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1. Wstep
1.1. Neurony cholinergiczne mézgu

Neurony cholinergiczne stanowia 5-10% catkowitej populacji komorek
nerwowych moézgu. Charakterystyczna cecha neurondow cholinergicznych jest ich
zdolno$¢ do syntezy acetylocholiny (ACh). Jej kwantowe uwalnianie z
presynaptycznych zakonczen nerwowych stanowi podstawg neuroprzekaznictwa
cholinergicznego (Dowdall 1976, Fonnum 1975). Ponadto, neurony cholinergiczne
wykazuja obecnos¢ markeréw cholinergicznych stanowiacych strukturalng podstawg
ich funkcji. Podstawowym markerem cholinergicznym jest acetylotransferaza
cholinowa (O-acetylotransferaza acetylo-CoA cholina, ChAT, EC 2.3.1.6), enzym
katalizujacy reakcj¢ syntezy ACh. Ukladem dostarczajacym choling do miejsca
syntezy ACh jest transporter o wysokim do niej powinowactwie wystepujacy
wylacznie w neuronach cholinergicznych. Trzecim markerem jest transporter
pecherzykowy ACh (VACKT) zapewniajacy akumulacj¢ tego przekaznika w
pecherzykach synaptycznych, co nastgpnie umozliwia jej kwantowe wydzielanie
(Sorter 1 Parikh 2005, Szutowicz i wsp. 1997, Tucek 1993). Zastosowanie metod
immunohistochemicznych z wykorzystaniem przeciwciat anty-ChAT oraz techniki
hybrydyzacji in situ pozwolito na wykrycie i lokalizacje osrodkéw cholinergicznych w
mozgu zwierzat 1 czltowieka. Komoérki cholinergiczne sa zgrupowane w  kilku
osrodkach centralnego ukladu nerwowego znajdujacych si¢ gléwnie w podstawie
przodomozgowia oraz na pograniczu nakrywki konaréw i mostu (Mesulam 1995).
Przewodnictwo cholinergiczne odgrywa bardzo wazna role¢ w osrodkowym i
obwodowym uktadzie nerwowym. Neurony cholinergiczne sa odpowiedzialne za
formowanie pamigci krotko- i dlugoterminowej, funkcji kojarzeniowych a takze
uczestnicza w odbiorze i analizie r6znego rodzaju bodzcow.

Precyzyjna krotko- i dlugoczasowa modyfikacja wydzielania 1 syntezy
acetylocholiny, transportu i syntezy choliny, syntezy i transportu acetylo-CoA do
przedzialu  synaptoplazmatycznego  zapewniaja  adekwatne do  potrzeb

neuroprzekaznictwo cholinergiczne.

