow zawierajacych Zn (Frederickson i wsp., 2000, 1989; Suh i wsp., 2000a).
W wyniku prostej strategii leczenia zwiazkami chelatujacymi Zn>" nastepowalo
ztagodzenie ubytkow poznawczych zar6wno u ludzi z AD jak 1 myszy
transgenicznych ze zmutowanymi genami APP/presenilin (Frederickson i wsp.,
2000; Koh i wsp., 1996; Regli i wsp., 2001). Chelatowanie Zn>" sprzyjalo
deagregacji 1 lizie ptytek starczych (Cherny i wsp., 1999). Lee i wsp. (2002)
w badaniach in vitro przeprowadzonych na myszach transgenicznych Tg2576
z delecja ZnT3 wykazali, ze Zn uwolniony z pecherzykow synaptycznych odgrywa
wazng role w agregacji amyloidu-f 1 powstawaniu blaszek starczych. Z badan tych
wynika, ze niedobory synaptycznego Zn silnie koreluja z wyraznym obnizeniem
nierozpuszczalnego amyloidu-f i z jego zmniejszonym nagromadzaniem si¢ w korze
1 hipokampie (J.-Y. Lee et al., 2002). Badania przeprowadzone na mdzgach myszy
transgenicznych z AD  APPswe/PSENI11dE9 wykazaly wzrost ekspres;ji
transporterow cynkowych ZnT-4 oraz ZnT-6 (Zhang i wsp., 2010). Z kolei badania
posmiertne pacjentow z AD wykazaty spadek ekspresji ZnT-1 w tagodnych
zaburzeniach poznawczych, oraz jej zwigkszenie we wczesnym i pé6znym stadium
AD, zaré6wno w hipokampie, jak i1 korze. Wykazano réwniez spadek ekspresji ZnT-3
w tych regionach, co wskazuje na ogniskowe/lokalne zaburzenia homeostazy Zn
(Adlard 1 wsp., 2010; Lovell i wsp., 2005).

Sensi i wsp. (2008) w badaniach neuronéw kory mézgowej myszy transgenicznych
(3xTg-AD) wykazali, ze zmutowane postacie biatka prekursorowego (APP),

preseniliny-1 (PS1) oraz biatka tau mogg powodowa¢ nadmierne wytwarzanie
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reaktywnych form tlenu. Te z kolei uwalniaty Zn*" z metalotionein, przyczyniajac sig
tym samym do agregacji amyloidu-f (Sensi 1 wsp., 2008). Obnizenie
zewnatrzkomoérkowego poziomu MT3 obserwowane w chorobie Alzheimera moze
takze sprzyja¢ przy$pieszonej oligomeryzacji/agregacji amyloidu-f  przez
zwickszajace si¢ stezenie wewnatrzkomérkowych jondéw Zn”>" (Deshpie i wsp., 2009;
Duri 1 wsp., 2010). Udowodniono réwniez, ze jony Zn mogg wywotywac
hiperfosforylacj¢ bialka tau w neuronalnych liniach komérkowych SH-SY5Y 1 N2a
(Bjorkdahl 1 wsp., 2005).

2.4.3 Rola astrocytow w chorobie Alzheimera

Badania na myszach transgenicznych 3xTG-AD dowodza, ze reaktywne
astrocyty otaczajg ptytki starcze, natomiast komorki astrocytarne w innych regionach
mozgu ulegaja zanikowi, co moze by¢ przyczyng wczesnych zmian w plastycznos$ci
synaptycznej i zaburzen poznawczych zwigzanych z AD (Rodriguez 1 wsp., 2009).
U mlodych myszy zaobserwowano zmieniong morfologi¢ astrocytow: znaczne
zmniejszenie liczby witokien astrocytarnych, powierzchni (12,62%) 1 objetosci
(14,25%) astocytow znakowanych GFAP mimo, ze nie wykazywaly one zadnych
objawéw patologicznych korelujacych z AD (Rodriguez 1 wsp., 2009). Ponadto
dystroficzne astrocyty lub ich zanik mogly powodowa¢ uposledzenie wychwytu
glutaminianu ze szczeliny synaptycznej, co prowadzi¢ moze do ekscytotoksycznego
pobudzenia neuronéw (Rodriguez i wsp., 2009).
Reakcja astrogleju na czynniki neurotoksyczne jest astroglejoza (Sofroniew i
Vinters, 2010). Uszkodzone astrocyty nie majg zdolnosci do degradacji amyloidu-j,
co powoduje jego nagromadzenie w postaci ptytek starczych (Nagele i wsp., 2003).
Oprocz tego aktywacja astrocytow przez zakumulowany A-B zwigksza wydzielanie
przez nie czynnikow prozapalnych (takich jak IL1, TNFa). Moze to przyczyniac si¢
do wywotania stresu oksydacyjnego i1 uszkodzania neuronéw w AD (Johnstone i
wsp., 1999). Ponadto, amyloid-f zaktdca metabolizm glukozy w astrocytach, co
z kolei moze prowadzi¢ do ograniczonego dostarczania neuronom substratow

energetycznych, gtownie mleczanu i glutaminy (Allaman i wsp., 2010).
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2.5 Hodowle linii astrocytow i neuronéw cholinergicznych jako komorkowe
modele neurodegeneracji

2.5.1 Astrocyty

Lini¢ komodrkowa C6 glejaka szczurzego wytworzyli Brenda i wsp. (1968)
poprzez, seryjny pasaz komorek glejaka, guza mézgu wywotanego przez wielokrotne
iniekcje N-nitrozometylomocznika przez okres 8 miesigcy u dorostego szczura
szczepu Wistar (Benda 1 wsp., 1968). Lini¢ komorkowa C6 sklonowano z glejaka
Lhumer 6” 1 wykazano, ze komoérki te produkuja biatka markerowe astrocytow:
S-100 1 GFAP (Benda i wsp., 1968; De Vries i Boullerne, 2010). W warunkach
hodowlanych dodanie kwasu all-trans-retinowego powodowato zahamowanie ich
proliferacji oraz zwigkszenie ekspresji genu Slclal, prowadzace do wzrostu poziomu
biatkka EAACI1. Poziom transporterow GLAST oraz GLT-1 nie ulegal zmianie
(Bianchi i wsp., 2008).
Pod wptywem 1 mM dbcAMP astrocyty wykazywaty zahamowanie proliferacji oraz
wicksze zréznicowanie morfologiczne w postaci bardziej licznych 1 dluzszych
wypustek. Zmiany te nie byly zwigzane ze wzrostem ekspresji gendw dla biatek
cytoszkieletu aktyny, jak i tubuliny (Hu 1 wsp., 2008).
Linia komérkowa C6 zostata dobrze scharakteryzowana i moze by¢ uzytecznym
modelem badawczym (Haase i Beyersmann, 2002; Haghighat i wsp., 2000).
Komorki C6 posiadajg cechy charakterystyczne dla astrocytow: aktywno$¢ syntetazy
glutaminy oraz obecnos¢ transporterow GLAST 1 GLT1 (Baber i Haghighat, 2010).
Transport aminokwasé6w w komorkach C6 1 astrocytach pierwotnych wykazuje
podobng charakterystyke wychwytu argininy i1 seryny (Hayashi i wsp., 1997;
Schmidlin i Wiesinger, 1994). Nie bez znaczenia pozostaje rowniez fakt, ze linia
komoérkowa C6 byta wykorzystywana jako model komoérek glejowych osrodkowego
ukladu nerwowego w wielu laboratoriach (Dolinska i wsp., 2000; Imura i wsp.,
1999; Kocki 1 wsp., 2002; Quincozes-Santos 1 wsp., 2013; Ryu i wsp., 2002;
Vanhoutte 1 Hermans, 2008). Wtasciwosci tej linii komodrkowej uzasadniaty
wykorzystanie jej przez nas jako modelu komoérkowego dla cytotoksycznosci

astrocytarnej Zn.
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2.5.2 Neurony cholinergiczne

Neurony cholinergiczne stanowig zaledwie 1-2% wszystkich komorek
wystepujacych w mozgu, lecz ich zakonczenia stanowig 10% frakcji izolowanych
z zakonczen nerwowych (Richardson, 1981). Badania skrawkow moézgu lub
zakonczen nerwowych pozwolity jedynie na posrednie wykazanie mozliwych
iloSciowych zmian w metabolizmie acetylo-CoA zachodzacych w neuronach
cholinergicznych w warunkach neurodegeneracyjnych (Szutowicz i wsp., 1998,
1994; Tomaszewicz 1 wsp., 2003). W zwigzku z powyzszym, odpowiednim modelem
doswiadczalnym do zbadania tego zagadnienia okazaty si¢ hodowle neuronow
cholinergicznych (Szutowicz 1 wsp., 1999, 1983). W naszych badaniach w ostatnich
15 latach byly to hybrydowe komorki SN56B5.G4 utworzone przez fuzje
cholinergicznych ~ neurondw  przegrody = moézgu  21-dniowej myszy
z niecholinergicznymi komorkami neuroblastoma N18TG2 (Hammond 1 wsp., 1990).
W hodowli in vitro, komorki te moga by¢ pobudzone do réznicowania w kierunku
fenotypu cholinergicznego poprzez dodanie dbcAMP 1 kwasu all-trans-retinowego
(Blusztajn 1 wsp., 1992; Pedersen i wsp., 1995). Pod wptywem dziatania tych
czynnikdéw dochodzi do wzrostu ekspresji fenotypu cholinergicznego: powstajg
wypustki dendrytyczne 1 polaczenia synaptyczne, nastgpuje wzrost wielkosci
komoérki 1 jadra komodrkowego, jak réwniez spowolnienie tempa podzialow
komoérkowych. Z drugiej strony nastgpuje wzrost aktywnos$ci markera
cholinergicznego ChAT, co skutkuje zwiekszeniem poziomu
wewnatrzkomorkowego poziomu ACh 1 szybkosci jej wydzielania (Pedersen 1 wsp.,
1995; Szutowicz i wsp., 1999).
Nasze badania na komoérkach cholinergicznych wykazaty, ze wysoka ekspresja
fenotypu cholinergicznego powodowala obnizenie poziomu acetylo-CoA
w mitochondriach (Bielarczyk 1 wsp., 2003b; Szutowicz 1 wsp., 2013, 2006). Mogto
to by¢ spowodowane wigkszym zuzyciem acetylo-CoA do syntezy ACh 1 jej
kwantowego 1 niekwantowego wydzielania (Szutowicz 1 wsp., 2000, 1999).
Powyzsza modyfikacja fenotypu neuroprzekazniczego moze prowadzi¢ do
zwiekszonej wrazliwosci tych neurondéw na czynniki neurotoksyczne. Nasze
doswiadczenia na wysoko zréznicowanych komoérkach cholinergicznych SN56
dowodza, ze byly one bardziej wrazliwe na egzogenne dziatanie amyloidu-f, tlenku
azotu, glinu, interlukiny-1B niz komorki nier6znicowane SN56 (Bielarczyk 1 wsp.,
2005, 2003a; Szutowicz 1 wsp., 2006, 2013). Wyniki te sg zgodne z badaniami,
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w ktorych klonalne komorki pochodzace ze szwu moézgu po zréznicowaniu cAMP do
fenotypu cholinergicznego, stawaty si¢ bardziej wrazliwe na cytotoksyczne dziatanie
amyloidu-B, niz te same, ktore zroznicowano do fenotypu serotonicznego (Olesen i
wsp., 1998).

Astrocyty 1 neurony tworzg bardzo dynamiczny 1 interaktywny uktad komorkowy
ktory wplywa na rozwoj, morfologie, zachowanie, zdolno$ci regeneracyjne
1 starzenie si¢ uktadu nerwowego.

Przypuszcza si¢, ze podwyzszony poziom jondw Zn w mozgach osob w podesztym
wieku moze przyczynia¢ si¢ do wigkszej Smiertelnosci komorek nerwowych, a tym
samym by¢ jednym z czynnikow patogennych w AD (Mocchegiani 1 wsp., 2005).
Niniejsza praca ma na celu zbadanie cytotoksycznego wplywu Zn*" na neurony
cholinergiczne 1 komorki astroglejowe oraz ich ewentualnego wzajemnego
oddzialywania w warunkach ekscytotoksycznych.

Niezbedne wydaje si¢ uzupeklienie naszych dotychczasowych badan poprzez
zbadanie fizjopatologii akumulacji jondéw cynku w komorkach glejowych
1 uwzglednienie wptywu tych zmian na interakcje neuronalno-glejocytarne. Tym
samym mogg zosta¢ znalezione warunki i czynniki, ktore umozliwialyby utrzymanie
odpowiedniego poziomu tego kationu zaro6wno w neuronach cholinergicznych jak

komorkach astrogleju w obecnosci sygnalow cytotoksycznych.
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3 CEL PRACY

Celem pracy bylo pordéwnanie cytotoksycznego dziatania Zn na metabolizm
energetyczny neuronéw cholinergicznych i komorek astroglejowych.

W tym celu zbadano wptyw zewnatrzkomorkowego stezenia Zn na:
- zawarto$¢ wewnatrzkomorkowego Zn w obu typach komorek

- aktywno$¢ PDHC, enzymu syntetyzujacego acetylo-CoA oraz kluczowych
enzyméw metabolizmu energetycznego w obu typach komorek

- wewnatrzkomodrkowa dystrybucj¢ Ca w neuronach cholinergicznych

Zbadano rowniez wzajemne interakcje komodrek neuronalnych i astroglejowych
poddanych dziataniu cytotoksycznym st¢zeniom Zn.
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4 MATERIALY I METODY

4.1 Model doswiadczalny

Modelem doswiadczalnym byta hybrydowa linia komoérek cholinergicznych
SN56.B5.G4 podarowanych przez prof. J.K. Blusztajna (Boston, USA) oraz linia
klonalnych szczurzych astroglioma C6 podarowanych przez prof. Jana Albrechta
(Centrum Medycyny Doswiadczalnej 1 Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN).
Komorki SN56 zostaty utworzone przez fuzje niecholinergicznych mysich komorek
neuroblastoma NI8TG2 z cholinergicznymi neuronami z przegrody mozgu
21-dniowej myszy C57BL/6 (Hammond i wsp., 1990).
Komorki SN56 1 C6 hodowano w pozywce Eagle zmodyfikowanej wedlug Dulbecco
(DMEM) zawierajacej 3 umol/L ZnCl,, 25 mmol/L glukozg, 2 mmol/L
L—glutaming, 50 pg/ml streptomycyny, 50 j.m/ml penicyliny, 0.25 pg/ml
amfoterycyny B oraz 10% ptodowa surowice wolowa (FBS); pozywka zamrazajaca
dla komoérek SN56 1 C6 zawierata: 63% DMEM, 30% FBS, 7% DMSO; komorki
zamrazano w krioamputkach w iloéci 2-2.5 mIn/ml w temperaturze -80°C.
Komorki hodowano w atmosferze 95% O, 1 5% CO, w temperaturze 37°C. Komorki
wysiewano w iloéci 2.32x10° na plytke o powierzchni 58 cm? (0,04x10%cm?) oraz
3x10° do butelki o powierzchni 75 cm® (0,04x10%cm?) i hodowano do stanu
subkonfluencji (80% pokrycia powierzchni, ocena mikroskopowa). Ilos¢ komorek
okreslano w  komorze  zliczeniowej  Fuchs-Rosenthala. = Dos$wiadczenia
przeprowadzano na pasazach od 23 do 52 komorek SN56 oraz od 61 do 72 komorek
astrocytarnych C6.
W celu zwickszenia ekspresji fenotypu cholinergicznego komorek SN56 oraz
fenotypu astrocytarnego komoérek C6 dodawano do pozywki wzrostowej 1 mmol/L
dwumaslanu—cAMP (dbcAMP) 1 0.001 mmol/L kwasu all-trans-retinowego (RA).
Komorki te zostaly wykorzystane do badan nad dlugoczasowym, krétkoczasowym
1 bezposrednim wplywem cynku na metabolizm komoérkowy, jego akumulacje

i poziom Ca.

4.1.1 Badania dlugoczasowego wplywu Zn w komorkach cholinergicznych SN56
i astroglejowych C6

W celu zbadania dlugoczasowego wpltywu Zn na metabolizm energetyczny
oraz jego akumulacje, komorki cholinergiczne 1 astroglejowe hodowano przez

48 godzin w pozywce DMEM bez lub w obecnosci czynnikéw roznicujacych
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(dbcAMP/RA). Nastepnie wymieniano s$rodowisko wzrostowe na $rodowisko
doswiadczalne, do ktérego dodawano rozne stezenia Zn (0-300 pmol/L) na kolejne
24 godz. Po tym czasie, Srodowisko doswiadczalne zbierano w celu oznaczenia
uwalniania LDH. Komorki przeptukiwano schtodzonym buforem Puck’s
zawierajagcym 137 mmol/L NaCl, 5.4 mmol/L KCI, 5.55 mmol/L glukoza, 5 mmol/L
bufor fosforanowo-sodowy (pH 7.4), 2.7 mM EDTA w celu usuniecia kationdw Zn*"
zaabsorbowanych na ich powierzchni, a nastgpnie przeptukiwano dwukrotnie
buforem Puck’s bez EDTA. Komorki z naczynia hodowlanego zbierano uzywajac
plastikowych skrobaczek i1 zawieszano w buforze Puck’s. Zawiesing komorek
wirowano przy 1200 obr./min (208xg) przez 7 minut. Do badan metabolicznych osad
komorek zawieszano w 0.32 mol/L sacharozie zbuforowanej 5 mmol/L buforem
HEPES pH 7.4 1 0.1 mmol/L EDTA w objetosci niezbednej do uzyskania 10 mg
biatka/mL (10 mln komoérek/mL). W celu oznaczenia akumulacji Zn osad komorek
denaturowano 4% HCIOy (patrz 4.4).