1.2. Regulacja ekspresji fenotypu cholinergicznego i metabolizmu ACh w

neuronach cholinergicznych

ACh jest syntetyzowana w reakcji katalizowanej przez ChAT, ktorej stata

rownowagi réwna 14 wskazuje na przesunigcie jej w kierunku syntezy tego
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neuroprzekaznika. Wydzielanie ACh powoduje zaburzenie stanu roéwnowagi i
natychmiastowa syntez¢ neuroprzekaznika. Dzigki temu zawarto§¢ ACh w neuronach
cholinergicznych jest utrzymywana na staltym poziomie nawet przy wysokiej ich
aktywno$ci. Wielko$¢ puli ACh w neuronach cholinergicznych pozostaje w dodatniej
korelacji z zawarto$cia ChAT i VAChT. Mechanizm tej zalezno$ci pozostaje jednak
niewyjasniony. Niemniej zaktada si¢, ze parametry te odzwierciedlaja stopien
zréznicowania neuronu cholinergicznego oraz jego wydolno$ci neuroprzekaznicze;j.
Ekspresja ChAT 1 VAChT zalezy od aktywno$ci locus cholinergicznego
zawierajacego geny kodujace sekwencje obydwodch biatek i pozostajace pod kontrola
tego(ych) samego(ych) promotora(6w). Promotor ten zawiera sekwencje CRE (cyclic
AMP response element) i RAR (retinoic acid receptor) podlegajace aktywacji przez
CREB (CRE binding protein) i kwas all-trans retinowy (RA). I tak, wiadomo, ze
cAMP i RA zwigkszaly zarowno aktywnosci jak i poziom biatka ChAT i VAChHT,
ekspresj¢ mRNA tych markerow jak rowniez morfologiczne zr6znicowanie neuronow
cholinergicznych (Berse i Blusztajn 1997, Blusztajn i wsp. 1987, Eberwine 1998). Z
kolei galanina i angiotensyna obnizaty aktywno$¢ i poziom ChAT, co wiazato si¢ z
zahamowaniem funkcji neuronéw cholinergicznych (Bartfai i wsp. 1991, Fisone i
wsp. 1987, Micossi 1 wsp. 1992). Réwniez czynnik wzrostu nerwoéw (NGF) poprzez
receptory TrkA zwigkszat ekspresj¢ fenotypu cholinergicznego (Auld i wsp. 2000,
Hefti 1 wsp. 1985, Oosawa 1 wsp. 1999, Pongrac 1 Rylett 1998, Ruberti i wsp. 2000,
Takei i wsp. 1997) oraz ufatwial regeneracje uprzednio uszkodzonych neuronow
cholinergicznych (Dawson i Dawson 1996, Holtzman i wsp. 1996, Klain i wsp. 2000,
Shimode 1 wsp. 2003). Drogi przenoszace te troficzne sygnaly obejmuja zalezna od
autofosforylacji domeng cytoplazmatyczna receptora TrkA, ktora aktywuje drogi She-
Sos-Ras- MEK-MAPK oraz Sec-Grb2-Sos-Ras-PI-3K. Z drugiej strony galanina lub
aktywacja receptora p75 przez NGF lub inne neurotrofiny wywieraja supresyjne
dziatanie na neurony cholinergiczne. Wykazano, ze brak genu p75 u myszy
powodowal wzrost wielkosci 1 1iloSci neuronéw cholinergicznych podstawy
przodomozgowia z jednoczesnym wzrostem aktywnosci ChAT w regionach tej czgséci
moézgu (Greferath i wsp. 2000, Naumann i wsp. 2002, Ward 1 Hagg 1999, Yeo 1997).
Z kolei nadekspresja tego genu obnizata gestos¢ neurondéw cholinergicznych w
przegrodzie, korze mozgowej oraz jadrze podstawnym Meynerta mézgu myszy i
zwigkszata ich podatno$¢ na neurodegeneracj¢ (Bhakar i wsp. 2003, Oh. i wsp. 2000).

Stopien ekspresji fenotypu cholinergicznego ma niewatpliwy wpltyw na sprawnos$¢

funkcjonalna neurondéw cholinergicznych. 1 tak wzrostowi ekspresji ChAT/VAChT



pod wptywem réznych bodzcow/sygnatéw fizjologicznych takich jak NGF, acetylo-L-
karnityna towarzyszylo polepszenie zaleznych od niego funkcji poznawczych i
pamigciowych u zwierzat do$wiadczalnych. Wykazano migdzy innymi, ze
wymuszony trening pamigciowy zwigkszat ekspresj¢ markerow cholinergicznych w
moézgu myszy. Podobne dzialanie wywierat NGF. Rowniez u ludzi z choroba
Alzheimera posrednie lub bezposrednie pobudzenie ukladu cholinergicznego przez
inhibitory acetylocholinesterazy polepszalo przejsciowo funkcje pamigciowe i
poznawcze. Pobudzenie presynaptycznych receptoréw nikotynowych moze réwniez
dodatnio wptywac¢ na przekaznictwo cholinergiczne poprzez stymulacj¢ wydzielania i
syntezy ACh. Z oczywistych wzgledow nie mozna jednak stwierdzi¢ czy u cztowieka
zmiany te wiaza si¢ ze zwigkszeniem ekspresji mRNA 1 poziomu biatek
odpowiedzialnych za funkcje neuroprzekaznicze. Takie zmiany fenotypowe
stwierdzano natomiast u zwierzat doswiadczalnych.

Zmianom fenotypu cholinergicznego towarzysza istotne zmiany zuzycia
acetylo-CoA do syntezy ACh. Zr6znicowane wydzielanie i synteza ACh towarzyszace
tym zmianom fenotypu sa stosunkowo dobrze opisane. Jednakze dane dotyczace
zmian metabolizmu acetylo-CoA w tych sytuacjach byly przedmiotem
zainteresowania stosunkowo niewielkiej ilosci badaczy (Gibson 1 wsp. 2000,
Szutowicz 1 wsp. 1994, Szutowicz 2001).

Wynika¢ to moze z faktu, ze w badaniach na calym mozgu trudno jest
oddzieli¢ ,,cholinergiczna” pulg acetylo-CoA od puli ,,niecholinergicznej”. Wzrost
ekspresji fenotypu cholinergicznego u zwierzat dorostych niewatpliwie zwigksza
zuzycie acetylo-CoA do syntezy neuroprzekaznika. Z drugiej strony nie wiadomo czy
zmianom tym nie towarzysza jakiekolwiek zmiany przystosowujace neurony do
zwigkszonego zuzycia acetylo-CoA. Mozna, wigc zatozy¢, ze wysoce zrdéznicowane
sprawnie funkcjonujace neurony cholinegiczne beda miaty mniejsze rezerwy acetylo-
CoA do produkcji energii. Natomiast nisko zréznicowane neurony bgda znajdowac sig
w duzo lepszej kondycji, jesli chodzi o zabezpieczenie ich funkcji zyciowych. Mozna
mowic tu o zjawisku wigkszej zdolno$ci przezycia kosztem nizszego poziomu funkcji
neuroprzekazniczej. Podobne funkcje ochronne speiniaja leki uspokajajace, ktoére
zmniejszaja wydzielanie ACh, np. poprzez aktywacj¢ neuronéw GABA-ergicznych

lub obnizenie szybkosci metabolizmu energetycznego (Jones 2004).



1.2.1. Metabolizm choliny w neuronach cholinergicznych

Istotnym czynnikiem determinujacym integralno$¢ funkcjonalng i strukturalnag
neurondw cholinergicznych jest dostgpnos$¢ choliny. Cholina transportowana przez
uktad o duzej pojemnosci i niskim powinowactwie jest zuzywana gtownie do syntezy
fosfolipidow strukturalnych. Natomiast do syntezy ACh zuzywana jest cholina
transportowana przez specyficzny dla neurondéw cholinergicznych uktad transportowy
o wysokim do niej powinowactwie (SDHACU). Wykazano wspotzalezno$¢ migdzy
wydolnos$cig transporteréow choliny o wysokim powinowactwie a sprawnoscia funkcji
przekazniczej u zwierzat doswiadczalnych (Sarter i Parikh 2005). Najwigksza gestos¢
tego uktadu znajduje si¢ na btonach plazmatycznych cholinergicznych zakonczen
nerwowych (Happe 1 wsp. 1992, Manager 1 wsp. 1986, Sorimahi 1 wsp. 1985, Vicroy i
wsp. 1984). Transport ten wymaga obecno$ci jonéw sodowych i jest napgdzany
potencjatem blonowym (Atweh i wsp. 1975, Breer i Knipper 1985, Sandberg i wsp.
1985). Dlatego tez depolaryzacja neuronéw powoduje zahamowanie tego transportu.
Przedluzajaca si¢ depolaryzacja spotykana w roéznych stanach patologicznych
(niedotlenienie, pobudzenie ekscytotoksyczne) powoduje zahamowanie syntezy ACh
wskutek niedoboru tego substratu. Co wigcej, aktywacja fosfolipaz przez naptywajace
do komorki jony Ca powoduje hydrolize fosfolipidéw btonowych i1 ewentualna
syntez¢ ACh kosztem zniszczenia struktury btony komoérkowej. Wurtman nazwat to
zjawiskiem “autokanibalizmu neuronéw cholinergicznych” (Wurtman, 1992). Uwaza
sig, ze moze to by¢ jedna z przyczyn szczegélnej wrazliwo$ci neurondéw

cholinergicznych na neurodegeneracj¢ (Blusztajn i Wurtman 1987).

1.2.2. Metabolizm acetylo-CoA w neuronach cholinergicznych

Gléwnym substratem energetycznym dla o$rodkowego uktadu nerwowego u
osobnikoéw dorostych w warunkach fizjologicznych jest glukoza. Okoto 90% glukozy
wychwytywane] przez tkank¢ mozgowa ulega w cytoplazmie glikolitycznej
przemianie do pirogronianu, ktoéry po przetransportowaniu do mitochondriow jest
metabolizowany do acetylo-CoA w reakcji katalizowanej przez dehydrogenazg
pirogronianowa (oksydoreduktaza pirogronian: liponian acetylujaca akceptor, PDH
EC 1.2.4.1.) (Browing 1 Shulman 1968). Okolo 99% powstatego acetylo-CoA jest
wykorzystywane do produkcji energii w cyklu kwasow trojkarboksylowych.

Natomiast pozostata ilo$¢ jest zuzywana do syntezy kwasow thuszczowych i lipidow a



w neuronach cholinergicznych dodatkowo do syntezy ACh. Szacuje sig, ze w stanach
aktywacji tych neurondéw synteza ACh moze zuzywac kilka procent puli acetylo-CoA.

Nasze badania in vitro wykazaly, ze zakonczenia nerwowe moga rownie
efektywnie wykorzystywa¢ zardwno pirogronian jak i glukozg¢ do produkcji energii i
syntezy ACh (Szutowicz i Bielarczyk 1991). Réwniez badania in vivo innych autorow
wskazuja, ze w stanach niedotlenienia czy/i hipoksji wytwarzane przez komorki
glejowe mleczan i pirogronian moga by¢ substratami energetycznymi dla neuronow
(Izumi i wsp. 1997, Schurr i wsp. 1997). Dlatego inhibicja/degradacja PDH przez
niedotlenienie, stres oksydacyjny odgrywa kluczowa rolg¢ w uszkadzaniu neurondéw
(Martin 1 wsp. 2005).