W badaniach dhlugoczasowego wplywu Zn w hodowli taczonej pelny cykl
do$wiadczenia trwal 72 godziny. Komorki cholinergiczne SN56 hodowano w ilo$ci
2.32x10° na phytkach 10 cm?. Komorki astrocytarne C6 hodowano wstepnie przez
24 godziny na poliweglanowych insertach z potprzepuszczalnym dnem o Srednicy
3 cm 1 porowatosci 4 um, umieszczonych w 6-dotkowych ptytkach. Na kazdy insert
nanoszono 3.2x10° komorek C6. Na plytke z komorkami SN56 (hodowanych
24 godziny) przenoszono 3 inserty z komorkami C6 (Ryc. 4), poniewaz astrocyty
stanowig 25% komorek OUN (Eng i wsp., 1992), i prowadzono hodowl¢ przez
nastepne 24 godziny. Warunki cytotoksyczne wywotywano dodajagc do hodowli
taczonej wzrastajace stezenie zewnatrzkomorkowego cynku na kolejne 24 godziny.
Po tym czasie, srodowisko do$wiadczalne zbierano w celu oznaczenia uwalniania
LDH. Komorki przeptukiwano buforem Puck’s zawierajacym 2.7 mM EDTA w celu
usuniecia kationébw Zn>" zaabsorbowanych na ich powierzchni, a nastepnie
przeplukiwano dwukrotnie buforem Puck’s bez EDTA. Komoérki SN56 z naczynia
hodowlanego zbierano buforem Puck’s uzywajac plastikowych skrobaczek.
Zawiesing komorek wirowano przy 1200 obr./min (208xg) przez 7 minut. Do badan
metabolicznych osad komorek zawieszano w 0.32 mol/L sacharozie zbuforowane;j
5 mmol/L buforem HEPES pH 7.4 1 0.1 mmol/L EDTA w objetosci niezbednej do
uzyskania 10 mg biatka/mL (10 mIln komoérek/mL). W celu oznaczenia akumulacji

Zn osad komorek SN56 denaturowano 4% HClOy (patrz 4.4).
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SN56

Ryc. 4. Ilustracja przedstawiajagca model hodowli tagczonej komorek cholinergicznych SN56
1 astroglejowych C6.

4.1.2 Badania krotkoczasowego wplywu Zn w komorkach cholinergicznych
SN56 i astroglejowych C6

Krotkoczasowy wplyw Zn na jego akumulacjg, poziom Ca oraz metabolizm
komorek badano inkubujgc komorki w Srodowisku depolaryzacyjnym bez 1 w
obecno$ci wrzrastajacych stezen ZnCl,, W tym celu komoérki hodowano
w $rodowisku wzrostowym DMEM bez i w obecno$ci czynnikow rdznicujacych
przez 48 godz., przez nastepne 24 godziny komorki te hodowano w $srodowisku
wzrostowym bez czynnikoOw roznicujgcych. Po tym czasie komorki przeptukiwano
dwukrotnie schtodzonym buforem Puck’s. Komorki z naczynia hodowlanego
zbierano w/w buforem uzywajac plastikowych skrobaczek. Zawiesing komorek
wirowano przy 1200 obr./min (208xg) przez 7 minut. Do badan metabolicznych osad
komorek zawieszano w 0.32 mol/L sacharozie zbuforowanej 5 mmol/L buforem
HEPES pH 7.4.

Podstawowe $rodowisko depolaryzacyjne w koncowej objetosci 1.0 ml zawierato:
20 mmol/L bufor HEPES pH 7.4; 1.5 mmol/L bufor fosforanowo-sodowy pH 7.4;
90 mmol/L NaCl; 30 mmol/L KCI; 2.5 mmol/L pirogronian; 2.5 mmol/L jablczan;
1 mmol/L CaCl,; 0.1 mL zawiesiny komorek w 0.32 mol/L sacharozie zawierajacej
1.5-2.5 mg biatka komorkowego. Ewentualne zmiany w skladzie $rodowiska
inkubacyjnego zamieszczono w tekscie. Inkubacj¢ rozpoczynano dodaniem
zawiesiny komorek do $rodowiska i prowadzono w temp. 37°C przez 30 minut
w lazni wodnej, przy ciaglym mieszaniu o szybkosci 100 cykli/min. Po inkubacji
proby odwirowywano przez 3 min przy 12000 obr./min. W celu oznaczenia

aktywno$ci enzymow osad komorek zawieszano w 0.32 mol/L sacharozy
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zbuforowanej 5 mmol/L buforem HEPES pH 7.4. W celu oznaczenia akumulacji Zn

osad komorek denaturowano 4% HCIO4 (patrz 4.4).

4.1.3 Badania bezposredniego wplywu Zn na aktywnos¢ enzymoéw w lizatach
komorkowych Cé6

Bezposredni wplyw Zn na aktywnos$¢ enzymow metabolizmu komoérkowego
zbadano w lizatach komorkowych C6. W tym celu komorki hodowano w srodowisku
wzrostowym DMEM bez 1 w obecnosci czynnikow rdznicujacych przez 48 godz.,
nastepnie hodowle prowadzono w S$rodowisku wzrostowym bez czynnikéw
roéznicujacych przez nastgpne 24 godz. Po tym czasie komorki przeplukiwano
dwukrotnie buforem Puck’s. Komorki z naczynia hodowlanego zbierano w/w
buforem uzywajac plastikowych skrobaczek. Zawiesing komoérek wirowano przy
1200 obr./min (208xg) przez 7 minut, zawieszano w 0.32 mol/L sacharozy
zbuforowanej 5 mmol/L buforem HEPES pH 7.4, a nast¢pnie lizowano przy uzyciu
Tritonu X-100 o koncowym stezeniu 0.2% 1 poddawano 10 minutowej preinkubacji
w $rodowisku pomiarowym dla poszczegolnych enzymow zawierajagcym wzrastajgce

stezenia Zn (patrz rozdz. 4.3).

4.2 Czynniki neurotoksyczne

4.2.1 Cynk
Podstawowy roztwor ZnCl, sporzadzano ex tempore w stezeniu 10 mmol/L,
dodawano do pozywek wzrostowych tak aby jego stezenie koncowe wynosito od

0.05 do 0.30 mmol/L.

4.2.2 Oznaczanie aktywnoS$ci enzymow

Komoérki do oznaczen enzymatycznych rozcienczano Tritonem X-100, tak aby
uzyska¢ odpowiednie stezenie biatka i inkubowano 20-30 min w lodzie. Koncowe
stezenie Tritonu X-100 w oznaczanej probie wynosito 0.2%. Aktywno$¢ enzymow
oznaczano w temp. 37°C. Oznaczanie aktywnos$ci akonitazy i dehydrogenazy
izocytrynianowej NADP-zaleznej wykonywano bezposrednio po zebraniu komorek,
przechowywanych w temperaturze 4°C. Oznaczanie aktywnosci kompleksu
dehydrogenazy pirogronianowej wykonywano w probkach zamrozonych
w temperaturze -20°C w ciggu 24 do 72 godzin od momentu zebrania komorek

z ptytek lub butelek hodowlanych.
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4.2.3 Dehydrogenaza mleczanowa (LDH, EC 1.1.1.27) (Kornberg, 1955)
Dehydrogenaza mleczanowa (LDH) jest enzymem cytosolowym, ktory
w warunkach fizjologicznych nie jest uwalniany do $rodowiska. Oznaczenie
aktywnosci LDH pozwala w prosty i jednoznaczny sposob okresli¢ czy badana
substancja powoduje uszkodzenie btony plazmatycznej komoérek, a w konsekwencji
ich $mier¢. LDH redukuje pirogronian w obecnosci NADH, w wyniku czego
powstaje mleczan i NAD'. Szybko$¢ zmian absorbancji jest proporcjonalna do
aktywnosci dehydrogenazy mleczanowe;.
Srodowisko w objetosci koncowej 1.0 mL zawierato: 100 mmol/L bufor Tris/HCI
o pH 7.4, 0.2 mmol/L NADH oraz 0.2 mL pozywki hodowlanej DMEM, po 24 godz.
inkubacji z Zn. Prébki preinkubowano w temp. 37°C przez 10 minut. Reakcje
rozpoczynano dodaniem 0.01 mL 100 mmol/L pirogronianu i mierzono spadek
absorbancji przy dlugosci fali 340 nm w termostatowanym spektrofotometrze
Ultrospec 3100 pro (Amersham, UK). Aktywno$¢ obliczano w nmolach utlenionego
NADH/min/objeto$¢ catkowita na podstawie wspotczynnika absorbancji molowej
dla NADH 6.22/mol/cm.
W celu uzyskania 100% s$mierci komorek do srodowiska hodowlanego dodawano
Triton X-100 o stezeniu koncowym 0.1% 1 inkubowano 2 godz. w atmosferze 95%

0,1 5% CO, w temperaturze 37°C (Nolte i wsp., 2004).

4.2.4 Kompleks dehydrogenazy pirogronianowej (PDHC; EC 1.24.1,
EC 2.3.1.12, EC 1.6.4.3) (Szutowicz i wsp., 1981)

Aktywnos¢ PDHC oznaczano przez pomiar powstajgcego acetylowanego
koenzymu A (acetylo-CoA), ktory przeprowadzano do cytrynianu za pomocg
syntazy cytrynianowej. Srodowisko inkubacyjne w koficowej objetosci 0.25 ml
zawierato: 50 mmol/L bufor Tris/HCl pH 8.3, 2 mmol/L MgCl,, 10 mmol/L
dithiotreitol, 2 mmol/L NAD, 10 mmol/L pirogronian, 2 mmol/L pirofosforan
tiaminy, 0.20 mmol/L CoA, 2.5 mmol/L szczawiooctan, 0.15 j.m. syntazy
cytrynianowej. Srodowisko inkubacyjne prob zerowych nie zawierato CoA. Reakcje
rozpoczynano dodaniem do mieszaniny inkubacyjnej 0.05 mg biatka komdrkowego.
Inkubacj¢ prowadzono w temperaturze 37°C przez 30 minut. Reakcje przerywano
przez umieszczenie probki na 10 minut w temperaturze 99°C. Nastepnie proby
wirowano przy 10000 obrotéw przez 1 minute. W nadsgczu mierzono ilos¢

cytrynianu powstajacego z acetylo-CoA w reakcji katalizowanej przez bakteryjna

53



liaze cytrynianowa (EC 4.1.3.6). Srodowisko do oznaczania cytrynianu w koncowej
objetosci 0.7 ml zawierato: 100 mmol/L bufor Tris/HCl o pH 7.4, 0.1 mmol/L
NADH, 0.2 j.m. dehydrogenazy jablczanowej i1 0.1 mL probki. Reakcje
rozpoczynano dodawaniem 0.1 j.m. bakteryjnej liazy cytrynianowej rozpuszczonej
w S$rodowisku zawierajacym: 10 mmo/L (NH4),SO4 1 20 mmol/L ZnSO, oraz
50 mmol/L bufor Tris/HCl pH 7.4. Aktywno$¢ wyrazano w nmolach utlenionego
NADH/min/mg biatka na podstawie wspotczynnika absorbancji molowej dla NADH
6.22/mol/cm.

4.2.5 Akonitaza (EC 4.2.1.3) (Villafranca, 1974)

Srodowisko inkubacyjne do oznaczania aktywnosci enzymu w koficowej
objetosci 1.0 ml zawieralo: 50 mmol/L bufor Tris/HCI o pH 7.4, 2 mmol/L MgCl,,
0.1 mmol/L NADP, 1 j.m. dehydrogenazy izocytrynianowej oraz 0.1 mL badane;j
probki zawierajacej 0.1 mg biatka. Probki byty preinkubowane w temp. 37°C przez
10 minut. Reakcje rozpoczynano dodajac 0.01 mL 20 mmol/L cis-akonitanu,
a nastgpnie mierzono przyrost absorbancji przy dlugosci fali 340 nm
w spektrofotometrze termostatowanym Ultrospec 3100 pro (Amersham, UK).
Calkowity czas pomiaru wynosit 10 minut. Aktywnos$¢ obliczano w nmolach
zredukowanego NADP/min/mg biatka na podstawie wspoiczynnika absorbancji

molowej dla NADPH 6.22/mol/cm.

4.2.6 Dehydrogenaza izocytrynianowa NADP-zalezna (IDH; EC 1.1.1.42) (Plaut,
1963)

Srodowisko inkubacyjne w koncowej objetosci 0.7 mL zawierato: 50 mmol/L
Tris/HCI (pH 7.4), 0.5 mmol/L NADP, 0.6 mmol/L MgCl, oraz 0.1 mL badane;j
probki o zawartosci biatka 0.1 mg. Reakcje rozpoczynano dodaniem 0.01 mL
10 mmol/L DL-izocytrynianu, a nast¢pnie mierzono przyrost absorbancji przez okres
10 minut przy dtugosci fali 340 nm. Pomiaru dokonywano w temperaturze 37°C,
w termostatowanym spektrofotometrze Ultrospec 3100 pro (Amersham, UK).
Aktywnos$¢ obliczano w nmolach zredukowanego NADP/min/mg biatka przy
wspotczynniku absorbancji molowej dla NADPH 6.22/mol/cm.

4.3 Oznaczanie poziomu Zn calkowitego w komorkach
Zawarto$¢  calkowitego Zn  oznaczano  zmodyfikowang  metoda

spektrofluorymetryczng (Prat i wsp., 1991) na spektrofluorymetrze LS 55 firmy

54



PerkinElmer (Massachusetts, USA) przy uzyciu oprogramowania FL Winlab
Software. Oryginalna metoda byta dostosowana do pomiaru wewnatrzkomoérkowego
stezenia wolnych jonow Zn*" w zywych komoérkach, przy czutosci wynoszacej 1077
mol/L  (Frederickson i wsp., 1987). Wprowadzona przeze mnie modyfikacja
przystosowuje ta metode do oznaczania catkowitej zawartosci Zn w komorkach
(patrz rozdz. 5.1.2).

W celu oznaczenia calkowitego wewnatrzkomorkowego Zn komorki hodowano
1 postgpowano wg procedury 4.1.1, 4.1.2. Nastgpnie komorki zawieszone w 0.3 ml
4% HCIO4, zobojetniano 7.5N K,CO; do pH 6.0. Do kuwety reakcyjnej, zawierajacej
1800 puL 100 mmol/L buforu HEPES pH 7.4, dodawano 0-200 uL proby badanej
oraz 20 pL TSQ (2 mg/mL). Intensywno$¢ fluorescencji odczytywano po
20 minutach przy dlugosci fali wzbudzenia 335 nm oraz emisji 495 nm. Zawartos¢
Zn odczytywano z wykresu kalibracyjnego dla standardéw, od 0.2 do 4.0 nmoli
Zn/probe (Tabela 1, Ryc. 8).

Tabela 1. Sposob przygotowania standardow krzywej kalibracyjnej do oznaczania
catkowitego Zn wewnatrzkomérkowego

Zawarto$é Zn (nmole/probe) 0 0.2 0.4 1.0 2.0 4.0
0.1 mmol/L ZnCl, (uL) - 20 40 100 200 400

4% HCIO4 zobojetniony

7 INKACO. donlt 6.0 (oL | 2000 | 1980 | 1960 | 1900 | 1800 | 1600

4.4 Oznaczanie poziomu Ca w komorkach SN56 (Brown i wsp., 1975)

4.4.1 Oznaczanie poziomu Ca calkowitego

Po zakonczeniu inkubacji (patrz 4.1.2) 0.4 mL mieszaniny inkubacyjnej
przenoszono do probowki typu Eppendorf i wirowano przez 3 minuty przy 1300
obr./min. Nadsgcz odrzucano, a osad zawieszano w proporcji 150 pg biatka w 100 pl
4% HClO4. Po 10 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej probki wirowano
przez 3 minuty przy 12 000 obr./min. Nadsgcz przechowywano w temperaturze
-20°C nie dhluzej niz 2 tygodnie. W dniu oznaczania nadsgacz zobojetniano 7.5N
K,CO3 do pH 7.0 i oznaczano poziom Ca catkowitego. Zawarto$¢ Ca oznaczano
metodg spektrofotometryczng z odczynnikiem arsenazo III (Brown i wsp., 1975).
Roztwor wyjsciowy odczynnika w koncowej objetosci 100 mL zawieral: 14 mg
arsenazo III, 100 mmol/L KCIl, 40 mmol/L MOPS o pH 7.4. Roztwér roboczy
przygotowywano bezposrednio przed oznaczeniem przez rozcienczenie roztworu
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wyjsciowego dwukrotnie 20 mmol/L buforem MOPS o pH 7.4. Do 0.1 mL badane;j
probki dodawano 1.0 mL roztworu roboczego 1 mierzono absorbancj¢ w ciggu 2-5
minut na spektrofotometrze Shimadzu przy ditugosci fali 650 nm. Zawartos¢ Ca

odczytywano z krzywej standardowej, zawierajacej od 3 do 25 nmoli Ca/probg.

4.4.2 Oznaczanie poziomu Ca we frakcji mitochondrialnej

Kolejne 0.4 mL zawiesiny komorkowej poinkubacyjnej (patrz 4.1.2)
przenoszono do probowki typu Eppendorf zawierajacej 0.4 mL zimnego roztworu
o sktadzie: 125 mmol/L KCl, 20 mmol/L HEPES pH 7.4, 3 mmol/L EDTA, 0.014
mg digitoniny. Probke mieszano, inkubowano 15 sek., a nastepnie 0.7 mL roztworu
nawarstwiano na 0.5 mL mieszaniny olejow silikonowych (AR20:AR200
w stosunku 2:1). Po 30 sek. od momentu wymieszania z digitoning, probki wirowano
przez 40 sek. przy 12000 obr./min. Po odwirowaniu odbierano goérng warstwe
cytosolowg 1 oznaczano w niej stezenie biatka. Po zebraniu oleju, oczyszczeniu
scianek probowki z oleju 1 odciggnieciu delikatnie sacharozy, denaturowano frakcje
mitochondrialng 100 pl 4% HC1O4, Po 10 minutach inkubacji, probki wirowano przez
3 min. przy 12000 obr./min. Nadsacz zobojetniano 7.5N K,CO; do pH 7.0, w ktérym

oznaczano poziom Ca mitochondrialnego (patrz rozdz. 4.5.1).