Powstajacy w mitochondriach, w reakcji utlenienia pirogronianu, acetylo-CoA
jest zrodtem reszt acetylowych do syntezy ACh. O istotnej roli mitochondrialne;j
syntezy acetylo-CoA dla metabolizmu cholinergicznego $wiadczy fakt, ze inhibicja
PDH przez amyloid- (A), tlenek azotu (NO) hamowata syntez¢ ACh (Hoshi i wsp.
1997). Synteza ACh odbywa si¢ jednak w cytoplazmie zakonczen nerwowych.
Dlatego tez, acetylo-CoA musi by¢ przetransportowany przez bton¢ mitochondrialna
do cytoplazmy, aby mogt zosta¢ zuzyty do syntezy tego neuroprzekaznika. Btony
mitochondrialne komdrek watroby, migsni, tkanki thuszczowej jak rowniez mozgu sa
wzglednie nieprzepuszczalne dla CoA i jego acylowych pochodnych (Lowenstein
1968, Srere 1965, Szutowicz 1 wsp. 1998). Dlatego tez, reszty acetylowe sa
transportowane do cytoplazmy za pomoca metabolitow posrednich transportowanych
przez btong mitochondrialna, dla ktorych w cytoplazmie istnieja enzymy pozwalajace
odtworzy¢ z nich acetylo-CoA. Wykazano istnienie kilku réwnoleglych drog
transportu acetylo-CoA przez btong¢ mitochondrialna. Jedna z nich jest droga za
posrednictwem cytrynianu. W mitochondriach acetylo-CoA jest metabolizowany do
cytrynianu, ktéory na drodze wymiany z L-jablczanem jest transportowany do
cytoplazmy. W cytoplazmie w reakcji katalizowanej przez liazg ATP-cytrynianowa
(szczawiooctano-liaza ATP: cytrynian, ACL, EC 2.3.3.8) z cytrynianu odtwarza si¢
acetylo-CoA (Szutowicz 1 wsp. 1977, 1981, 1994). Czynnikiem ulatwiajacym ten
transport do miejsca syntezy ACh bytaby preferencyjna lokalizacja ACL w
cholinergicznych zakonczeniach nerwowych (Szutowicz 1978, Szutowicz i wsp. 1980,
1982, 1983). Wedlug naszej oceny aktywnos¢ ACL w zakonczeniach
cholinergicznych jest okoto 10 razy wyzsza niz w niecholinergicznych (Szutowicz
1978). O istotnej roli cytrynianu w syntezie ACh $wiadczy jej hamowanie przez (-

)hydroksycytrynian, specyficzny inhibitor ACL. Na tej podstawie ocenia sig, ze okoto
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30% reszt acetylowych do syntezy ACh w mozgu jest dostarczane poprzez ta droge
metaboliczna (Bielarczyk 1 Szutowicz 1989).

Do innych metabolitow posrednich, transportujacych reszty acetylowe do
cytoplazmy naleza acetylo-L-karnityna i octan (Carroll 1997, Ricny i wsp. 1992,
Tucek 1993, Szutowicz 1 wsp. 1994). Nasze badania wykazaly, ze w
zdepolaryzowanych zakonczeniach nerwowych mozliwy jest rowniez bezposredni
transport acetylo-CoA przez blong mitochondrialng za posrednictwem wrazliwych na
wapn kanalow hydrofilowych, zlokalizowanych w wewngtrznych blonach
mitochondrialnych (Bielarczyk i Szutowicz 1989). Odpowiadaja one prawdopodobnie
za powstawanie tzw. ,,permeability transition pores” aktywowanych przez Ca i
hamowanych przez cyklosporyng A (Kristian i wsp. 2000).

O istotnej roli metabolizmu reszty acetylowej w utrzymaniu integralnosci
neuron6w cholinergicznych $wiadczy réwniez fakt, ze w chorobie Alzheimera
spadkowi ilosci neuronow cholinergicznych w dotknigtych zmianami regionach
moézgu  towarzyszyl  proporcjonalny  spadek  aktywnosci  dehydrogenazy
pirogronianowej i liazy ATP-cytrynianowej (Kalaria i wsp. 1989, Perry i wsp. 1980,
Sheu i wsp. 1985). Natomiast w tych samych warunkach neurony innych uktadéw
neuroprzekaznikowych (neurony glutaminianergiczne, GABA-ergiczne) zachowywaly

integralno$¢ czynnosciowa i strukturalna (Gsell 1 wsp. 1996).

Pozostaje to w zgodzie 7 naszq hipotezq, e szczegolna podatnos¢ neuronow
cholinergicznych na neurodegeneracje moze wynikaé z faktu, Ze acetylo-CoA jest w
nich zuiywany nie tylko do produkcji energii i syntezy lipidow strukturalnych, ale

rowniez do syntezy ACh.