4.5 Ocena poziomu bialka transportera cynkowego ZnT1 metoda Western
Blot (Towbin i wsp., 1979)

W celu oceny poziomu biatka ZnT1 komorki hodowano wg procedury opisanej
w rozdziale 4.1.1. Osad komodrek zawieszano w objetosci 300 pl buforu lizujacego
zawierajacego 50 mmol/L Tris-HCI pH 7.4,, 100 mmol/L NaCl, 5 mmol/L EDTA,
1% Triton-X 100, 5% glicerol, 10 mmol/L KH,PO4 0.1% SDS, inhibitory proteaz
(AEBSF, aprotynina, bestatyna, E-64, leupeptyna, pepstatyna A) i inkubowano
w lodzie przez 30 min. Zawiesing wirowano przy 12000 obr./min
w 4°C przez 5 minut. Nadsgcz po oznaczeniu stezenia biatka wykorzystywano do
rozdziatu elektroforetycznego. W pierwszym etapie przeprowadzano elektroforeze
badanego lizatu biatkowego (50 pg) w gradientowym 4-20% zelu
poliakrylamidowym. Badang probke zawieszong w buforze lizujagcym, rozcieniczano
w stosunku 1:1 buforem Laemmli (62.5 mmol/L Tris/HCI, pH 6.8, 25% glicerol, 2%
SDS, 0.01% bfekit bromofenolowy, 5% P-merkaptoetanol) 1 denaturowano
w temperaturze 98°C przez 5 min, a nastgpnie wirowano przy 12000 obr./min przez

30 sekund. Tak przygotowane probki oraz 5 pl markera masowego (Sigma-Aldrich)
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nanoszono do kieszonek elektroforetycznych. Elektroforeze prowadzono w buforze
SDS-PAGE pH 8.3 (25 mmol/L Tris, 192 mmol/L glicyna, 0.1% SDS) przy napigciu
90V przez 1.5 godziny w temperaturze pokojowej w aparacie Mini-Protean III
(BioRad, CA, USA). Po zakonczeniu rozdzialu przeprowadzono suchy
elektrotransfer na btong PVDF przy uzyciu aparatu iBlot® Gel Transfer. Po jego
zakonczeniu btone inkubowano przez 2.5 godziny w temperaturze pokojowej
w 1.5% roztworze mleka odttuszczonego w buforze zawierajacym 25 mmol/L Tris-
HCI pH 7.4, 134 mmol/L NaCl, 3 mmol/L KCIl oraz 0.1% Tween-20 (TBST).
W kolejnym etapie bton¢ inkubowano z poliklonalnymi, kroliczymi, specyficznymi
przeciwciatami przeciw ZnT1 (1:500, Synaptic Systems, Goettingen, Niemcy) oraz
monoklonalnymi przeciwciatami przeciw B-aktynie (1:5000, Sigma-Aldrich, Poznan,
Polska) przez calag noc w temperaturze 4°C. Nastepnie blone ptukano w buforze
TBST 4-krotnie przez 10 minut. Inkubacj¢ z drugorzegdowymi, poliklonalnymi
przeciwcialami znakowanymi fosfatazg alkaliczng, w rozcienczeniu 1:5000
w buforze TBST z dodatkiem 1.5% roztworu mleka odtluszczonego, prowadzono
przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Blong ptukano 4-krotnie przez 10 minut
w buforze TBST. W celu wizualizacji prazkéw, blone przenoszono do buforu
zawierajacego 100 mmol/L Tris/HCL, 5 mmol/L MgCl,, 100 mmol/L NaCl oraz
substraty dla alkalicznej fosfatazy NBT i1 BCIP. Reakcje¢ fosfatazy na btonie
przerywano 20 mmol/L EDTA w buforze TBST. Otrzymane prazki archiwizowano
za pomocg aparatu UVITEC Alliance 4.7 (Cambridge, UK). Analiz¢
densytometryczng ilos$ci produktow przeprowadzano przy pomocy oprogramowania

UVIband (Cambridge, UK).

4.6 Ocena poziomu bialek transporterow cynkowych ZnT1 (SLC30A1)
metoda ELISA (Voller, 1978)

Poziom biatka ZnT1 mierzono testem ELISA (Wuxi Donglin Sci&Tech
Development, Wuxi, Chiny) przy uzyciu automatycznego analizatora
mikroplytkowego ETI-MAX, 3000 (DiaSorin, Saluggia, Wilochy). W tym celu
komorki hodowano wg procedury opisanej w rozdziale 4.1.1. Osad komorek
zawieszano w objetosci 300 ul buforu lizujacego zawierajacego 10 mmol/L Tris, 150
mmol/L NaCl, 1 mmol/L EDTA, 1 mmol/L EGTA, 1% Igepal i inkubowano
w lodzie przez 30 min. Zawiesing wirowano przy 12000 obr./min w 4°C przez

5 minut. Nadsacz odbierano i oznaczano w nim stezenie biatka, a nastgpnie proby
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rozcienczano do 250 pg biatka/100 pL. Do kolejnych mikrostudzienek, ptytki
mikrotitracyjnej 96-dotkowej optaszczonej specyficznymi przeciwcialami przeciw
ZnT1, dodawano po 100 pL proby zerowej (roztwdr do rozcienczania stiardow),
stiardow 1 lizatu komorkowego, a nastepnie inkubowano w temp. 37°C przez
2 godziny. Po tym czasie usuwano calg zawarto$¢ z kazdej mikrostudzienki
1 dodawano 100 pL przygotowanego ex tempore odczynnika A do wszystkich
studzienek i1 inkubowano 1 godzing w temp. 37°C. Nastgpnie usuwano zawarto$¢
studzienek, kazda z nich przeptukiwano, przy uzyciu automatycznej phuczki,
3-krotnie 350 pL buforu do ptukania. W kolejnym etapie dodawano 100 pL
przygotowanego ex tempore odczynnika B 1 inkubowano w temp. 37°C przez
30 min. Nastepnie usuwano zawarto$¢ studzienek, kazda z nich przeptukiwano
5-krotnie 350 pL buforu do ptukania. Wywotanie reakcji barwnej prowadzono
dodajac do kazdego dotka 90 puL substratu TMB (tetrametylobenzydyna). Inkubacje
z substratem prowadzono przez 20 min. w temp. 37°C w ciemno$ci. Reakcje
enzymatyczng przerywano dodajac po 50 puL 0.12 mol/L HCl do wszystkich
studzienek. Absorbancj¢ prob mierzono przy dlugosci fali 450 nm. Zawarto$¢ ZnT1

odczytywano z krzywej stiardowej, zawierajacej od 0.156 do 10 ng/mL ZnT1.

4.7 Ocena przezywalnosci komorek (Manford i Patterson, 1979)

Ocen¢ przezywalnosci komorek SN56 dokonywano przy uzyciu biekitu
trypanu. Komorki zawieszone w 0.32 mol/L sacharozie rozcienczano sacharoza,
a nastgpnie 2-razy 0.4% bigkitem trypanu. Komorki zliczano w komorze Fuchs-
Rosenthal, za uszkodzone uwazano te, ktore zabarwity si¢ na niebiesko. Oceny
dokonywano w mikroskopie $wietlnym (Axiovert 25, Zeiss) przy powigkszeniu
100—krotnym, po czasie nie przekraczajacym 2 minut od momentu dodania

barwnika.

4.8 Metoda immunocytochemiczna barwienia roéznicowego komorek
z zastosowaniem jodku propidyny (PI) i dioctanu karboksyfluoresceiny
(6-CFDA) (Breeuwer i wsp., 1995)

6-CFDA jest niepolarng i niefluoryzujaca pochodng fluoresceiny, ktora posiada
zdolno$¢ do przenikania przez blone komoérkowa. Po wniknigciu do komorki
6-CFDA hydrolizowany jest przez wewnatrzkomorkowe esterazy do fluoresceiny.
Komorki zywe, posiadajace duza aktywnos$¢ esteraz, kumulujg znaczne ilo$ci

fluoresceiny, co prowadzi do otrzymania intensywnej zielonej fluorescencji. PI jest
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zwigzkiem oddzialywujacym z jadrowym DNA, w specyficzny sposdéb wybarwia
komorki z uszkodzong blong cytoplazmatyczng emitujagc czerwone $wiatto. Do
barwienia komorki hodowano wg procedury opisanej w rozdziale 4.1.1, na okragtych
szkielkach o S$rednicy 22 mm umieszczonych w sterylnych 35 mm plytkach
Petrie’go. Na 1 szkielko wysiewano okoto 6.0x10* komoérek. Po 24 godzinnej
hodowli w obecnosci roznych stezen Zn, komorki hodowane na szkietkach
przeplukiwano 2-krotnie buforem Puck’s, a nastgpnie dodawano 0.5 mmol/L
6-CFDA oraz 1 pg/mL PI w buforze zawierajacym 10 mmol/L HEPES pH 7.5, 140
mmol/L. NaCl, 2.5 mmol/L i inkubowano 10 minut w ciemnos$ci w temp. 37°C.
Nastepnie komodrki hodowane na szkietkach przeptukano 5-krotnie buforem (w/w)

1 utrwalono 4% paraformaldehydem.

4.9 Analiza obrazu mikroskopowego

Ocene morfologiczng komorek oraz zdjecia wykonano z uzyciem 400-krotnego
powigkszenia mikroskopu $wietlnego w technice kontrastu fazowego (Axiovert 25,
Zeiss, Jena, Germany) oraz kamery cyfrowej DP10 (Olympus, Tokyo, Japan).
Fluorescencj¢ obserwowano pod mikroskopem fluorescencyjnym Olympus IX51

(Tokyo, Japan).

4.10 Oznaczenie zawartoS$ci bialka (Bradford, 1976)
Bialko oznaczano wedlug metody Bradford (1976) wzgledem krzywej
kalibracyjnej zawierajacej immunoglobuling ludzka w st¢zeniach od 0.20 do

0.80 mg/ml.

4.11 Metody statystyczne

Wyniki przedstawiono jako warto$ci $rednietstiardowy btad Sredniej (SEM).
Istotno$¢ roznic migdzy srednimi w doswiadczeniach wielopunktowych wyznaczano
testem ANOVA (ang. analysis of variance) z testem post hoc Bonferroni. Przy
porownywaniu dwoch wartosci srednich uzywano niesparowanego testu ¢ Studenta.
Za statystycznie istotng roznice miedzy wynikami uznawano taka, dla ktoérej miano
btedu osiggalo warto§¢ p<0.05. Wspotzalezno§¢ pomiedzy analizowanymi
parametrami oceniano z uzyciem wspOlczynnika korelacji liniowej Pearsona.
Wymienione obliczenia statystyczne byty wykonane za pomoca programu GraphPad

Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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4.12 Odczynniki i materialy zuzywalne

Odczynniki pochodzace z Sigma-Aldrich (Poznan, Polska): B-aktyna, albumina
wotowa, amfoterycyna B, ATP, azydek sodu, BCIP, biekit trypanu, chlorek
magnezy, chlorek potasu, chlorek sodu, dehydrogenaza mleczanowa, digitonina,
dimetyloformamid, dimetylosulfotlenek (DMSO), dioctan karboksyfluresceiny
(6-CFDA), dwumaslan cAMP, glukoza, L-glutamina, glicyna, HEPES,
immunoglobulina ludzka, inhibitory proteaz, jabtczan, jodek propidyny, kwas
all-trans retinojowy, kwas ortofosforowy 85%, lucyferyna, lucyferaza, lipoamid,
marker do elektroforezy, B-merkaptoetanol, MOPS, NADH, NBT, oleje silikonowe
AR20 1 AR200, pirogronian sodu, plodowa surowica wotowa (FBS), podloze do
hodowli komorkowych Eagle zmodyfikowane wedlug Dulbecco (DMEM),
przeciwciala anty-mouse IgG-AP, weglan potasu, wodoroweglan potasu, roztwor
penicyliny i streptomycyny, sacharoza, SDS, TRIS, Triton-X100, Tween-20.
Odczynniki pochodzace z Fluka Analytical (Poznan, Polska): arsenazo III, kwas
nadchlorowy.
Odczynniki pochodzace z POCH (Gliwice, Polska): chlorek cynku, etanol, kwas
solny, metanol, wodorotlenek sodowy.
Odczynniki pochodzace z Invitrogen (Warszawa, Polska): TSQ, iBlot” Gel Transfer
Stacks PVDF.
Odczynniki pochodzace z firmy Bio-Rad (Warszawa, Polska): Coomasie Brilliant
Blue G-250, bufor Laemmli, zel poliakrylamidowy 4-20%.
Przeciwciata pochodzace z firmy Synaptic System (Goettingen, Niemcy): ZnT1.
Przeciwciata pochodzace z firmy Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA):
goat anti-rabbit.
Naczynia plastikowe jednorazowego uzytku do hodowli komérek byty dostarczone

przez Sarstedt (Stare Babice, Polska) i Medlab (Raszyn, Polska).
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5 WYNIKI

5.1 Opracowanie i walidacja metody oznaczania wewnatrzkomorkowego
cynku calkowitego

5.1.1 Wybor optymalnych warunkow pomiaru

Metoda oznaczania cynku (Zn) opiera si¢ na selektywnym wigzaniu tego
kationu przez barwnik fluorescencyjny 6-metoksy-(8-para-toluenosulfonamido)-
chinolina (TSQ) w obecnosci fizjologicznych stezen jonow Ca>" i Mg”". TSQ (Rye.
5) zostal po raz pierwszy uzyty przez Fredericksona (1987) w barwieniu
histochemicznym Zn w tkankach po$miertnych mézgu (Frederickson 1 wsp., 1987).
W kompleksie TSQ-Zn>" dwie czasteczki liganda wiaza jeden jon Zn>™ (Prat i wsp.,
1991).

HsCO
A Wzor sumaryczny

_ Ci17H16N2038S

N
Masa czgsteczkowa

HN
N
S CHs 328.385 g/mol
7\ i:>
0O o

Ryc. 5. Wzér strukturalny barwnika fluorescencyjnego TSQ utworzony za pomoca
programu ChemDrew.

Widmo wzbudzenia i emisji barwnika TSQ (60 pmol/L) mierzone w buforze 100
mmol/L HEPES pH 7.4 w obecno$ci wzrastajacego stezenia Zn przedstawia rycina 6,

7.
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Ryc. 6. Widmo wzbudzenia TSQ w obecnosci wzrastajacych stgzen Zn (0-50 pmol/L) przy
dtugosci fali 495 nm (maksimum emisji) mierzone w 100 mmol/L buforze HEPES
pH 7.4.
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900 /\

800 / \

700 / \
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Ryc. 7. Widmo emisyjne TSQ w obecno$ci wzrastajacego stezenia Zn (0-50 puM) przy
dlugosci fali wzbudzenia 335 nm mierzone w 100 mmol/L buforze HEPES pH 7.4.

W celu kalibracji metody pomiaru Zn catkowitego wykonano roztwory wzorcowe
1-50 umol/L proby, a nastepnie do kuwety pomiarowej dodano 1800 pL 100 mmol/L
buforu HEPES pH 7.4, 200 pL kazdego ze wzorcow (Tabela 2) i zmierzono
intensywno$¢ fluorescencji (RLU) z roznymi stezeniami TSQ (Tabela 3).
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Przygotowanie standardow w celu wykonania krzywej kalibracyjnej przedstawiono

w Tabeli 1 (patrz rozdz. 4.4).

Tabela 2. Schemat wykonania pomiaru krzywej kalibracyjnej do oznaczania Zn

Stezenie umole/L proby
Zawarto$¢ (nmole/probe) ! 2 3 4 > 6
1.0
0.2) 200
2.0
(0.4) 200
5.0
Zn (1.0) 200
10
2.0) 200
20
(4.0) 200
50
(10.0) 200
0.1 mmol/L
HEPES [uL] 1800 g
Tabela 3. Dobor optymalnego sktadu srodowiska pomiarowego
[£n] (nmolL proby) 0 1.0 | 20 | 50 | 100 | 200 | 50.0
Zawarto$¢ Zn = — — — p p -
(nmole/prébe) (0.0) | (0.2) | (0.4) | (1.0) | (2.0) | (4.0) | (10.0)
0.1 mol/L HEPES
1 mg/mL TSQ w EtOH 197 617 941 999.9
[20 pL]
0.1 mol/L HEPES
1 mg/mL TSQ w DMSO 17 35 52 83 125 189 351
[20 pL]
0.1 M HEPES
2 mg/mL TSQ w DMSO 17 41 67 127 235 438 739
[20 pL]
0.1 M HEPES
2 mg/mL TSQ w DMSO 22 43 67 133 268 446 823
[30 uL]
H,O
1 mg/mL TSQ w EtOH 193 970 | 999.9 | 999.9
[20 pL]
H,O
1 mg/mL TSQ w DMSO 203 508 946 | 999.9
[10 pL]
H,O
1 mg/mL TSQ w DMSO 247 616 832 999.9

[20 puL]

Dane z pojedynczego oznaczenia reprezentatywnego dla 3 doswiadczen.
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5.1.2 Powtarzalnos¢ i odtwarzalnos¢

Tabela 4. Powtarzalno$¢ oznaczania Zn we wzorcu metodg spektrofluorymetryczng — seria

jednoczesna

[Zn] pmol/L proby
Zawarto$¢ Zn
(nmole/prébe)

ARLU

P

(O]

WZ (%)

1
(0.2)

36
36
36
36
36
38
35

36.1

0.9

[\

(0.4)

65
69
64
64
65
64
63

64.9

1.9

9]

(1.0)

162
157
168
167
162
162
159

162.4

3.9

10

(2.0)

280
274
278
271
274
288
278

2717.6

5.5

Skroty: i, $rednia arytmetyczna; OS, odchylenie standardowe; WZ, wspotczynnik

zmiennoSci
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Tabela 5. Wartosci ARLU dla krzywej wzorcowej do oznaczania Zn — seria niejednoczesna

TNTE ARLU _
(nmole/prd X OS | WZ
Dzien | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 (%)
012 21 30 | 23 24 | 22 | 29 | 29 | 25 23 23 24 | 3.2 13
024 45 48 | 48 50 | 48 53 56 53 43 47 | 49 | 3.9 8
1§0 111 ] 108 | 111 | 110|106 | 123 | 115| 99 | 129 | 109 | 112 | 8.5 8
21—(()) 246 | 242 | 240 | 218 | 226 | 244 | 259 | 254 | 234 | 218 | 238 | 14 6
j% 424 | 430 | 423 | 368 | 383 | 423 | 429 | 456 | 422 | 396 | 415 | 25.7 6
1%—00 801 | 809 | 783 | 721 | 687 | 760 | 763 | 782 | 701 | 764 | 757 | 41.3 5

Skroty: X, s$rednia arytmetyczna; OS, odchylenie standardowe; WZ, wspolczynnik

zmiennoS$ci

W celu oznaczenia catkowitego wewnatrzkomoérkowego Zn, odpowiednio
przygotowane komorki (patrz 4.1.1., 4.1.2) zawieszano w 0.3 ml 4% HCIOs,
a nastepnie zobojetniano 7.5N K,CO; do pH 6.0. Do kuwety reakcyjnej, zawierajacej
1800 puL 100 mmol/L buforu HEPES pH 7.4, dodawano 0-200 uL proby badanej
oraz 20 pL TSQ 2 mg/mL. Intensywnos$¢ fluorescencji odczytywano po
20 minutach przy dlugosci fali wzbudzenia 335 nm oraz emisji 495 nm. Zawarto$¢
Zn odczytywano z wykresu kalibracyjnego, od 0.2 do 4.0 nmoli Zn/probe (Tabela 1,
Ryec. 8).
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900- =@~ 30 pumol/L TSQ
- 60 pmol/L TSQ
800+ =& 90 umol/L TSQ

700+
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01 2345678910
ZnCl,
(nmol/merby)

Ryc. 8. Krzywe kalibracyjne do oznaczania catkowitego Zn wewngtrzkomorkowego przy
roznych stezeniach TSQ (patrz Tabela 3).