1.3. Neurony cholinergiczne w doswiadczalnych modelach encefalopatii

Badania kliniczne i obrazowe (MRI) z uzyciem znakowanych pochodnych
glukozy wykazuja, ze w chorobie Alzheimera uszkodzeniu ulegaja w pierwszej
kolejnosci neurony cholinergiczne przegrody moézgu, podczas gdy neurony
wewnetrzne prazkowia pozostaja nietknigte (Auld i wsp. 2002, Kasa i wsp. 1997).
Szereg modeli doswiadczalnych neurotoksycznosci dostarcza podobnych obserwacji.
Wykazano, ze systemowe podawanie glinu powodowato spadek aktywnosci i
ekspresji ChAT 1 HACU w hipokampie 1 w przegrodzie mézgu szczura (Julka i wsp.
1995). Amyloid-B zwigkszal $miertelno$¢ komorek RN46A pochodzacych z jadra

szwu po ich transformacji do fenotypu cholinergicznego przez CNTF (ciliary
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neurotrophic factor). Nie zmienial on natomiast zywotnos$ci tych samych neuronow po
transformacji do fenotypu serotoninergicznego przez BDNF (brain derived
neurotrophic factor) (Olesen i wsp. 1998).

Niedotlenienie mdzgu, czgsto wystepujace u osob starszych, moze by¢ jedna z
istotnych przyczyn rozwoju neurodegeneracji. Powoduje ono pobudzenie
dominujacego w mozgu uktadu neuronow glutaminianergicznych. Zwigkszone
wydzielanie L-glutaminianu w polaczeniu z uposledzeniem jego transportu zwrotnego,
przez niedotlenione astrocyty powoduje nadmierne pobudzenie receptorow NMDA
(N-metylo-D-asparaginian) na réwniez depolaryzowanych neuronach
cholinergicznych (Hind i wsp. 2004). W wyniku takiego dziatania dochodzi do
pobudzenia ekscytotoksycznego, zwigkszonego naplywu Ca, ktéry powodowatby
dalsze przedtuzenie depolaryzacji i wydzielania ACh (Kato i wsp. 2005, Obrenovich i
wsp. 2000). Jednoczesna aktywacja przez Ca neuronalnej syntazy tlenku azotu
(nNOS) we wszystkich komorkach, prowadzitaby do wigkszej produkcji NO
(Dawson, Dawson 1996). Powoduje to uszkodzenie szeregu enzymow zwiazanych z
produkcja energii oraz zabezpieczeniem integralnosci bton komorkowych takich jak
akonitaza, dehydrogenaza pirogronianowa (PDH) lub enzymy tancucha oddechowego.
Uszkodzenie komorek stymuluje amyloidogenna proteoliz¢ biatka prekursorowego
amyloidu-B (APP) zwigkszajac nagromadzanie si¢ amyloidu-f w niedotlenionym
moézgu. W neuronach cholinergicznych nadmierne wydzielanie ACh uruchamiatoby
zwigkszona resyntezg jej wewnatrzkomorkowej puli przy zahamowaniu oksydacyjne;j
przemiany pirogronianu (Bielarczyk i wsp. 1998).

Réwniez 1 w przypadku NO jego toksyczno$¢ w stosunku do neurondéw
cholinergicznych zalezala od ich fenotypu. Badania wplywu NO na pierwotne
hodowle neuronéw z réznych regiondéw moédzgu wykazaty, ze neurony cholinergiczne
pnia mézgu sa znacznie odporniejsze na dzialanie S-nitrozo-N-acetylopenicylaminy
(SNAP) niz neurony przegrody moézgu (Fass 1 wsp. 2000). Podobnie zréznicowane
neuroblastoma SN56 wykazywaty w takich warunkach wigksza fragmentacj¢ DNA
(TUNEL) 1 wuwalnianie dehydrogenazy mleczanowej (LDH) niz komorki

niezréznicowane (Personett 1 wsp. 2000).
Dane te wskazujq, Ze stopien zuZycia prekursorow ACh przez neurony

cholinergiczne moze byé jednym 7 istotnych czynnikow determinujacych ich

podatnosé na neurodegeneracje.
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2. CEL BADAN

Celem badan, ktorych wyniki opublikowano w pracach stanowiacych podstawe

rozprawy habilitacyjnej byto wykazanie, ze:

& zroznicowanie fenotypowe wpltywa na podatno$é neurondow cholinergicznych

na bodZce neurodegeneracyjne,

& dostepnosé acetylo-CoA w przedziale mitochondrialnym spetnia istotng role w
zréznicowanej  podatnosci  neuronéw  cholinergicznych na  bodzce

neurodegeneracyjne,

& poziom cytoplazmatycznego acetylo-CoA reguluje metabolizm ACh.
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3.WYNIKI BADAN I ICH DYSKUSJA

3.1. Neurotoksycznos¢ glinu

Glin jest trzecim, co do zawartosci sktadnikiem skorupy ziemskiej. Organizmy
zywe wyksztalcity szereg mechanizmow zabezpieczajacych przed jego nadmierna
absorbcja z przewodu pokarmowego. Niemniej, aniony tworzace z Al rozpuszczalne
kompleksy, takie jak cytrynian lub witamina C, powszechnie uzywane w napojach
chlodzacych, wielokrotnie zwigkszaja wchtanianie glinu z jelit. Glin tworzy wolno
dysocjujace kompleksy drobnoczasteczkowe z anionami PPK w postaci, ktorych jest
niemal w cato$ci wydalany przez nerki. Jednakze, z wiekiem nastepuje stopniowe
zwigkszenie poziomu Al w tkankach, w tym rowniez 1 w mozgu (Meiri 1 wsp, 1993,
Szutowicz 2001).

U pacjentow z niewydolnoscia nerek uposledzenie wydalania Al z moczem
powodowato znaczne zwigkszenie poziomu tego kationu w osoczu krwi i tkankach, do
stezen rz¢du 0.1-1.0 mM. Sprzyjato temu przyjmowanie przez ta grupg chorych lekow
antiacida zawierajacych glin, jak rowniez dializy ptynem zawierajacym zbyt wysokie
stezenia Al (Starkey 1987). Akumulacja Al w moézgach dializowanych pacjentéw
prowadzita do encefalopatii, w ktérych jednym z gltownych uszkodzen byta
degeneracja neurondow cholinergicznych z otgpieniem, stanami drgawkowymi i
$piaczkowymi.

Rowniez w chorobie Alzheimera wykazywano gromadzenie si¢ glinu w
obrgbie plytek amyloidowych i ognisk neurodegeneracji w stezeniach
przekraczajacych kilkakrotnie poziomy kationu w odpowiednich wiekowo mdzgach
0sob zdrowych (Good 1 wsp. 1992, Mantyh i wsp. 1993). Wydaje si¢ jednak, Ze
akumulacja glinu jest w tych przypadkach nastgpstwem a nie przyczyna zmian
neurodegeneracyjnych. Do mézgu glin jest transportowany w postaci kompleksow z
trasferyna (Roskams i Connor 1990). Zwigkszenie przepuszczalnosci bariery krew-
moézg w chorobie Alzheimera (AD) oraz kompleksowanie Al z amyloidem-f proces
ten przys$piesza. Jednakze, nawet wtornie zakumulowany w przestrzeni
pozakomorkowej glin moze wywieraé swoje dziatanie cytotoksyczne nasilajac
agregacj¢ amyloidu-B (House i wsp. 2004, Kawahara i wsp. 2001, Mantyh 1 wsp.
1993, Ricchelli 1 wsp. 2005) 1 interferujac z transportem Ca 1 Fe do wngtrza komorek
(Abreo 1 wsp. 1999, Busselberg i wsp. 1993, Gandolfi i wsp. 1998, Oshiro i wsp.
1998).
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Zewnatrzkomoérkowy glin jako kompetytywny inhibitor kanatéw wapniowych
bramkowanych napigciem moze zaburza¢ kwantowe wydzielanie acetylocholiny.
Natomiast toksyczne dziatanie wewnatrzkomorkowego glinu moze by¢ wynikiem
wypierania wapnia i zelaza z kompleksow z biatkami 1 anionami drobnoczastkowymi
(Mantyh i wsp. 1993). Z kolei wzrost stezenia Ca®” i Fe *" moze inicjowaé proces
apoptozy czy tez stres oksydacyjny. Ponadto, wzrost st¢zenia wewnatrzkomérkowego
wapnia moze z jednej strony hamowac¢ syntezg acetylo-CoA, z drugiej zwigkszaé jego
transport do cytoplazmy (Bielarczyk i Szutowicz 1989). Dane te pozwolilty na
sformutowanie hipotezy, ze glin poprzez interferencje¢ z procesami transportu reszt
acetylowych przez blony mitochondriow moze wplywaé na synteze i wydzielanie

ACh.

Jednakie wzajemne zaleinosci miedzy dystrybucjq acetylo-CoA w
zakonczeniach nerwowych a metabolizmem ACh nie byly przedmiotem badan przed

podjeciem przez nas tego tematu.