Wykres kalibracyjny dla Zn przedstawiony na Ryc. 8 (60 umol/L TSQ), wraz z
danymi wskazujacymi na dobre parametry tej metody (Tabela 6, 7), byt
wykonywany w kazdym dos$wiadczeniu. Na jego podstawie obliczano zawartosci

metalu w badanych probkach komorek.

Tabela 6. Powtarzalno$¢ oznaczen zawartoSci Zn w komorkach SN56 metoda
spektrofluorymetryczng — seria jednoczesna

Zawarto$¢ Zn f
(nmole/prébe)
2.01
1.89
2.03

, 1.88

Préba nr 1 191 1.95 0.06 3
1.95
2.03
1.90
1.86
1.75
1.88
, 1.74
Proba nr 2 1.69 1.80 0.07 4
1.76
1.80

1.89

Nr préby OS WZ (%)

Skroty: X, érednia arytmetyczna; OS, odchylenie standardowe; WZ, wspotczynnik
zmiennosci.
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Tabela 7. Odtwarzalno$¢

oznaczen zawartos$ci

Zn w komoérkach SN56 metoda
spektrofluorymetryczng — seria niejednoczesna

Nr préb Zawarto$¢ Zn (nmole/probe) i
X OS | WZ
Dzien| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 (%)
Pn%lga 1.47 {126 | 1.28 | 1.20 | 1.38 | 1.23 | 1.22 | 1.48 | 1.55|1.49 | 1.36 | 0.13 | 10
Pn%za 1.85(1.19 1097|145 128 | 1.15| 1.11 | 1.81 | 1.68 | 1.56 | 1.42 | 0.21 | 15

Skroty: X, érednia arytmetyczna; OS, odchylenie standardowe; WZ, wspotczynnik

zmiennosci.

Odzysk dla prob badanych wynosit 94+5%.

5.2 Charakterystyka

parametrow

enzymatycznych

i

metabolicznych
nieroznicowanych cholinergicznych komérek SN56 i astroglejowych C6

Tabela 8. Poziomy badanych w pracy parametrow pomiarowych w nierdéznicowanych
neuronalnych komorkach cholinergicznych SN56 i astroglejowych C6.

Parametr SN56 C6
PDHC
+
(nmol/min/mg biatka) 6.81+0.14 2.76+0.15
Akonitaza
(nmol/min/mg biatka) 25.02+1.34 17.24+0.96
IDH-NADP
(nmol/min/mg biatka) 18.85+1.85 20.8+0.5
Catkowity acetylo-CoA .
(nmol/min/mg biatka) 32.7%2.93 22.842.93
Calkowity Ca .
(nmol/mg biatka) 30.0+4.7 23.5+2.8
Calkowity Zn
(nmol/mg biatka) 2.09+0.26 1.02+0.15
ZnT1/B-aktyna 0.75£0.05 1184015

*Dane z pracy Ronowska i wsp. 2007.
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5.3 Wplyw cynku na morfologi¢ komoérek SN56 i C6

5.3.1 Komorki cholinergiczne neuroblastoma SN56

Wecezeéniejsze doswiadczenia wykazaty, ze Zn w stezeniu do 0.1 mmol/L nie
powodowat zmian w morfologii komérek SN56 (Ronowska i wsp., 2007). Dodanie
0.15 mmol/L Zn powodowalo obnizenie stopnia proliferacji komorek, zanik
wypustek neuronalnych i potagczen miedzykomorkowych (Rye. 9D). Jednoczesnie

obserwowano pojawianie si¢ wodniczek oraz ziarnisto$ci wewnatrz komorek oraz

deformacji ich blon plazmatycznych (Ryc. 9C).

Ryc. 9. Wplyw Zn na morfologi¢ neuronalnych komoérek cholinergicznych SN56
A) kontrola, komorki nier6znicowane (KN SN56), B) kontrola, komorki
roznicowane dbcAMP/RA (KR SN56), C) KN SN56 z 0.15 mmol/L Zn, D) KR
SN56 z 0.15 mmol/L Zn. Zdjgcia wykonano pod powigkszeniem 400-krotnym,
reprezentatywne dla 3 do§wiadczen.

5.3.2 Komorki astroglejowe C6

Ekspozycja komorek C6 na dbcAMP/RA przez 48 godzin powodowata
obnizenie szybkosci proliferacji przy jednoczesnym wydluzeniu wypustek i zmianie

ksztattu na bardziej wrzecionowaty (Ryc. 10A, B). Zn w stezeniu do 0.20 mmol/L

nie powodowal zmian w morfologii komérek C6 w warunkach podstawowych
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(Ryc. 10C). W komorkach C6 eksponowanych na dbcAMP/RA dodanie 0.20
mmol/L Zn powodowato obnizenie szybkosci proliferacji komorek, zanik wypustek

1 polaczen miedzykomorkowych (Ryc. 10D). Nieznacznie wyzsze bo 0.22 mmol/L

stezenie dodanego Zn powodowato podobne zmiany degeneracyjne w obu

fenotypach komorek C6 (Ryc. 10E, F).

Ryc. 10. Wplyw Zn na morfologi¢ komorek astrocytarnych C6 A) kontrola, komorki
astrocytarne nieroznicowane (KN C6), B) kontrola, komorki astrocytarne
réznicowane dbcAMP i RA (KR C6), C) KN C6 z 0.20 mmol/L Zn, D) KR C6
z 0.20 mmol/L Zn, E) KN C6 z 0.22 mmol/L Zn, F) KR C6 z 0.22 mmol/L Zn.
Zdjecia wykonano pod powigkszeniem 400-krotnym, reprezentatywne dla
3 do$wiadczen.
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5.4 Akumulacja cynku w warunkach dlugoczasowych i jego cytotoksyczny
wplyw na komorki SN56 i C6
5.4.1 Zroznicowana akumulacja Zn w réznych fenotypach komorek SN56 i C6
W nierdznicowanych i réznicowanych komorkach cholinergicznych SN56, po
ekspozycji na zewnatrzkomorkowe stezenia Zn do 0.1 mmol/L nie obserwowano
akumulacji tego kationu. Po 24 godzinnej ekspozycji nierdznicowanych
1 réznicowanych neuronalnych komoérek SN56 na 0.15 mmol/L Zn jego
wewnatrzkomoérkowa akumulacja wynosita odpowiednio 5.46 oraz 6.66 nmoli/mg
biatka (Ryc. 11). W tych samych warunkach wewnatrzkomorkowy poziom Zn
w nieréznicowanych 1 roéznicowanych komorkach astroglejowych C6 wynosit
odpowiednio 1.64 oraz 2.12 nmoli/mg biatka (Ryc. 11). Przy 0.25 mmol/L stezeniu
Zn w $rodowisku jego akumulacja wynosita 6.45 nmoli/mg biatka w KN C6,
natomiast w KR C6 wzrastata az do 20.1 nmoli/mg biatka (Ryc. 11).

*%*

607 .m- KN SN356
-A- KR SN56
404 = KN Co ,
—_ -A- KR C6 ’
ﬁ § *I'
S -
£5 20 A
S w0 ’,
= 8 :
=S 1]
é s
S
5-
0.
0.0 0.1 0.2 0.3
ZnCl,
(mmol/L)

Ryc. 11. Dlugoczasowy, zalezny od stgzenia wplyw Zn na jego akumulacje w
nier6znicowanych i roznicowanych komorkach cholinergicznych SN56 oraz C6.
Wyniki sa warto$ciami $rednimi+=SEM z 8-14 do$wiadczen. Znamiennie rézne od:

kontroli, *p<0.01, **p<0.001.
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Obecnos¢ biatka ZnT1 w komorkach SN56 oraz C6 zostala potwierdzona
pohilosciowa metoda Western Blot (Ryc. 12). Metoda ta wykazano, ze Zn
w stezeniach do 0.15 mmol/L nie powodowal zmian poziomu biatka ZnT1
w komoérkach SN56 (Ryc. 12A, B). Podobnie nie wykazano zmian poziomu tego

biatka w komorkach astrocytarnych C6 eksponowanych na zwigkszajace si¢ do 0.20

mmol/L stezenia Zn (Ryc. 12C, D).
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Ryc. 12. Dlugoczasowy, zalezny od st¢zenia wpltyw Zn na poziom biatka ZnTl1
w nier6znicowanych i roznicowanych komorkach cholinergicznych SN56 (A, B)

oraz C6 (C, D) wykonywany technika Western Blot. Na kazda $ciezke nanoszono
50 pg biatka. Zdjecia sa reprezentatywne dla 3 niezaleznych dos$wiadczen.
Wykresy zawierajg wzgledne zmiany zawartosci ZnT1 w stosunku do B-aktyny i sa
warto$ciami Srednimi+SEM z 3 doswiadczen.
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Natomiast przy uzyciu testu ELISA wykazano okolo 40% spadek poziomu ZnT1
zardwno w KN, jak 1 KR neuronalnych SN56 przy ekspozycji na 0.15 mmol/L (Ryc.
13).

ZnT1
(% poziomu kontrolnego KN)

—8—- KN SN356
-k KR SN56
40- ~ *
0.00 0.05 0.10 0.15
Zn(l,
(mmol/L)

Ryc. 13. Dlugoczasowy, zalezny od st¢zenia wplyw Zn na poziom biatka ZnT1 w
nieroznicowanych (KN) i roznicowanych (KR) komoérkach cholinergicznych SN56
(oznaczenie metodg ELISA). Wyniki sg wartoSciami S$rednimi+SEM z 4
doswiadczen. Znamiennie r6zne od: kontroli, *p<0.05. Wartos¢ wzgledna 100%
odpowiada zawartosci 167.8+12.9 pg/mg biatka ZnT1 dla KN SN56.

5.4.2 Cytotoksyczny wplyw akumulacji Zn na komorki SN56 i C6

Po 24 godzinnej ekspozycji neuronalnych komoérek SN56 na 0.20 mmol/L Zn
frakcja uszkodzonych komorek nier6znicowanych wynosita 40%, a réznicowanych
45% (Ryc. 14). W tych samych warunkach $miertelno$¢ nier6znicowanych, jak i
réznicowanych astroglejowych C6 wynosita 2-20%. Dopiero wzrost st¢zenia Zn w
srodowisku hodowlanym do 0.25 mmol/L powodowal zwigkszenie frakcji
uszkodzonych KN C6 do 35%, podobne do obserwowanego w SN56 przy stezeniu
Zn 0.20 mmol/L. W tych warunkach frakcja uszkodzonych KR C6 wzrastata do 88%
(Ryc. 14).
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Ryc. 14. Dlugoczasowy, =zalezny od stezenia wplyw Zn na frakcyjng zawartos$¢
pozakomoérkowego LDH nierdznicowanych i roznicowanych komorek SN56 1 C6.
Wyniki sg warto$ciami §rednimi+=SEM z 4-11 doswiadczen. Znamiennie rézne od:
kontroli, *p<0.05, **p<0.001.

Stopien uszkodzenia komoérek C6 zbadano réwniez metoda immunofluoro-
histochemiczng barwienia réznicowego komorek dioctanem karboksyfluoresceiny
(6-CFDA) oraz jodkiem propidyny (PI). W warunkach kontrolnych zywe komorki
astrocytarne C6 wykazywaty intensywna, zielong fluorescencje 6-CFDA (Ryc. 15B).
Po 24 godzinnej ekspozycji tych komoérek na 0.22 mmol/L Zn zaobserwowano
zmian¢ w ich morfologii; komorki tracity wypustki, przybieraly okragly ksztatt z
deformacjami bton plazmatycznych (Ryc. 15C). W tych warunkach komorki C6
wybarwiaty si¢ PI na czerwono, wskazujagc na obecnos¢ uszkodzen integralnosci
btony komdrkowej (Ryc. 15D). Wskazuje to na obecno$¢ péznych stadiow apoptozy

1 proceséw nekrotycznych.
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Ryc. 15. Przyktadowe obrazy komorek astrocytarnych KN C6 w warunkach kontrolnych A)
obraz w mikroskopie $wietlnym, B) komoérki C6 wybarwione dioctanem
karboksyfluoresceiny (6-CFDA); przewlekly wptyw 0.22 mmol/L Zn na komorki
KN C6 C) obraz w mikroskopie §wietlnym, D) barwienie jodkiem propidyny (PI).
Zdjecia komorek wykonano pod powigkszeniem 120-krotnym; reprezentatywne
dla 3 doswiadczen.

Na podstawie powyzszych wynikow (Ryc. 11, 14) wykazano istnienie znamiennej
korelacji nieprostoliniowej o charakterze nasyceniowym, wznoszacym pomiedzy
akumulacja Zn w komorkach C6, a wielkoscig frakcji uwalnianej z nich
dehydrogenazy mleczanowej (KN C6 r=0.90; KR C6 r=0.99; Ryc. 16). Natomiast w
przypadku komorek neuronalnych, wykresy wysoce znamiennych korelacji migdzy
akumulacja Zn a stopniem uszkodzenia komoérek SN56 wykazywaty naktadajace si¢
na siebie przebiegi nieprostoliniowe o charakterze wznoszacej hiperboli (concave up)

(KN SN56=0.99, KR SN’56 r=0.99) (Ryc. 17).
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Ryc. 16. Korelacja pomiedzy akumulacja Zn a

LDH uwolnionym =z komorek

nieréznicowanych i roznicowanych C6 eksponowanych przez 24 godziny na
wzrastajgce st¢zenia Zn (wedtug danych z Ryc. 11, 14; liczby opowiadajg stezeniu

dodanego Zn w mmol/L).
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Ryc. 17. Korelacja pomiedzy akumulacja Zn a

uwalnianiem LDH 2z komorek

nierdznicowanych i réznicowanych SN56 eksponowanych przez 24 godziny na
wzrastajace stezenia Zn (wedtug danych z Ryc. 11, 14; liczby opowiadaja stgzeniu

dodanego Zn w mmol/L).
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Uwalnianie LDH, biatka o duzej masie czasteczkowej jest wskaznikiem znacznego
uszkodzenia, lub calkowitego rozpadu komorek spowodowanego dziataniem
czynnikow cytotoksycznych. Oznaczenie LDH w $rodowisku hodowlanym jest
miarg toksycznosci badanej substancji wzgledem komorek (Kornberg, 1955).
Natomiast utrata zdolnos$ci wydalania btekitu trypanu wskazuje na utrat¢ zaleznych
od energii funkcji transportowych komoérek 1 przerwanie integralnosci blony
komorkowej. Niezmieniona strukturalnie 1 wlasciwie funkcjonujaca blona zywych
komorek wykazuje zdolno$¢ usuwania dodatnio natadowanych czasteczek barwnika
biegkitu trypanu. Komorki uszkodzone wybarwiajg si¢ tym barwnikiem (Manford i
Patterson, 1979). Zalezne od stezenia Zn zmiany frakcyjnego uwalniania LDH
wykazywaty dodatnig prostoliniowa znamienng korelacj¢ ze zmianami frakcji
uszkodzonych pochtaniajacych bigkit trypanu komorek KN i KR SN56 (KN SN56
=0.99, p=0.006; KR SN56 1=0.99, p=0.004).
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Ryc. 18. Korelacje pomiedzy frakcjami komorek pochtaniajacych biekit trypanu i LDH
uwolnionego z komoérek neuronalnych: nier6znicowanych (KN) i roznicowanych
(KR) SN56 eksponowanych przez 24 godziny na wzrastajace stgzenia Zn (liczby
opowiadaja st¢zeniu dodanego Zn w mmol/L).
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5.5 Dlugoczasowy wplyw Zn na aktywnos¢ wybranych enzymow metabolizmu
energetycznego w komorkach cholinergicznych SN56 i astroglejowych C6

Po$miertne badania moézgéw chorych z AD wykazaty spadki aktywnosci
szeregu enzymoOw metabolizmu energetycznego, w tym dehydrogenazy
pirogronianowej, akonitazy i dehydrogenazy izocytrynianowej NADP-zaleznej
(Bubber 1 wsp., 2005). Z kolei nasze badania na neuronalnych hodowlach
komoérkowych wykazaty, ze przyczyng tych spadkdw moga by¢ tzw. neurotoksyny
alzheimerowskie, ktore w r6znym stopniu hamowaly aktywnos$ci tych enzymow
(Bielarczyk 1 wsp., 2003; Ronowska i wsp., 2007; Szutowicz i wsp., 2013).

Uzasadnialo to podj¢cie takich badan w przypadku komorek astrocytarnych.

5.5.1 Dlugoczasowy wplyw Zn na aktywnos¢ kompleksu dehydrogenazy
pirogronianowej (PDHC) w komorkach astrocytarnych i neuronalnych

Aktywnos$¢ PDHC w KN 1 KR SN56, hodowanych w srodowisku DMEM-FBS
wynosita odpowiednio 6.81+0.14 oraz 6.37+0.34 nmoli/min/mg biatka calkowitego.
Natomiast aktywno$s¢ PDHC w KN 1 KR C6, hodowanych w $§rodowisku DMEM-
FBS byta okoto 3 razy nizsza niz w komodrkach SN56 1 wynosita odpowiednio
2.76+0.15 (p<0.0001) oraz 2.40+0.26 (p<0.0001) nmoli/min/mg biatka catkowitego.
Ekspozycja komodrek SN56 na 0.10 mmol/L stezenie Zn przez 24 godziny nie
powodowata inhibicji aktywnosci PDHC (Ryc. 19). Natomiast Zn w stezeniu 0.15
mmol/L spowodowal zahamowanie aktywnos$ci tego enzymu w KN 1 KR SN56
odpowiednio o 58 i 56% (Ryc. 19). W komérkach C6, Zn w stezeniu 0.15, 0.175
oraz 0.20 mmol/L nie powodowatl inhibicji aktywnosci PDHC (Ryc. 19).
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Ryc. 19. Aktywno$¢ PDHC w nier6znicowanych (KN SN56) i réznicowanych (KR SN56)
cholinergicznych neuroblastoma SN56 oraz nieréznicowanych (KN C6)
i r6znicowanych (KR C6) komorkach astroglejowych C6 eksponowanych przez 24
godziny na wzrastajace stezenia Zn. Wyniki sg wartosciami srednimi+=SEM z 3-5
doswiadczen. Znamiennie rozne od: kontroli, *p<0.001; znamiennie rézne od
aktywnosci w SN56, 1p<0.0001.
5.5.2 Dlugoczasowy wplyw Zn na aktywnos¢ akonitazy
Aktywnos$¢ akonitazy w KN 1 KR SN56 hodowanych w srodowisku DMEM-
FBS wynosita odpowiednio 25.34+1.34 oraz 22.58+2.0 nmoli/min/mg biatka
calkowitego. Natomiast aktywno$¢ akonitazy w KN i KR C6 hodowanych
w srodowisku DMEM-FBS byla nizsza niz w komorkach neuronalnych i wynosita
odpowiednio 17.24+0.96 (p=0.0015) oraz 14.93+1.20 (p=0.0117) nmoli/min/mg
biatka catkowitego. Ekspozycja komoérek SN56 na 0.10 mmol/L stezenie Zn przez 24
godziny nie powodowata inhibicji aktywnosci akonitazy (Ryc. 20). Natomiast Zn
w stezeniu 0.15 mmol/L spowodowat zahamowanie aktywnosci tego enzymu w KN
1 KR SN56 odpowiednio o 67 i 57% (Ryc. 20). Zn w stezeniu 0.15 oraz 0.175
mmol/L nie powodowato inhibicji aktywnos$ci akonitazy w komodrkach C6 (Ryc. 20).
Natomiast Zn w stezeniach 0.20 oraz 0.22 mmol/L powodowal zahamowanie
aktywnosci tego enzymu w KN C6 odpowiednio o 26 i 67%, natomiast w KR C6
odpowiednio 0 431 62% (Ryc. 20).
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Ryc. 20. Aktywnos$¢ akonitazy w nieroznicowanych (KN SN56) i réznicowanych (KR
SN56) cholinergicznych neuroblastoma SN56 oraz nier6znicowanych (KN C6)
i r6znicowanych (KR C6) komorkach astroglejowych C6 eksponowanych przez 24
godziny na wzrastajgce stezenia Zn. Wyniki sg wartosciami $rednimi+SEM z 3-5
doswiadczen. Znamiennie rézne od: kontroli, *p<0.01; znamiennie roézne od
komorek neuronalnych, 1p<0.01.