3.1.1. Cytotoksyczne dzialanie glinu pozakomoérkowego

Celem pracy nr 1 (Bielarczyk i wsp. 1998) bylo sprawdzenie czy toksyczne
dziatanie glinu na neurony cholinergiczne moze by¢ spowodowane zmianami
metabolizmu 1 dystrybucji wewnatrzsynaptosomalnej puli acetylo-CoA. Zakonczenia
nerwowe badano w warunkach depolaryzacji (30 mM KCI), co zapewnialo ciagte
wydzielanie a co za tym idzie i syntez¢ ACh. Uzycie $rodowisk niezawierajacych i
zawierajacych 1 mM Ca ** pozwolito zbadaé zaréwno spontaniczne jak i kwantowe
wydzielanie ACh. W celu izolacji mitochondridéw synaptosomalnych blony
plazmatyczne synaptosomow rozpuszczano digitoning (Bielarczyk i Szutowicz 1989,
Janski 1 wsp. 1980). Mitochondria oddzielano od cytoplazmy za pomoca wirowania
przez mieszaning olei silikonowych. Umozliwito to oceng dystrybucji acetylo-CoA w
obu podstawowych przedziatach zakonczen nerwowych w warunkach symulujacych
stany fizjologiczne 1 patologiczne. Dzigki temu mozliwa byla obserwacja puli
mitochondrialnej acetylo-CoA uzywanej do produkcji energii w cyklu kwasow
trojkarboksylowych oraz cytoplazmatycznej uzywanej do syntezy ACh.

Wykazano, ze Al hamuje zuzycie pirogronianu prawdopodobnie wskutek
zwigkszenia akumulacji Ca w mitochondriach. Mogto to by¢ spowodowane inhibicja
wymiennika Na/Ca, poniewaz dodanie Ca do $rodowiska hamowato utlenianie

pirogronianu i znosito inhibicyjny wptyw Al na ten proces (Bielarczyk i wsp. 1998,
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Szutowicz i wsp. 1998a). Jednakze ku mojemu zaskoczeniu Al zwigkszal poziom
acetylo-CoA w mitochondriach synaptosomalnych. Wynikato to z zahamowania przez
Al transportu acetylo-CoA przez blone mitochondrialna. Swiadczylo o tym
jednoczesne obnizenie zawarto$ci acetylo-CoA w synaptoplazmie (Bielarczyk i wsp.
1998). Nastgpowato to prawdopodobnie wskutek inhibicji przez Al naplywu
zewnatrzkomorkowego Ca do wnegtrza zakonczen nerwowych wskutek inhibicji
bramkowanych napigciem, kanatow wapniowych w blonach plazmatycznych,
wrazliwych na werapamil i1 nifedyping (Carvalho i wsp. 1986, Saydoff i Zaczek 1996).
Spadek cytoplazmatycznego Ca hamowaltby z kolei transport acetylo-CoA z
mitochondriéw do cytoplazmy przez kanaty jonowe o wysokiej przewodnosci.

Wplyw glinu na wydzielanie i syntezg ACh okazal si¢ by¢ wypadkowa jego
dziatania na transport acetylo-CoA do cytoplazmy oraz na proces wydzielania tego
neuroprzekaznika na poziomie blony plazmatycznej. Z jednej strony Al aktywowat
niezalezny od Ca proces niekwantowego wydzielania ACh, z drugiej za$ silnie

hamowat kwantowe wydzielanie tego neuroprzekaznika (Bielarczyk i wsp. 1998).

Tak, wiec doswiadczenia te wykazaly po raz pierwszy, e szybkosé syntezy
ACh zaleiy od poziomu acetylo-CoA w cytoplazmie zakonczen nerwowych.
Supresyjne dziatanie zewnqtrzkomorkowego Al na te parametry tlumaczyloby

istnienie ubytkow przewodnictwa cholinergicznego w encefalopatiach glinowych.

Wykazano réwniez istnienie kompetycji migdzy inhibicyjnym dziataniem
werapamilu i Al na wydzielanie ACh 1 zawarto$¢ acetylo-CoA w cytoplazmie
synaptosomow. Al jako stabszy inhibitor kanaldéw Ca odwracal czg¢sciowo silniejsze
dziatanie werapamilu (Bielarczyk i wsp. 1998). Wskazuje to, ze Al wiaze si¢ z tym
samym co werapamil miejscem kanatéw wapniowych w blonach plazmatycznych. Na
podkreslenie zastuguje fakt, ze uzyte w pracy stezenia Al odpowiadaly jego
poziomowi stwierdzanemu w moézgach chorych z encefalopatia dializacyjna i AD
(Meiri 1 wsp. 1993). Nalezy pamigtaé, ze Al w przestrzeni pozakomoérkowej (PPK) i
wewnatrzkomorkowej (PWK) istnieje niemal wylacznie w postaci kompleksow z
biatkami i anionami drobnoczasteczkowymi. Poziom wolnych jonow AI’* jest rzedu
1072 mola/l. Powstaje, wigc pytanie, ktory z kompleksow Al w PPK moze wykazywaé
swoje dziatanie patogenne.