5.5.3 Dlugoczasowy wplyw Zn na aktywnos$¢ dehydrogenazy izocytrynianowej
NADP-zaleznej (IDH-NADP) w komoérkach C6

Nasze poprzednie badania wykazaty, ze Zn nie hamowat aktywnosci IDH-

NADP w neuronalnych komoérkach SN56 (Ronowska i wsp., 2007). Dlatego w
przedstawianej pracy zbadano wylacznie wptyw Zn na IDH-NADP w komorkach
Cé.
Aktywnos¢ IDH-NADP w komoérkach nieréznicowanych i1 réznicowanych C6
hodowanych w $§rodowisku DMEM-FBS wynosita odpowiednio 18.85+1.85 oraz
17.63+0.27 nmoli/min/mg biatka catkowitego. Ekspozycja komoérek C6 na 0.15,
0.175 oraz 0.20 mmol/L stezenie Zn przez 24 godziny nie powodowata inhibicji
aktywnosci IDH (Ryc. 21). Natomiast Zn w stezeniu 0.22 mmol/L powodowat
zahamowanie aktywnosci tego enzymu w KN 1 KR C6, odpowiednio o 49 1 41%
(Ryc. 21).

79



22 - KN C6

IDH-NADP
(nmol/min/mg biatka)

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
ZnCl,
(mmol/L)

Ryc. 21. Aktywnos$¢ dehydrogenazy izocytrynianowej NADP-zaleznej w nieréznicowanych
i réznicowanych komorkach astroglejowych C6 eksponowanych 24 godziny na
wzrastajace stezenia Zn. Wyniki sg warto$ciami $rednimi+SEM z 3 doswiadczen.
Znamiennie rozne od: kontroli, *p<0.001.

5.6 Krotkoczasowy cytotoksyczny wplyw Zn na cholinergiczne komorki SN56

W doswiadczeniach neurotoksycznosci krétkoczasowej, komoérki po zebraniu

z mnaczynia hodowlanego przenoszono do $rodowiska depolaryzacyjnego

zawierajacego 20 mmol/L bufor HEPES, pH 7.4, 1.5 mmol/L bufor fosforanowo-

sodowy (pH 7.4), 90 mmol/L NaCl, 30 mmol/L KCl, 2.5 mmol/L pirogronian, 2.5

mmol/l jabtczan. Do przemywania komoérek uzyto srodowiska inkubacyjnego

zawierajacego 100 mmol/L EDTA. Srodowisko nie zawierato surowicy ptodowe;.

W warunkach depolaryzacyjnych, kontrolnych (bez Zn) frakcja komorek

uszkodzonych, nie wydalajacych bigkitu trypanu wynosita okoto 2% (Ryc. 22B).

Natomiast 30 minutowa ekspozycja na Zn powodowata zalezny od jego st¢zenia

wzrost frakcji komorek uszkodzonych osiggajacy 70% przy 0.25 mmol/L stezeniu

tego kationu (Ryc. 22B). W catym zakresie stezen Zn nie powodowat zmian

calkowitej liczby zardwno KN, jak i KR (Ryc. 22A).
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Ryc. 22. Kroétkoczasowy, zalezny od stgzenia wplyw Zn na wzrost komorek (A) i ich
zdolno$¢ do wydalania biekitu trypanu (B). Wyniki sg warto$ciami $rednimi=SEM
z 3 doswiadczen. Znamiennie r6zne od: kontroli, *p<0.001.
Krotkoczasowa, 30 minutowa ekspozycja komorek cholinergicznych SN56 na
wzrastajace stezenie Zn wykazata jego akumulacje o charakterze nienasycajacym,
ktora przy jego 0.15 mmol/L stezeniu osiggata wartosci 78 1 98 nmoli/mg bialka,
odpowiednio w KN 1 KR (Ryc. 23).
Zn obecny w Srodowisku depolaryzujacym akumulowat si¢ w komorkach C6,
proporcjonalnie do jego stezenia. Akumulacja byta proporcjonalna do stezenia Zn w
srodowisku i miata charakter nienasycajacy. Przy 0.25 mmol/L st¢zeniu Zn w
srodowisku osiggata ona wartosci 82 nmoli/mg biatka w KN C6 oraz 112 nmoli/mg
biatka w KR C6 (Ryc. 32). Akumulacja w KR C6 byta znamiennie wyzsze niz w KN
C6 (p<0.01).
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Ryc. 23. Krétkoczasowa, zalezna od stezenia akumulacja Zn w zdepolaryzowanych
komorkach cholinergicznych SN56 i astroglejowych komorkach C6. Wyniki sg
wartosciami  $rednimi+SEM  z  3-4 doswiadczen. Znamiennie r6zne od:
odpowiedniej kontroli, *p<0.05, **p<0.001; znamiennie ré6zne od akumulacji Zn
w KN C6, 1p<0.01; znamiennie rézne od akumulacji Zn w KN i KR C6
0.25 mmol/L, § p<0.05, {1 p<0.01.

Krétkoczasowa akumulacja Zn w komorkach SN56 powodowata w tym czasie

wzrost frakcji komorek uszkodzonych mierzonej zdolnoscig do usuwania biekitu

trypanu. Wykazywata ona nieprostoliniowa, nasycajaca zaleznos¢ pierwszorzedowej
hiperboli od poziomu nagromadzonego Zn (Ryc. 24). Przy podobnych poziomach

akumulacji tego kationu, KN SN56 wykazywaly mniejszy stopien uszkodzenia niz

komorki KR SN56 (Ryc. 24).
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Ryc. 24. Korelacja pomigdzy akumulacjag Zn a frakcjag komorek uszkodzonych KN i KR
SN56 eksponowanych przez 30 min w S$rodowisku depolaryzacyjnym na
wzrastajace stezenia Zn (wedlug danych z Ryc. 22B, 23; liczby przy wykresach
opowiadajg stezeniu dodanego Zn w mmol/L).

5.6.1 Krotkoczasowy wplyw Zn na poziom Ca w przedzialach subkomorkowych
cholinergicznych komérek SN56

W s$rodowisku depolaryzacyjnym wzrastajace stezenia Zn do 0.1 mmol/L nie
powodowaty istotnie statystycznych zmian w zawartosci Ca w cytoplazmie
i mitochondriach komoérek SN56. Dalszy wzrost zewnatrzkomodrkowego Zn
powodowat ponad dwukrotny wzrost zawartosci Ca w cytoplazmie 1 obnizenie jego

poziomu o 50% w mitochondriach zarowno w KN, jak i KR SN56 (Ryc. 25A, B).
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Ryc. 25. Krotkoczasowy, zalezny od stezenia wplyw Zn na poziom Ca w przedziale
cytoplazmatycznym i mitochondrialnym A. nierdéznicowanych; B. réznicowanych
komorek cholinergicznych SN56. Wyniki sg warto$ciami $rednimi+SEM z 4

doswiadczen. Znamiennie r6zne od: kontroli, *p<0.001.

Wykazano istnienie znamiennej korelacji migdzy akumulacja Zn i poziomem Ca

w cytoplazmie (KN SN56 1=0.99, p=0.0004; KR SN56 r=0.99, p<0.0001)

1 odwrotnie proporcjonalng korelacje migdzy akumulacja Zn i1 poziomem Ca

w mitochondriach (KN SN56 r=0.88, p=0.0488; KR SN56 r=0.97, p=0.0054) (Ryc.

26).
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Ryc. 26. Korelacje pomiedzy akumulacja Zn 1 poziomem Ca w cytoplazmie
i mitochondriach w komdrkach nier6znicowanych (A) i réznicowanych (B) SN56.
Obliczono wedlug danych z Ryc. 23, 25; liczby przy wykresach opowiadaja

stezeniom dodawanego do Srodowiska Zn w mmol/L.
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Zalezny od Zn wzrost frakcji uszkodzonych komorek KN i KR SN56 wykazywat

odwrotng korelacje w stosunku do zmian zawartosci Ca w mitochondriach 1 prosta

korelacje¢ ze zmianami Ca w przedziale cytoplazmatycznym (Ryc. 27A, B). Wzrost

frakcji uszkodzonych KN SN56 nastgpowat przy znacznie wyzszych stezeniach Ca

mitochondrialnego niz w KR SN56 (Ryc. 27A).
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Ryc. 27. Odwrotne korelacje pomigdzy frakcja komorek pochtaniajacych biekit trypanu
a poziomem Ca w mitochondriach (A) oraz proste korelacje pomigdzy frakcja
komorek pochtaniajgcych biekit trypanu, a poziomem Ca w cytoplazmie (B) KN
i KR SN56 po 30 minutowej inkubacji w obecnos$ci wzrastajacego stezenia
zewnatrzkomorkowego Zn (wedlug danych z Ryc. 22, 25; liczby przy wykresach
opowiadaja stgzeniom dodawanego Zn w mmol/L).
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5.7 Wplyw krotkoczasowej ekspozycji komorek cholinergicznych SN56 na Zn
na aktywnos$¢ enzymow metabolizmu energetycznego

5.7.1 Wplyw Zn na aktywno$¢ kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej

30-minutowa ekspozycja, zdepolaryzowanych 30 mmol/L K*, KN i KR SN56
na 0.1 lub 0.25 mmol/L stezenia Zn, powodowata 40-50% inhibicj¢ aktywnos$ci
PDHC (Ryc. 28).

PDHC
(nmol/min/mg biatka)

Ryc. 28. Wptyw krétkoczasowej ekspozycji zdepolaryzowanych KN i KR SN56 na $rednio
1 wysoko-toksyczne stezenia Zn (Ryc. 22B), na aktywnos$¢ ich PDHC. Dane sa
warto$ciami Srednimi+SEM z 1-7 doswiadczen. Znamiennie rdézne od: kontroli bez
Zn, *p<0.001.

5.7.2 Wplyw Zn na aktywnos$¢ akonitazy

Krotkoczasowa ekspozycja KN 1 KR SN56 na 0.1 mmol/L Zn w $rodowisku
depolaryzujacym powodowala odpowiednio 38% 1 54% inhibicje aktywnosci
akonitazy. Zwigkszenie stezenia Zn do 0.25 mmol/L zwigkszato inhibicje,

odpowiednio do 67% 1 69% (Ryc. 29).
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Akonitaza
(nmol/min/mg biatka)

KR SN56

Ryc. 29. Wptyw krétkoczasowej ekspozycji zdepolaryzowanych KN i KR SN56 na $rednio
i wysoko-toksyczne st¢zenia Zn (Ryc. 22B), na aktywno$¢ ich akonitazy. Wyniki
sg wartosciami Srednimi+SEM z 3 doswiadczen. Znamiennie rozne od: kontroli
bez Zn, *p<0.001, znamiennie rézne od aktywnosci w KN C6, 1p<0.01.

5.7.3 Wplyw Zn na aktywno$¢ dehydrogenazy izocytrynianowej NADP-zaleznej

Krétkoczasowa ekspozycja depolaryzowanych KN 1 KR SN56 na 0.1 mmol/L
stezenie Zn powodowata, odpowiednio 58% 1 70% inhibicj¢ aktywnosci IDH-NADP
(Ryc. 31). Natomiast 0.25 mmol/L Zn powodowal calkowite zahamowanie

aktywnosci tego enzymu w obu fenotypach komoérek SN56 (Ryc. 30).
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IDH-NADP
(nmol/min/mg biatka)

Ryc. 30. Wptyw krétkoczasowej ekspozycji zdepolaryzowanych KN i KR SN56 na $rednio
i wysoko-toksyczne st¢zenia Zn (Ryc. 22B), na aktywnos$¢ ich IDH-NADP.
Wyniki sg warto$ciami Srednimi+SEM z 3 do$wiadczen. Znamiennie roézne od:
kontroli bez Zn, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
5.8 Krotkoczasowa akumulacja Zn i jej wplyw na komérki astrocytarne C6
Zdepolaryzowane komorki C6  akumulowaly Zn w  przestrzeni
pozakomorkowej mniej efektywnie niz komorki neuronalne SN56 (Ryc. 23).
Rowniez, w kazdym z typéw komodrek akumulacja Zn byla wyzsza po ich
zroznicowaniu (Ryc. 23). Dlatego wydawalo si¢ interesujace zbadanie jak 1 czy te

roznice odzwierciedlajg si¢ w zmianach parametréw metabolicznych komorek.

5.8.1 Wplyw na aktywnos¢ kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej
Aktywnos$¢ PDHC w zdepolaryzowanych KN i KR C6 nie ulegata zmianie po
ich 30 minutowej inkubacji z Zn w st¢zeniach od 0.05 do 0.25 mmol/L (Ryc. 31).
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Ryc. 31. Wplyw krotkoczasowej ekspozycji zdepolaryzowanych KN i KR C6 na
wzrastajace ste¢zenia Zn, na aktywno$¢ PDHC.

5.8.2 Wplyw na aktywnos$¢ akonitazy

Z kolei 30 minutowa inkubacja KN 1 KR C6 z Zn powodowala inhibicj¢
aktywnosci akonitazy. Wartosci [ICys] dla Zn w stosunku do akonitazy z KN C6
wynosita 0.107 mmol/L, a w KR C6 0.078 mmol/L (Ryc. 32B). Zwraca przy tym
uwage fakt, ze w KN C6 wykres inhibicji byl nietypowy. Mianowicie, maksymalna
inhibicja wynoszaca 52%, byla juz osiggana przy 0.1 mmol/L stezeniu Zn. Dalszy

wzrost stezenia Zn nie powodowal zwiekszenia sity jego inhibicji (Ryc. 32A).
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Ryc.32. A. Wplyw krotkoczasowej ekspozycji zdepolaryzowanych KN i KR C6 na
wzrastajace stezenia Zn, na aktywno$¢ akonitazy B. Wykresy Dixona dla wptywu
Zn na akonitazg. Wyniki sg warto$ciami $rednimi=SEM z 4 doswiadczen.
Znamiennie rozne od: kontroli, ¥*p<0.01, **p<0.001.

5.8.3 Wplyw na aktywnos$¢ dehydrogenazy izocytrynianowej NADP-zaleznej

Inkubacja KN i KR C6 przez 30 minut w $rodowisku depolaryzujagcym ze
wzrastajagcymi st¢zeniami Zn powodowala zalezny od jego stezenia spadek
aktywnosci IDH-NADP, ktory przy 0.1 mmol/L st¢zeniu tego metalu osiggat
wartosci ponad 50% (Ryc. 33A). Wartosci [I1C 5] dla inhibicji IDH-NADP przez Zn
wynosity dla KN C6 i KR C6, odpowiednio 0.085 mmol/L, i 0.121 mmol/L
(Ryc. 33B).
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Ryc. 33. A. Wplyw krotkoczasowej ekspozycji zdepolaryzowanych KN i KR C6 na
wzrastajace stezenia Zn, na aktywno$¢ IDH-NADP B. Wykresy Dixona dla
wplywu Zn na IDH-NADP. Wyniki sg wartosciami $rednimi+SEM z 4-6
doswiadczen. Znamiennie rozne od: kontroli, *p<0.01, **p<0.001.

5.9 Bezposredni wplyw Zn na aktywnos¢ enzyméw metabolizmu
energetycznego w komorkach astroglejowych Cé6

Zmiany aktywnos$ci PDHC, akonitazy i IDH-NADP zachodzace pod wptywem
dtugoczasowego dziatania Zn mogg by¢ wypadkowa bezposredniego wptywu Zn na
te enzymy oraz zmian adaptacyjnych w komorkach wywotanych przez ten metal
(Ryc. 19, 20, 21) (Ronowska i wsp., 2007). Dlatego oprdcz opisanych powyzej
badan wptywu Zn na aktywnos$¢ tych enzymow in situ (Ryc. 19, 20, 21, 31, 32, 33)
zbadano bezposredni wplyw Zn na aktywno$¢ tych enzymow w zlizowanych
komorkach C6. W tym celu komoérki hodowano w §rodowisku DMEM-FBS przez
3 dni. Po zebraniu komorki byly lizowane Tritonem X-100 w stezeniu koncowym
0.2% (w/v) (patrz rozdz. 4.1.3). Zn dodawano do S$rodowisk pomiarowych dla
poszczegbdlnych enzymoéw 1 badano jego wpltyw na ich aktywno$¢ w lizatach

komorkowych.

5.9.1 Bezposredni wplyw Zn na aktywno$¢ kompleksu dehydrogenazy
pirogronianowej w lizatach komorek astroglejowych C6

Po 10 min preinkubacji z lizatami KN i KR C6, Zn powodowat zalezne od
stezenia zahamowanie aktywno$ci PDHC, ktore przy jego 0.25 mmol/L poziomie

w Srodowisku reakcyjnym, osiggalo wartosci okoto 39% (Ryc. 34).
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Ryc. 34. Zalezny od stgzenia bezposredni wptyw Zn na aktywnos¢ PDHC w lizatach KN
i KR komorek astroglejowych C6. Wyniki sg warto$ciami $rednimi=SEM z 3-4
doswiadczen. Znamiennie rozne od: kontroli, *p<0.05.

5.9.2 Bezposredni wplyw Zn na aktywno$¢ akonitazy w lizatach komorek
astrocytarnych C6
Po 10 min preinkubacji z Zn aktywno$¢ akonitazy w lizatach KN i KR C6
ulegata zaleznej od jego stezenia inhibicji. Byla ona podobna w obu fenotypach

komorek (Ryc. 35A), a wartosci [Ki] dla obu lizatéw C6 byty podobne 1 wynosity
okoto 0.040 mmol/L (Ryc. 35B).
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Ryc. 35. A. Zalezny od stezenia bezposredni wpltyw Zn na aktywnos$¢ akonitazy w lizatach
KN i KR komorek astroglejowych C6. B. Wykres Dixona dla wptywu Zn na
aktywnos$¢ akonitazy. Wyniki sg warto$ciami $rednimi+SEM z 3 doswiadczen.
Znamiennie rozne od: kontroli, ¥*p<0.05, **p<0.001.

5.9.3 Bezposredni wplyw Zn na aktywnos$¢ dehydrogenazy izocytrynianowej
NADP-zaleznej w lizatach komorek astrocytarnych Cé6
Bezposredni wptyw Zn na aktywno$¢ IDH-NADP badano w lizatach
komorek C6 w srodowisku do oznaczania aktywnosci tego enzymu, po 10 minutowe;j
preinkubacji. W takich warunkach obserwowano zalezng od stezenia inhibicje
aktywnos$ci IDH-NADP (Ryc. 36A). Wartosci [Ki] dla tego enzymu w komorkach
nier6znicowanych C6 wynosita 0.006 mmol/L, natomiast w komorkach

roznicowanych 0.011 mmol/L (Ryc. 36B).
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Ryc. 36. A. Zalezny od stgzenia bezposredni wplyw Zn na aktywno$¢ IDH-NADP
w lizatach KN 1 KR komorek astroglejowych C6. B. Wykres Dixona dla wptywu
Zn na aktywno$¢ IDN-NADP. Wyniki sg wartosciami $rednimi=SEM z 3
doswiadczen. Znamiennie rozne od: kontroli, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

5.10 Wplyw komorek astrocytarnych C6 na cytotoksyczne dzialanie Zn na
neuronalne komoérki cholinergiczne SN56

Wiadomo, ze astrocyty moga spetniac role neuroprotekcyjng, miedzy innymi,
poprzez wychwyt neuroprzekaznikéw ekscytotoksycznych, jak réwniez poprzez
dostarczanie mleczanu oraz glutaminy do neuronow moézgu (Rae, 2014). Dlatego
w przedstawianej pracy zbadano czy astrocyty moglyby spetnia¢ role cholino-
neuroprotekcyjng w stosunku do ekscytotoksycznego dzialania wysokich stezen Zn
w przestrzeni pozakomorkowej (Ronowska i wsp., 2007).

Dos$wiadczenia  prowadzono  wstawiajac na  ptytki  hodowlane inserty
z pblprzepuszczalnym dnem zawierajagce komorki astroglejowe C6. Same puste
inserty nie zmienialy ani potencjalu wzrostowego ani wrazliwosci komorek
neuronalnych na czynniki cytotoksyczne (Gul-Hinc S. 1 wsp., dane
nieopublikowane).

Przy stosunku liczbowym komorek astroglejowych C6 do komorek neuronalnych
SN56 wynoszacym 0.4:1 (patrz rozdz. 4.1.1) zalezna od stezenia neurotoksycznos$¢

Zn ulegata znacznemu zmniejszeniu (Ryc. 37A, B).
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I tak, po 24 godzinnej ekspozycji na cytotoksyczne stgzenie Zn frakcja

uszkodzonych komorek cholinergicznych zmniejszyta si¢ z 40% do 15% w KN

SN56+C6 oraz z 45% do 22% w KR SN56+C6. (Ryc. 37A, B).
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Wpltyw komorek astrocytarnych C6 na dlugoczasowe, zalezne od st¢zenia

cytotoksyczne dziatanie Zn na nier6znicowane (A) i réznicowane (B) komorki
cholinergiczne SN56. Wyniki sg wartosciami srednimi+SEM z 3—11 doswiadczen.
Znamiennie rozne od: kontroli, ¥*p<0.05, **<0.001.

Réwniez akumulacja Zn w komorkach SN56 przy jego zewnatrzkomoérkowym

stezeniu 0.15 mmol/L, zmniejszyta si¢ z 5.15 do 2.63 nmoli/mg biatka w KN SN56
oraz z 5.46 nmoli/mg biatka do 2.29 nmoli/mg biatka w KR SN56 (Ryc. 38A, B).
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Wpltyw komorek astrocytarnych C6 na dlugoczasowa, zalezng od stezenia
akumulacje Zn w nierdznicowanych (A) i réznicowanych (B) neuronalnych
komorkach cholinergicznych SN56. Wyniki sg wartosciami §rednimi+=SEM z 3-15
doswiadczen. Znamiennie rézne od: kontroli, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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5.11 Wplyw komoérek astrocytarnych C6 na aktywno$¢ wybranych enzymoéw
metabolizmu energetycznego w komorkach SN56

Zbadano réwniez jak komorki C6 wpltywaja na aktywnosci PDHC oraz
akonitazy w SN56 eksponowanych przez 24 godziny na Zn. Wykazano, ze 0.15
mmol/L Zn powodowal okoto 50% inhibicje aktywnos$ci zardwno akonitazy, jak
1 PDHC w KN 1 KR SN56 (Ryc. 39, 40). Natomiast obecnos¢ insertow z komdrkami
C6, zapobiegala inhibicji aktywnosci PDHC 1 akonitazy przez 24 godzinng
ekspozycje komérek KN 1 KR SN56 na 0.15 mmol/L st¢zenie Zn
(Rye. 39, 40).
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Ryc. 39. Wptyw komorek astrocytarnych C6 na dlugoczasowa, zalezna od stezenia Zn
aktywnos$¢ kompleksu PDHC w KN (A) i KR (B) cholinergicznych SN56. Wyniki
sg warto$ciami srednimi=SEM z 4-7 doswiadczen. Znamiennie rézne od: kontroli,
*p<0.01, **p<0.001; warunki z 0.15 mmol/L Zn, #p<0.001. Wartos¢ wzgledna
100% odpowiada aktywnosci PDHC 7.21 nmoli/min/mg dla KN SN56 oraz 6.70
nmoli/min/mg biatka dla KR SN56.
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Ryc. 40. Wplyw komorek astrocytarnych C6 na dlugoczasowa, zalezng od stezenia Zn
aktywnos¢ akonitazy w KN (A) i KR (B) cholinergicznych SN56. Wyniki sg
warto$ciami $rednimi£SEM z 4-6 doswiadczen. Znamiennie rézne od: Kkontroli,
*p<0.05, **<0.001; warunki z 0.15 mmol/L Zn, #p<0.01. Wartos¢ wzgledna
100% odpowiada aktywnos$ci akonitazy 27.5 nmoli/min/mg biatka dla KN SN56
oraz 27.3 nmoli/min/mg biatka dla KR SN56.

Przedstawione dane wykazuja, ze przy wysokich, wystepujacych w warunkach
patofizjologicznych, st¢zeniach Zn moze akumulowaé si¢ zarowno w komorkach
neuronalnych, jak i1 astroglejowych powodujac bezposrednig inhibicje kluczowych
enzymoOw metabolizmu energetycznego (Ryc. 19-21, 28-30, 31-36). Jednakze
komorki cholinergiczne wykazywaly wigksza wrazliwo$¢ na podobne cytotoksyczne
stezenia zewnatrzkomoérkowego Zn niz komorki astrocytarne C6. Przedstawione
wyniki wykazuja, ze jedng z przyczyn moze by¢ wyzszy poziom akumulacji tego
kationu w komorkach neuronalnych (Ryc. 11, 14). Natomiast neuroprotekcyjne
dziatanie komoérek C6 w hodowlach taczonych mogto wynika¢ prawdopodobnie z

wychwytu przez nie czesci Zn ze srodowiska pozakomorkowego (Ryc. 38).
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6 DYSKUSJA

6.1 Charakterystyka modelu doswiadczalnego

6.1.1 Komorki cholinergiczne SN56

Przedstawiana praca zostala wykonana na linii komorek neuroblastoma
SN56.B5.G4 utworzonej przez fuzje neuronéw cholinergicznych z przegrody mozgu
21-dniowej myszy z mysig linig neuroblastoma N18TG2 (Blusztajn 1 wsp., 1992).
Linie blastycznych komoérek neuronalnych, maja podstawowa wade jaka jest ich
niedojrzato$¢, zdolno$¢ do nieograniczonej liczby podziatow, ktérych nie posiadaja
dojrzale neurony. Z drugiej jednak strony, komorki SN56, wyprowadzone
z cholinergicznych neuronéw przegrody mozgu, stanowity homogenng populacje
reprezentujacg ten kompartment neuroprzekazniczy w moézgu. Tym samym
wszystkie zmiany metabolizmu energetycznego i1 zwigzanego z nim fenotypu
enzymatycznego, zachodzace pod wplywem neurotoksyn, w tym Zn, mogly by¢
odnoszone wylacznie do przedziatu cholinergicznego (Ryc. 19, 20, 28-30)
(Szutowicz 1 wsp., 2013). Réwniez wzrost frakcji komorek uszkodzonych w tych
warunkach, miat odniesienie wytacznie do neuronalnych komorek cholinergicznych
o niskiej 1 wysokiej ekspresji fenotypu cholinergicznego (Ryc. 14, 22).
Doswiadczenia te wykazaty réwniez, ze uszkodzenie funkcjonalne komorek SN56
zwigzane z utratg zdolnosci do usuwania biekitu trypanu wyprzedza ich uszkodzenie
strukturalne mierzone uwalnianiem LDH do srodowiska (Ryc. 18). Wskazuja one
rowniez, ze zaré6wno uszkodzenia funkcji, jak 1 struktury wystepowaly wczesniej
w komorkach KR SN56 niz w KN SN56 (Ryc. 18, 22B). Wyniki te pozostaja
w zgodzie, z naszymi doniesieniami, ze KR SN56 byly bardziej podatne niz KN
SN56 na neurotoksyczny wptyw Al, amyloidu-beta, nadmiaru NO czy tez niedobor
witaminy B1 (Szutowicz i wsp., 2013).
Fenotyp cholinergiczny tych komorek =zostal potwierdzony w poprzednich
badaniach, poprzez wykazanie obecno$ci antygenu i aktywno$ci enzymatycznej
ChAT, oraz akumulacji ACh 1 zdolnosci do kwantowego wydzielania tego
neuroprzekaznika, jak rowniez receptorow p75-NGF, typowych dla cholinergicznych
neuronéow przegrody mozgu (Szutowicz i1 wsp., 2006). Co wigcej, komorki te
nabieraty cech metabolicznych i morfologicznych dojrzatych neuronéow przegrody
moézgu pod wplywem powszechnie znanych czynnikdéw roznicujacych takich jak

cAMP, RA, czy tez NGF (Bielarczyk i wsp., 2003a, 2003b; Blusztajn i wsp., 1992;
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Szutowicz, 2001; Szutowicz i wsp., 2000). Taki fenotyp prezentowal wysokie
aktywnosci ChAT oraz poziomy ACh zblizone do wartosci stwierdzanych
w zakonczeniach nerwowych moézgu (Tabela 9) (Szutowicz 1 wsp., 1998; Tucek,
1993). Réwniez obecna praca wykazala, ze dbcAMP w polaczeniu z RA
powodowaty pojawienie si¢ w komodrkach SN56 morfologicznych cech dojrzatosci
w postaci wypustek podobnych do neurytow tworzacych polagczenia z innymi
komorkami (Ryc. 9B).

Takze aktywnosci enzymé6w metabolizmu energetycznego w  komorkach
hodowanych w warunkach kontrolnych byly podobne do wykazywanych
w poprzednich badaniach (Ryc. 19, 20; Tabela 9) (Jankowska i1 wsp., 1997;
Ronowska i wsp., 2007). Byly one rowniez zblizone do aktywnosci tych enzymow
oznaczanych w homogenatach lub frakcji zakonczen nerwowych catego moézgu

(Tabela 9) (Bubber i wsp., 2005; Szutowicz 1 wsp., 1998, 1982c¢, 1981a).

Tabela 9. Pordéwnanie aktywnos$ci enzymoéw metabolizmu acetylo-CoA w komorkach
cholinergicznych SN56 i preparatach catego mozgu.

SN56 Caty mézg
Enzym/metabolit ™14 0i08 T pramienn: Aktywnosé/ | premion
X 1Smiennictwo yw PiSmiennictwo
poziom poziom
PDHC KN 6.8+0.1 Obecna praca | H29.5+0.9" | (Bubber i
(nmol/min/mg biatka) | KR 6.4+0.3 Rye. 19 H 12.7+0.7% wsp., 2005)
KN 8.5+0.3 (Jankowskai | H23.0+2.15* | (Szutowiczi
KR 7.0+1.1 wsp., 1997) B 26.5£3.2% | wsp., 1981)
H 30.8+1.4M (Jankowska
B 26.9+3.9M | dane nie-
opublikowane)
Akonitaza KN 25.3+1.3 | Obecnapraca | H 14.2+0.8"" | (Bubberi
(nmol/min/mg biatka) | KR 22.6+2.0 | Ryc. 20 H 2.0+0.3" wsp., 2005)
H 63.8+2.9" | (Jankowska
B 54.4+3.0" | dane nie-
opublikowane)
IDH-NADP KN 25.1£1.7 | (Ronowskai | H25.2+1.2™ | (Bubber i
(nmol/min/mg biatka) | KR 22.7+1.7 wsp., 2010) H 20.0+1.3" wsp., 2005)
H18.1+1.2M (Jankowska
B 19.3+3.7™ | dane nie-
opublikowane)

99




KDHC KN 4.0+0.1 (Ronowska i H 17.0+0.6™ (Bubber i
(nmol/min/mg biatka) | KR 3.1£0.1 wsp., 2010) H 5.0+1.4"- wsp., 2005)
H 2.9+0.3™ (Jankowska
B 5'3:&1'01\4- dane nie-
opublikowane)
Liaza ATP- KN 38.843.7 | (Jankowskai | H 4.9+0.4% (Szutowicz i
cytrynianowa KR 57.5+5.2 wsp., 1997) B 6.9+0.7%% wsp., 1982a)
(nmol/min/mg biatka) H11.2413M (Jankowska
B 10.4+2.6M | dane nie-
opublikowane)
ChAT KN 0.2240.02 | (Jankowskai | H 0.72+0.08°" | (Szutowiczi
(nmol/min/mg biatka) | KR 0.79+0.05 | wsp., 1997) B 1.87+0.13% | wsp., 1982¢)
H 0.78+0.05™ | (Jankowska
B 0.76:+0.14™ | dane nie-
opublikowane)
ACh poziom KN 220+37 (Bielarczyki | B 622.5+85" | (Jankowska
(pmol/mg biatka) KR 665+47 wsp., 2003a) dane nie-
opublikowane)
Poziom KN 30.5+1.7 | (Szutowiczi | B 30.3+3.0™ | (Szutowicz i
Acetylo-CoA KR 22.3+1.2 wsp., 2000) wsp., 1998)
(pmole/mg biatka)
B 415433 | (Jankowska
dane nie-
opublikowane)

Skroty: KN, komorki nierdznicowane; KR, komoérki réoznicowane; H, homogenaty moézgu;
B, frakcja synaptosomow; Indeksy gorne: Sz., szczur; M. mysz; L. czlowiek

Dane te wskazuja, ze przedstawione tu wyniki badan dotyczace cytotoksycznego
wplywu Zn na linie komérek SN56 mozna ekstrapolowa¢ do mozliwego cholino-
neurotoksycznego dziatania Zn w mozgu w warunkach neurodegeneracyjnych

in vivo (Bubber i wsp., 2011, 2005; Szutowicz, 2001; Szutowicz i wsp., 2013).

6.1.2 Komorki astroglejowe C6

Druga linia komoérkowa uzyta w przedstawianej pracy byly komorki
astrocytarne C6 wyprowadzone z glejaka astrocytarnego szczura indukowanego
nitrozomocznikiem (Benda i wsp., 1968). Komorki te stuzyty z kolei jako model do
badania zmian metabolizmu energetycznego w przedziale astroglejowym mozgu
w warunkach cytotoksycznego dziatania Zn.
Podobnie jak w przypadku komorek SN56, dodanie dbcAMP/RA do $rodowiska
hodowlanego tych komorek powodowato obnizenie szybkosci proliferacji oraz
wydtuzenie wypustek (Ryc. 9, 10). Podobne zmiany w komoérkach C6 zachodzace
pod wpltywem dbcAMP byly obserwowane przez innych badaczy (Bianchi i wsp.,
2008; Hu i wsp., 2008; Sakai i wsp., 1997). Ostatnie doniesienia wykazaty, ze
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roznicowanie C6 dbcAMP powodowato oprocz zmian morfologicznych, wzrost
poziomu mRNA PEN-2, GFAP, S100p, Notchl, typowych dla dojrzatych astrocytow
(Angulo-Rojo 1 wsp., 2013). Tak wigc, komorki C6, uzywane w niniejszej pracy,
posiadaty podobne cechy do pierwotnej hodowli astrocytow wyizolowanych z kory
mozgu szczuréw (Tabela 10) (Nolte 1 wsp., 2004).

Co wigcej, w obecnosci cytotoksycznych stezen Zn, komoérki C6 wykazywaly
podobne do astrocytow pierwotnych frakcyjne uwalnianie LDH, stanowiace
wskaznik stopnia ich rozpadu (Ryc. 14) (Nolte i wsp., 2004; Ryu i wsp., 2002).
Zarowno komorki C6, jak 1 astrocyty wyizolowane z kory przedczotowe] mozgu
szczura po ekspozycji na podobne stezenia Zn wykazywaly zblizony stopien
uszkodzenia mierzony akumulacja jodku propidyny w ich jadrach komorkowych
(Ryc. 15) (Ryu i wsp., 2002). Wskazuje to, ze uzywane w pracy linie komorkowe C6
posiadajag parametry metabolizmu energetycznego zblizone do pierwotnych
astrocytow w mozgu. Dlatego zmiany ich poziomow wywotywane przez Zn moga
by¢ rowniez odnoszone do zmian zachodzacym w przedziale astrocytarnym moézgu

w warunkach pobudzenia ekscytotoksycznego.

Tabela 10. Porownanie = wlasciwo$ci  komorek astrocytarnych C6 uzywanych w
przedstawianej pracy i przez innych autoréw
Model Stezenie i sposob | Parametr Pismiennictwo
dos$wiadczalny ekspozycji na Zn lub odnosnik w
(mmol/L) pracy doktorskiej
Komorki Réznicowanie dbcAMP+RA | Obecna praca
astroglejowe C6 - — obnizenie wspotczynnika Ryc. 10
proliferacji, wydtuzenie
wypustek
Komorki Réznicowanie (+) RA (Bianchi i wsp.,
astroglejowe C6 - obnizenie proliferacji, wzrost | 2008)
ekspresji genu Slclal, wzrost
poziomu biatka EAACI1
Komorki Roéznicowanie dbcAMP (Hu i wsp., 2008)
astroglejowe C6 - spadek liczby komorek,
wzrost liczby wypustek,
wydhuzenie wypustek
Hodowla: Dodane do Uwalnianie LDH (Ryu i wsp.,
hodowli 2002)
Astrocyty 0.2 (24h) 80%
pierwotne
Komorki 0.2 (24h) 80%
astroglejowe C6
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Uwalnianie LDH Obecna praca
Komorki 0.25 (24h) Kontrola 35% Ryc. 14
astroglejowe C6 0.25 (24h) dbcAMP + RA 88%

Uwalnianie LDH (Nolte i wsp.,
Hodowla pierwotna | 0.25 (24h) 90% 2004)
astrocytow

PI(+) Obecna praca
Komorki 0.22 (24h) Obkurczenie komorek, utrata | Ryc. 15
astroglejowe C6 wypustek, uszkodzenie btony

komorkowej
Hodowla pierwotna | 0.2 (6h) PI(+) (Ryu i wsp. 2002)
astrocytow

Skroty: dbcAMP, dwumaslan cyklicznego AMP; RA, kwas retinowy; PI, jodek propidyny

6.2 Akumulacja cynku

6.2.1 Mechanizmy akumulacji Zn w komorkach

Dos$wiadczenia in vivo wykazaly, ze w warunkach depolaryzacji, poziom
jonow Zn*" w przestrzeni zewnatrzkomorkowe] mozgu moze osiagaé stezenia
siegajace 300 umol/L (Assaf i Chung, 1984; Howell i wsp., 1984). Moglo to
prowadzi¢ do nieprawidtowej, nadmiernej akumulacji Zn w neuronach
postsynaptycznych i w konsekwencji do ich $mierci (Frederickson i Bush, 2001;
Frederickson 1 wsp., 1989).
W przedstawionej pracy wykazano zalezng od st¢zenia akumulacje Zn w komoérkach
cholinergicznych SN56 zarowno przy krétkim, jak i dtugim czasie ekspozycji (Ryc.
11, 23). Nalezy podkresli¢, ze uzywane w tych do$§wiadczeniach catkowite stgzenia
Zn w pozywce hodowlanej, rzedu 0.05-0.25 mmol/L, odpowiadaty stezeniom tego
metalu w catym mdzgu oraz jego przestrzeni pozakomorkowej (Frederickson 1 wsp.,
1992). Dlatego wykazywane w tej pracy cytotoksyczne wilasciwosci cynku mogag
mie¢ znaczenie patofizjologiczne (Ryc. 14, 15, 22) (Ronowska 1 wsp., 2010, 2007).
W  naszych doswiadczeniach obserwowano duzo wyzsza akumulacje Zn
w komorkach SN56 inkubowanych przez 30 minut w bezbiatkowym $rodowisku
depolaryzujacym niz w komorkach po 24 godzinnej ekspozycji na Zn w Srodowisku
zawierajagcym biatka surowicy (Ryc. 11, 23). Ta pozorng niezgodno$¢ mozna
wythimaczy¢ tworzeniem przez Zn>" nietoksycznych kompleksow z biatkami
anionowymi. Wiadomo, bowiem ze tak jak w przypadku Fe, funkcjonalnymi

1 nietoksycznym formami Zn w osoczu s3 jego kompleksy albumina-Zn,
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transferryna-Zn  oraz  ap-makroglobulina-Zn  (Scott i  Bradwell, 1983).
W przestrzeniach pozakomorkowych mézgu stezenia tych biatek sg ponad 100 razy
nizsze niz w osoczu (Felgenhauer, 1998). Dlatego w przypadkach pobudzenia
ekscytotoksycznego, moze tatwo dochodzié do pojawienia si¢ wolnych jonow Zn**
w przestrzeniach okoto neuronalnych.

Jednakze w doswiadczeniach dlugoczasowych, prezentowanych w tej pracy przy
10% zawartosci surowicy wotowej w srodowisku hodowlanym, stezenie biatek byto
10-krotnie  wyzsze od ich fizjologicznych ~w  otoczeniu  komorek
neuronalnych/glejowych (patrz rozdz. 4.1.1). Powodowaty one, a w szczegdlnosci
zawarta w surowicy albumina, wigzanie cze$ci Zn, zmniejszajac stezenie jego
potencjalnie cytotoksycznej frakcji zjonizowanej. Wykazano, bowiem, ze biatka
osocza, a przede wszystkim albumina oraz a,-makroglobulina i transferryna moga
tacznie wigza¢ do 90% Zn w przestrzeni pozakomorkowej (Scott, Bradwell, 1983).
Pozwala to przypuszcza¢, ze w warunkach ekscytotoksycznych formg cynku
transportowang z przestrzeni pozakomdrkowych moézgu do komorek okoto
synaptycznych sa jony Zn®'. Dlatego w przedstawianej pracy podjeto probe
wyodrebnienia aktywnej puli Zn, ktéra bylaby zblizona do poziomu Zn**
w s$rodowisku pozakomorkowym moézgu. Podstawg byly doswiadczenia, ktore
wykazaty, ze w srodowisku DMEM-FBS, przy stezeniach dodanego Zn rownych lub
nizszych od 0.10 lub 0.15 mmol/L nie obserwowano odpowiednio, ani
neurotoksycznos$ci, ani jego akumulacji zarowno w cholinergicznych komorkach
SN56 jak 1 astroglejowych C6 (Ryc. 11, 14) (Haase i Beyersmann, 1999; Ronowska i
wsp., 2007). Wskazywatoby to, ze pojemnos$¢ wigzania Zn przez biatka surowicy,
w stosowanym przez nas srodowisku hodowlanym, wynosita okoto 0.1-0.15 mmol/L
(Ryc. 11). Za taka interpretacja przemawiaja rowniez nasze wczesniejsze prace, ktore
wykazywaty znaczng cytotoksyczno$¢ przewlekla kilkunasto-mikromolowych stezen
Zn w $rodowiskach bezbiatkowych z suplementem N2, przy nieobecnosci jego
cytotoksycznosci w standardowych srodowiskach DMEM-FBS 10% (Ryc. 14)
(Ronowska i wsp., 2007).

Arbitralne uwzglednienie wspotczynnika wigzania Zn w srodowisku DMEM-FBS na
poziomie 0.15 mmol/L, spowodowato, ze skorygowana akumulacja tego metalu
w roznicowanych komorkach astroglejowych, w doswiadczeniach dlugoczasowych
okazata si¢ podobna do jego akumulacji w doswiadczeniach krotkoczasowych (Ryc.

41B). Z drugiej strony przy wysokich stezeniach Zn byta ona duzo wyzsza w KR C6
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niz w KN C6 (Ryc. 41B). Z kolei KN C6 w $rodowisku depolaryzujacym
akumulowaty 3 razy wiecej Zn niz w Srodowisku biatkowym o normalnym st¢zeniu
K" (Ryc. 41B).

Podobng zgodno$¢ w akumulacji Zn wykazano przy niskich stezeniach Zn** (0.05
mmol/L) dla komoérek neuronalnych KN 1 KR SN56 (Ryc. 41A). Jednakze przy
wysokich stezeniach (0.1 mmol/L) Zn*" jego akumulacja w bezbiatkowych
srodowiskach depolaryzujacych okazywata si¢ wielokrotnie wyzsza niz
w Srodowiskach wysokobiatkowych (Ryc. 41A). Z drugiej jednak strony
dhugoczasowa ekspozycja komorek SN56 na wysokie stezenia Zn>*, okazywata sic

niemozliwa ze wzgledu na ich wysoka $miertelnos¢ (Ryc. 14).
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Ryc. 41. Zaleznos¢ akumulacji Zn od obliczonych st¢zen wolnego Zn w neuronalnych
komorkach cholinergicznych SN56 (A) i astroglejowych C6 (B). Stezenie wolnego
Zn obliczono z réznicy miedzy catkowitym stezeniem dodawanego Zn, a jego
hipotetycznym wigzaniem przez 10% FBS na poziomie 0.1-0.15 mmol/L. Dane
zostaly wyliczone z Ryc. 11, 23.

Oprécz réznic w pojemnosci ukladéw wigzacych pozakomoérkowy Zn, istotnym
czynnikiem zwigkszajacym akumulacje Zn®® w warunkach ekscytotoksycznych
in vivo, moze by¢ depolaryzacja komoérek neuronalnych i glejowych. Takie warunki
moga mie¢ miejsce w wielu stanach patologicznych takich jak niedotlenienie,
hipoglikemia, nadmierna akumulacja zwiazkéw psychotropowych i wielu lekéw, jak

rowniez ekspozycja na toksyny srodowiskowe (Salinska i wsp., 2005).
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Nasze doswiadczenia wykazaty, ze modelowa depolaryzacja wywotana 30 mmol/L
K", moze powodowaé znaczne przys$pieszenie akumulacji Zn, szczegdlnie przy jego
wysokich st¢zeniach w $rodowisku (Ryc. 23). Zjawisko to mozna wytlumaczy¢
faktem, ze znaczna frakcja jonéw Zn>" moze by¢ transportowana za posrednictwem
kanatéw wapniowych bramkowanych potencjatem btonowym, ktorych czas otwarcia
w takich warunkach jest znacznie przedtuzony (Bouron i Oberwinkler, 2013;
Harrison i Gibbons, 1994; Sensi i wsp., 1997). Wyniki te dostarczajg tym samym
nowego dowodu dla hipotezy, ze transport Zn przez zdepolaryzowana blone
komorkowa moze by¢ waznym elementem skladowym ekscytotoksycznosci
glutaminianergicznej (Choi 1 Koh, 1998; Ketterman i Li, 2008; Sheline 1 wsp., 2002).
Uzyskane dane stanowig rowniez uzupelnienie hipotezy, ze ekscytotoksyczno$¢
glutaminianergiczna sktada si¢ z dwoch sktadowych: glutaminianowej 1 Zn
(Ronowska 1 wsp., 2010, 2007; Szutowicz i1 wsp., 2013, Frederickson 1 wsp., 2005,
Takeda, 2010).

Za aktywnym udzialem Zn w uszkodzeniu zaréwno komoérek neuronalnych, jak
1 astroglejowych §wiadczy fakt, ze ich uszkodzenie czynnosciowe lub $§miertelnos¢
mierzone odpowiednio, utratg zdolno$ci wydalania bigkitu trypanu lub uwalnianiem
LDH, zwigkszaly si¢ rownolegle z akumulacjg Zn w komorkach (Ryc. 14, 16, 17, 22,
24). Wigksza odporno$¢ komorek C6 w stosunku do SN56, na cytotoksyczne
dziatanie Zn mogla po cze¢sci wynikac z nizszej akumulacji Zn (Ryc. 11, 23).
Czynnikami powodujacymi efektywniejsza akumulacje Zn w neuronach mogta by¢
natomiast duzo wyzsza niz w astrocytach gestos¢ bramkowanych napieciem kanatow
wapniowych ulatwiajacych transport Zn z przestrzeni pozakomorkowej (Ryc. 11)
(Kushmerick 1 wsp., 2001; Sensi i wsp. 1997; Verkhratsky i Steinhauser, 2000).
Istniejg natomiast rozbiezne opinie, co do obecnosci tych kanaldéw w astrocytach.
Jedne badania wykazywaly zmniejszenie cytotoksycznosci Zn w stosunku do
pierwotnych astrocytéw po ich depolaryzacji, co dobrze korelowato z brakiem zmian
w toksyczno$ci wywolanej Zn po zastosowania antagonistow kanalow wapniowych
typu L (Westenbroek i wsp., 1998; Sheline i wsp., 2004). Inne do$wiadczenia
wykazywaty jednak, ze astrocyty pierwotne posiadaja niskie, chociaz mierzalne
poziomy tego kanatu (D’Ascenzo i wsp. 2004; MacVicar 1 wsp. 1991; Verkhratsky i
Steinhauser, 2000). Nasze badania réwniez wykazaty, ze poziom tego biatka
w komorkach C6 jest okolo 2 razy nizszy niz w komoérkach SN56 (dane

nieopublikowane).
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Transportery  cynkowe  ZnTl1  réwniez  biorg udziat w  regulacji
wewnatrzkomorkowego stezenia tego kationu poprzez jego transport na zewnatrz
komorki (Palmiter i Findley, 1995; Qin 1 wsp., 2009). W przedstawionej pracy
wykazano obecnos¢ tego transportera zarbwno w komorkach SN56, jak 1 C6 (Ryec.
12). Jednakze komorki neuronalne wykazywaly nizsza niz komorki C6 wzgledng
ekspresj¢ transportera ZnT1 (Ryc. 12) (Wang 1 wsp. 2005). Co wigcej, nasze badania
wykazaly, ze przy toksycznym stezeniu zewnatrzkomorkowego Zn, poziom ZnTl
w komorkach neuronalnych ulegal obnizeniu, co mogto by¢ przyczyna wysokiej
akumulacji tego metalu wewnatrz komorek neuronalnych (Ryc. 13). Za takim
mechanizmem przemawia rowniez wznoszacy ksztalt zaleznej od stgzenia

akumulacji Zn (Ryc. 11).

6.2.2 Wplyw Zn na dystrybucj¢ Ca

Nasze niezalezne badania wykazaty, ze w warunkach depolaryzacji
zablokowanie kanatu wapniowego typu L przez 10 pmol/L nifedyping zmniejszalo
poziom wewnatrzkomorkowego Ca w KN 1 KR SN56 odpowiednio o 41% 1 21%,
przy znacznie wyrazniejszym bo 60-67% obnizeniu akumulacji Zn (Zysk 1 wsp.,
2013).
W przedstawionej pracy wykazano, ze krotkoczasowa ekspozycja na Zn powoduje
zalezny od jego stezenia, wzrost poziomu Ca’" w cytoplazmie przy jednoczesnym
spadku jego stezenia w przedziale mitochondrialnym komorek SN56 (Ryc. 25). To
ostatnie zjawisko mogto by¢ spowodowane obrzekiem mitochondriow 1 wzrostem
przepuszczalnosci ich megakanatow btonowych (mPTP) przez Zn akumulujacy sig¢
w cytoplazmie (Ryc. 25) (Jiang i wsp., 2001). Prowadzitoby to do uwolnienia Ca*"
oraz proapaptotycznych biatek z mitochondriow (cytochromu ¢, AIF) do cytoplazmy
(Bossy-Wetzel 1 wsp., 2004; Jiang i wsp., 2001; Szutowicz i wsp., 2006).
W warunkach ekscytotoksycznych nastepuje rowniez aktywacja receptoréw NMDA
oraz VGCC i zwickszony naptyw Ca®" oraz Zn*" do cytoplazmy (Bouron and
Oberwinkler, 2014; Yin and Weiss, 1995). Akumulacja Zn w macierzy
mitochondrialnej, moze prowadza¢ do spadku potencjatu wewnetrznej blony
mitochondrialnej (AW,). Niski AW, zmniejszalby réwniez naptyw Ca>" do
mitochondriéw. Wymienione zaburzenia homeostazy Ca’” w komorkach
neuronalnych, zwigkszalyby produkcje ROS prowadzacg do $mierci neuronow (Ryec.

25) (Sensi i wsp., 2009). Jednocze$nie zastapienie traconego Ca przez akumulujacy
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si¢ Zn moze by¢ przyczyng $mierci neurondéw, wskutek zahamowania aktywnosci
kluczowych enzymow metabolizmu energetycznego (Ryc. 18, 26A, 28, 29, 30)
(Dineley 1 wsp., 2003; Ronowska 1 wsp., 2010, 2007; Sheline i wsp., 2000). Hipoteze
ta potwierdza istnienie odwrotnych korelacji pomigdzy zawartoscia Ca
w mitochondriach, a akumulacjg Zn 1 wielkos$cig frakcji uszkodzonych komorek
SN56 (Ryc. 26A, 27A). Z kolei rownolegla akumulacja Zn 1 Ca w przedziale
cytoplazmatycznym powodowalaby, niezalezne od mitochondrialnych, zaburzenia
procesow aktywacji biatek komodrkowych. Wiadomo, ze w takich warunkach
dochodzito do aktywacji kinazy bialkowej C oraz kalpain prowadzacej do proteolizy
kinaz biatkkowych CaM-PK typu II czy kalcyneuryny. Powodowato to m.in.
uposledzenie syntezy 1 uwalniania neuroprzekaznikOw oraz apoptotyczne
uszkodzenia komorek (Ryc. 26B, 27B) (Gurkoff i wsp., 2013; Kawahara i wsp.,
2013; Weiss 1 wsp., 2000).

Zatem zmniejszenie wewnatrzkomorkowego poziomu Zn®® i Ca’" poprzez
zahamowanie VGCC mogloby by¢ skuteczng strategia zapobiegajaca uszkodzeniom

komorek powstajagcym w tych warunkach.

6.3 Wplyw Zn na aktywno$¢ enzymow metabolizmu energetycznego w
cholinergicznych komérkach neuronalnych SN56 i astroglejowych Cé6

Wyniki naszych poprzednich badan wskazuja, ze przyczyng $mierci
cholinergicznych komorek neuronalnym SN56 eksponowanych na Zn, mogta by¢
inhibicja aktywnosci kluczowych enzymoéw metabolizmu energetycznego takich jak
PDHC, akonitaza, KDHC, prowadzaca do spadku pozioméw acetylo-Co i ATP
(Ronowska 1 wsp., 2010, 2007). Inhibicj¢ tych enzymdéw wykazywano zarowno po
ekspozycji calych komoérek na ten kation, jak i w lizatach komorkowych.
W pierwszym przypadku dochodzito do trwatej inhibicji/inaktywacji tego enzymu,
ktérag wykazywano ex post, po oddzieleniu komodrek od §rodowiska zawierajacego
Zn. W drugim przypadku inhibicja byta wynikiem bezposredniego wptywu Zn na
enzym w lizacie. Z kolei, inni badacze wykazywali, ze sub-mikromolowe lub kilku-
mikromolowe stezenia Zn hamowaty réwniez aktywnos$ci oczyszczonych enzymow
cytoplazmatycznych, takich jak dehydrogenaza 3-fosfogliceroaldehydowa, czy
fosfofruktokinaza (Maret i wsp., 2001; Ikeda i wsp., 1980). Obserwowano rowniez
inhibicj¢  innych enzyméw  mitochondrialnych w tym: dehydrogenazy

a-ketoglutaranowej i kompleksu I tancucha oddechowego wyizolowanych z mig$nia
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sercowego 1 watroby (Brown i wsp., 2000; Gazaryan i wsp., 2002). Wskazuje to, ze
wiele kluczowych enzymdéw metabolizmu energetycznego moze podlegac
bezposredniemu inhibicyjnemu dzialaniu tego kationu.

Mechanizm dziatania Zn byt sugerowany w naszych poprzednich badaniach. I tak,
w przypadku akonitazy, Zn moégt podstawia¢ zelazo nichemowe w jego centrum
aktywnym (Ronowska 1 wsp., 2007; Sreedhar 1 Nair, 2005). Z kolei w przypadku
PDHC moglo to by¢ usuwanie lipoamidu z miejsc jego wigzania na podjednostce E2
(acetylotransferaza dihydroliponianowa, EC 2.3.1.12) (Ronowska i wsp. 2010)
Swiadczytyby o tym odwracalno$¢ inhibicyjnego wplywu Zn przez nadmiar
lipoamidu w przypadku PDHC 1 jego nieodwracalno$¢ w przypadku akonitazy
(Ronowska i wsp. 2007).

Z dotychczasowych badan wynika, ze poszczegdlne enzymy sg w réoznym stopniu
podatne na inhibicyjne/inaktywacyjne dziatanie Zn. I tak, sposrod enzymow
neuronalnych w lizatach komoérek SN56 wykazano okoto 10-krotnie silniejsza
inhibicje IDH-NADP (K;~0.004 mmol/L Zn) oraz akonitazy (K;~0.008 mmol/L Zn)
niz PDHC (K;~0.07 mmol/L  Zn) (Ronowska i wsp., 2007). Wyniki przedstawiane
w tej pracy pozostajag w zgodzie z tymi doniesieniami wykazujac duzo stabszy od
bezposredniego, dlugoczasowy inhibicyjny wpltyw Zn na aktywnosci PDHC
i akonitazy in situ w komorkach SN56 KN i KR (Ryc. 19, Ryc. 20) (Ronowska i
wsp., 2007). Roznice te byly najprawdopodobniej spowodowane wigzaniem Zn
przez biatka surowicy obecne w $srodowisku DMEM. Powstajace kompleksy biatko-
Zn uniemozliwialy jego transport do komorek (Mocchegiani i wsp., 2005; Takeda,
2000). Réwniez wewnatrz komoérek Zn mogt by¢ inaktywowany poprzez wigzanie z
niewrazliwymi na ten kation ligandami biatkowymi i1 niebiatkowymi. Tak wiec,
zdolno$§¢  biatek  zewnatrzkomoérkowych 1 wewnatrzkomérkowych  do
kompleksowania Zn w okoto-fizjologicznych stezeniach, zapewniatoby utrzymanie
prawidlowych aktywnosci enzymoéw metabolizmu energetycznego, a tym samym
1 zywotnosci komoérek w warunkach fizjologicznej aktywnosci neurondéw
glutaminianergicznych (Ryc. 11, 19, 20). Dopiero przekroczenie pojemnosci
wigzania tego kationu dawaloby nadmierng akumulacje Zn, inhibicj¢ aktywnos$ci
tych enzyméw 1 uszkodzenie postsynaptycznych komorek neuronalnych (Ryc. 11,
19, 20, 41A) (Frederickson i Bush, 2001; Koh i wsp., 1996; Sensi i wsp., 2009).
Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze stezenia bialek w pozakomodrkowych przestrzeniach

ptynowych moézgu sg okoto 10 razy nizsze od uzywanych przez nas w hodowlach

108



(patrz rozdz. 4.1.1) (Felgenhauer, 1998). Mozna, wigc przypuszczaé, ze
cytotoksycznos¢ Zn w przestrzeniach synaptycznych mozgu bedzie tylko
nieznacznie nizsza od cytotoksyczno$ci obserwowanej przez nas w dos§wiadczeniach
krétkoczasowych, a znacznie wyzsza niz w do§wiadczeniach dlugoczasowych (Ryc.
14, 22).

Z powyzsza teza pozostaja w zgodzie wyniki naszych doswiadczen, ktore wykazaty
silng inhibicj¢ ICDH-NADP in situ w komorkach zdepolaryzowanych w §rodowisku
bezbiatkowym, wobec jej nieobecnosci w $rodowiskach zawierajacych biatka
surowicy (Ryc. 30, 33) (Ronowska i wsp., 2007). Moze to wynika¢ z wielokrotnie
wyzsze] akumulacji Zn w komorkach zdepolaryzowanych w $rodowiskach
bezbiatkowych (Ryc. 11, 23, 41). Thumaczy to rowniez silniejsza inhibicje PDHC
w $rodowisku bezbialkowym niz w $rodowisku o standardowej zawarto$ci biatek
surowicy (Ryc. 19, 20, 28, 29). Wskazuje to, ze w warunkach in vivo, przy niskich
stezeniach biatek w przestrzeniach okoto synaptycznych mozgu, nadmiar Zn poprzez
inhibicj¢ tych enzymdéw moze by¢ czynnikiem uposledzajagcym przeptyw
metaboliczny reszt acetylowych w cyklu kwasow trojkarboksylowych, a tym samym
produkcje energii (Ryc. 28, 29, 30, 32, 33) (Dineley i wsp., 2003; Ronowska 1 wsp.,
2010, 2007; Sensi 1 wsp., 2009) (Ronowska 1 wsp., 2007). Pozwala to przypuszczac,
ze inhibicyjny wpltyw Zn na aktywno$¢ PDHC, akonitazy i IDH-NADP moze
spelnia¢ istotng role w mechanizmach neurodegeneracji w moézgach chorych na
chorobe Alzheimera. Wskazuje na to wysoka zgodno$¢ stopnia inhibicji tych
enzymoOw przez patofizjologicznie prawdopodobne stezenie Zn, w komodrkach SN56
ze stopniem obnizenia ich aktywnos$ci stwierdzanych w korze mozgowej chorych
zmarlych z chorobg Alzheimera (Bubber i wsp., 2011; Koh i wsp., 1996; Ronowska i
wsp., 2007) (Ryc. 19, 20, 42).

Nieco wyzszy stopien inhibicji PDHC, akonitazy 1 IDH-NADP przez Zn
w komorkach neuronalnych niz w moézgu, moze wynika¢ z faktu, ze homogenat
mézgu byt mieszaning rozbitych komoérek nerwowych i glejowych. Tak wiec
homogenat mézgu ludzkiego zawieral zarowno enzymy neuronalne wrazliwe na Zn,
jak 1 astroglejowe duzo mniej wrazliwe na ten kation (Ryc. 19, 20, 21, 31, 32, 33,
42). W takim przypadku usredniony efekt inhibicyjny byl nizszy niz w homogenacie
z czystych neuronow.

Przyczyng silniejszej inhibicji wymienionych enzymdéw w neuronach in situ moze
by¢ wyzsza niz w komorkach astroglejowych akumulacja Zn zar6wno
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w doswiadczeniach dtugo, jak 1 krétkoczasowych (Ryc 11, 23). Moze to
przynajmniej po czesci wynika¢ z wyzszej gestosci transportera ZnT1 w komorkach

C6, ktory usuwa ten kation z komorek do przestrzeni pozakomoérkowej (Ryc. 12).

207 PDHC AKONITAZA  IDH-NADP KDHC

Zmiany aktywnoS$ci enzymu
(%0)

I kora mézgowa chorych z AD
[ SN56 + Zn 0.15 mmol/L
I C6 + Zn 0.15 mmol/L

Ryc. 42. Wywotana przez Zn inhibicja kluczowych enzymow metabolizmu energetycznego
jest podobna do zmian obserwowanych w modzgach pacjentéw z choroba
Alzheimera. Dane z ryc. 19, 20, Ronowska i wsp. 2007 (KDHC) oraz Bubber
i wsp. (Ch. Alzheimera). Enzymy w komorkach C6 nie byly hamowane przez 0.15
mmol/L Zn (Ryc. 19, 20, 21). Skréty: n.o.- nie oznaczano.

Innym czynnikiem wplywajacym na wigksza wrazliwo§¢ komorek neuronalnych niz
astroglejowych na Zn moga by¢ odmienne wlasciwosci kinetyczne samych
enzymoOw. Hipoteze tg sprawdzono badajgc bezposredni wptyw Zn na aktywnos$¢
tych enzymow w lizatach komorkowych (patrz rozdz. 4.1.3). Okazalo sig, ze state
inhibitorowe dla Zn w stosunku do PDHC, akonitazy i IDH-NADP byly
w przypadku lizatow komoérek C6 odpowiednio 10, 5 i 2 razy wyzsze niz w lizatach
komorek SN56 (Tabela 11) (Ronowska 1 wsp. 2010). Tak wiec wieksza odpornosc
komorek C6 na cytotoksyczne dziatanie Zn wynikalaby zarowno z nizszego stopnia
akumulacji tego kation, jak i wigkszej odpornosci jego enzymow na inhibicje przez
Zn (Ryc. 34, 35, 36, 42). Szczego6lnie duza opornos¢ astroglejowego PDHC na
inhibicyjne dzialanie Zn zabezpieczataby komorki C6 przez spadkiem podazy
acetylo-CoA do cyklu kwasow trojkarboksylowych, co rowniez zwigkszatoby ich
przezywalno$s¢ w warunkach cytotoksycznych. Odkryte w tej pracy wlasciwosci
astrogleju bylyby niezbedne do jego ochronnego dzialania na neurony w moézgu
w warunkach neurodegeneracyjnych (Jordan i wsp., 2008). Mniejsza wrazliwos¢

astrogleju na czynniki toksyczne moze zwigksza¢ szanse na przezycie neuronow
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poprzez dostarczanie do przestrzeni przyneuronalnych prekursoréw energetycznych,
np. mleczanu.

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze molekularny mechanizm zréznicowanej podatnos$ci
wymienionych enzymow w komorkach neuronalnych i astroglejowych pozostaje
niewyjasniony (Tabela 11).

Tabela 11. Porownanie warto$ci Ki wybranych enzymoéw metabolizmu energetycznego w
lizatach cholinergicznych komoérek SN56 i astroglejowych C6

Lizaty komorek SN56 Lizaty komorek C6
Enzym KN KR KN | KR
Wartos¢ Ki dla Zn (mmol/L)
PDHC 0.069% 0.089* 0.57 0.69"
Akonitaza 0.0078* 0.0088* 0.040" 0.037"
IDH-NADP 0.0038* 0.0057* 0.006" 0.011"

Dane pochodza z: *Ronowska i wsp., 2010; ‘obecna praca (Ryc. 34, 35, 36).

Z kolei w tych samych warunkach zaobserwowano rowniez inhibicj¢ IDH-NADP
przez Zn (ICys xkn=0.085 mmol/L, 1Cy s kg=0.121 mmol/L) (Ryc. 33B). Enzym ten
w w neuronach jest w 80% zlokalizowany w cytoplazmie. Natomiast przedziat
cytoplazmatyczny astrogleju zawiera 50% puli tego enzymu. Taka lokalizacja jest
kompatybilna z faktem, ze NADPH wytworzony przez IDH-NADP utrzymuje
prawidtowy, poziom zredukowanego glutationu, ktéorego synteza odbywa si¢
w cytoplazmie. Tym samym odpowiednia szybkos$¢ syntezy NADPH przez IDH-
NADP zapewnialaby posrednio ochrong¢ komodrki przed uszkodzeniem
oksydacyjnym w warunkach stresu oksydacyjnego (Lee 1 wsp., 2002; Minich i wsp.,
2003). Komorki neuronalne ze wzgledu na zwigkszong szybkos$¢ ich metabolizmu
energetycznego, wymagalyby wiekszej syntezy glutationu zredukowanego. Takiemu
wymogowi odpowiadataby wyzsza frakcyjna zawarto§¢ IDH-NADP w cytoplazmie
(Minich i wsp., 2003).

Zn poprzez zahamowanie aktywnosci IDH-NADP w komorkach astrocytarnych C6
moze przyczynia¢ si¢ do zwigkszenia stresu oksydacyjnego i/lub zmniejszenia
ochrony antyoksydacyjnej, a tym samym moze prowadzi¢ do $mierci tych komorek
(Ryc. 21, 33, 36) (Bishop i wsp., 2007; Chen i Liao, 2003; Ryu i wsp., 2002). Nieco
mniejsze powinowactwo Zn do IDH-NADP w komodrkach C6 niz do IDH-NADP
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w komoérkach SN56, rowniez moze by¢ czynnikiem w nieznacznym stopniu

polepszajacym wzgledng przezywalnos$¢ komorek astroglejowych (Tabela 11).

6.4 Wplyw astrogleju C6 na neurotoksycznos¢ Zn w cholinergicznych
komorkach SN56

W przedstawianej pracy wykazano, ze w warunkach dtugoczasowej ekspozycji
na cytotoksyczne stezenia Zn, frakcyjna zawarto$¢ uszkodzonych neuronow
cholinergicznych SN56 w hodowli taczonej obnizala si¢ o 50% w poréwnaniu do
stopnia ich uszkodzenia w hodowli bez komorek astroglejowych (Ryc. 37A, B).
Wiadomo, ze jednym z mechanizméw ochronnego oddziatywania astrogleju na
neurony postsynaptyczne w obrebie mikrokompartmentu potrojnego jest wychwyt
glutaminianu  wydzielanego do szczeliny synaptycznej przez pobudzone
presynaptyczne zakonczenia glutaminianergiczne (Choi and Koh, 1998;
Frederickson 1 wsp., 2005; Sensi 1 wsp., 2011). Drugim czynnikiem cytotoksycznym
okazal si¢ Zn, ktéry wydzielany jest jednoczasowo w formie kompleksu z
L-glutaminianem (Choi 1 Koh, 1998; Ronowska 1 wsp., 2010, 2007; Sensi 1 wsp.,
2009). W naszych doswiadczeniach czynnikiem powodujacym catkowite odwrdcenie
cytotoksycznosci cynkowej w stosunku do neuronéow SN56, moglo by¢
wychwytywanie Zn ze Srodowiska przez hodowany wspoélnie astroglej (Ryc. 37, 38).
Doprowadzato to do obnizenia zawartosci Zn w SN56 do warto$ci kontrolnych,
niezaleznie od stopnia ich zrdéznicowania (Ryc. 38A, B). W takim przypadku
oczywistym bylo zachowanie przez komoérki SN56 kontrolnych wartosci aktywnosci
PDHC 1 akonitazy (Ryc. 39, 40). Tym samym mozna przypuszczacé, ze komorki
SN56 w tych warunkach zachowywaly rowniez prawidtowe poziomy acetyl-CoA
i ATP, ktére byly kluczowymi czynnikami zapewniajacymi zywotnos¢ komorek
(Szutowicz 1 wsp. 2013).

Wyniki tych do$wiadczen sg zgodne z wnioskami licznych badan wskazujacych na
neuroprotekcyjng role astrogleju poprzez: utrzymanie wtasciwego skladu przestrzeni
miedzykomoérkowej w tkance nerwowej, wychwyt glutaminianu ze szczeliny
synaptycznej, wydzielanie mleczanu, o-ketoglutaranu, alaniny oraz glutaminy,
wydzielanie czynnikéw troficznych do wzrostu neurondéw oraz usuwanie wolnych
rodnikow 1 dostarczanie substratoéw do syntezy glutationu w neuronach, co zwigksza
przezycie neuronow w warunkach stresu oksydacyjnego (Chen and Swanson, 2003;

Rae, 2014; Schousboe and Waagepetersen, 2005).
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Nasze badanie wykazalo po raz pierwszy, ze dodatkowym mechanizmem
zmniejszajacym ekscytotoksyczne uszkodzenie neuronéw moze by¢ wychwyt przez
astroglej Zn ze szczeliny synaptycznej. Mozna przypuszczad, ze przy fizjologicznej
proporcji astrocytow do neurondw w korze moézgowej 2 : 1 te pierwsze moga

stanowi¢ efektywng ostone przed ekscytotoksycznoscig cynkowa (Nedergaard 1 wsp.,
2003).
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WNIOSKI

Zarowno komorki neuronalne, jak astroglejowe wychwytuja Zn z przestrzeni
pozakomorkowej poprzez mechanizmy zalezne od depolaryzacji btony
komorkowe;.

Nizsza akumulacja Zn w komorkach astrocytarnych C6 niz w komorkach
neuronalnych SN56 moze wynika¢é z nizszej gestosci bramkowanych
napieciem kanatéw Ca oraz wyzszg gestoscia transportera ZnT1.

Spadek st¢zenia Ca w mitochondriach przy roéwnoczesnym wzroscie jego
stezenia w cytoplazmie moze by¢ jednym z mechanizméw zaleznego od Zn
wzrostu $miertelnosci neurondéw cholinergicznych

Wysoka wrazliwo$¢ neuronalnej akonitazy i PDHC 1 okoto 10-krotnie stabsza
podatnos¢ enzymow astrocytarnych na bezposrednig i posrednig inhibicje przez
Zn, determinuje wysoka podatno$¢ neuronéw cholinergicznych 1 wzgledna
opornos¢ astrocytow na degeneracj¢. Inhibicja tych enzymow zmniejsza
syntez¢ acetylo-CoA oraz szybko$¢ ich przeptywu w cyklu kwasow
trojkarboksylowych, co prowadzi do spadku syntezy ATP 1 uszkodzen
komorek.

Zahamowanie aktywnos$ci IDH-NADP przez Zn moze zwigkszaé stopien
uszkodzenia komoérek poprzez spadek syntezy NADPH niezbednego do
syntezy glutationu. Rowniez w tym przypadku wigksza podatnos¢ IDH-NADP
neuronalnego na Zn odpowiada wigkszej wrazliwos$ci neurondw na ten kation.

Jednym z mechanizméw ochronnego dziatania astrogleju na neurony moze by¢
wychwyt nadmiaru Zn pojawiajacego si¢ w przestrzeni pozakomorkowej

mozgu w réznych warunkach patologicznych.
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