Wykazano po raz pierwszy, ze dzialanie inhibicyjne Al znikato w $§rodowisku

niezawierajacym fosforanu. W zwiazku z tym nalezy sadzi¢, ze aktywna forma Al w
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PPK mozgu jest kompleks anionowy AIl(PO4)(OH), ktory stanowi 90%

zewnatrzkomorkowych kompleksow glinu in vivo (Bielarczyk i wsp. 1998).

Podstawowym osiqgnieciem tej pracy bylo wykazanie po raz pierwszy, Ze
inhibicja kwantowego wydzielania ACh przez Al jest scisle zwiqzana 7 jednoczesnym
ograniczeniem dostepnosci acetylo-CoA w przedziale cytoplazmatycznym. W ten
sposob nadmierna akumulacja Al u chorych 7 encefalopatiq moze pogarszacé ubytki
funkcji behawioralnych i poznawczych wynikajqce z ju? istniejqcych strat
strukturalnych w populacji neuronow cholinergicznych mozgu. Naleiy podkreslié,

Ze opisane Zjawiska dotyczq efektow wywolywanych przez Al zewngqtrzkomorkowy.

3.1.2. Wplyw glinu wewnatrzkomoérkowego na metabolizm acetylo-CoA

Al stosunkowo tatwo przedostaje si¢ do wnetrza komorek poprzez receptory
transferynowe. Wiele danych wskazuje, ze dzialanie patogenne Al wewnatrz komorki
zwiazane jest z wypieraniem przez niego Ca 1 Fe z ich kompleksow z biatkami
strukturalnymi, zwiazanymi z wewnatrzkomérkowym przekaznictwem sygnatow i
przemianami oksydacyjnymi. Sprzyja temu fakt, ze szybkos$¢ dysocjacji kompleksow
glinowych jest 1000 razy wolniejsza niz wapniowych. Sytuacja bylaby, wiec
odmienna niz w przypadku zewnatrzkomoérkowego Al, ktéory zmniejszat szybki,
bramkowany potencjatem, transport Ca do wngtrza neurondw. Wywotany przez Al
wzrost wewnatrzkomorkowego wolnego Ca®" i Fe*' aktywowalby proces syntezy
wolnych rodnikéw tlenowych (Xie 1 wsp. 1996). Wykazano, ze w mozgach szczurow
traktowanych przewlekle glutaminianem glinu wzrastal poziom zwiazkow
reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (Deloncle i wsp. 1999). W podobnym
uktadzie do$wiadczalnym Al zwigkszal poziom peroksydacji lipidow w mézgu myszy
(Xie 1 wsp. 1996). Powodem tego zjawiska bytoby hamowanie przez Al zaleznej od
ATP akumulacji Ca w retikulum endoplazmatycznym jak réwniez usuwanie Fe*' z
centrum aktywnego akonitazy (Mundy i wsp. 1994, Julka 1 Gill 1996). I tak, wzrost
stezenia wolnego Ca’" i Fe*" w mitochondriach hamowatby utlenianie w cyklu
kwasow trojkarboksylowych w wyniku inhibicji aktywnosci PDH, ktora jest
spowodowana aktywacja specyficznej kinazy oraz akonitazy przez zwigkszenie
stezenia wolnych rodnikow (Xie 1 wsp. 1996, Zatta i wsp. 2000).

Wykazano szereg interferencji Al z ukladami wewnatrzkomérkowego

przekaznictwa sygnatow. Al zwigkszat poziom cAMP poprzez bezposrednia inhibicje
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specyficznej fosfodiesterazy (Richardt i wsp. 1985). Powodowato to wzrost
aktywnosci kinazy fosforanowej A (PKA) 1 fosforylacji zaleznych od niej substratow
biatkowych. Stan fosforylacji biatek zaleznych od PKA regulowany jest przez
aktywacj¢ tego enzymu oraz bezpos$rednia inhibicj¢ fosfatazy A2 (Nakamura 1 wsp.
1990, Yamamoto i wsp. 1990) i fosfodiesterazy cAMP (Richardt i wsp. 1985).
Ponadto, glin hamuje hydroliz¢ fosfatydyloinozytoli, ktére sa kluczowym etapem
przekaznictwa sygnaléow z receptoréw muskarynowych, katecholaminergicznych i
neurotropowych (Fisher i wsp. 1992, Nostrandt i wsp. 1995, Shafer i wsp. 1994).

Wzrost poziomu mitochondrialnego Ca”>" pod wpltywem Al powodowatby aktywacje
kanatow o wysokiej przepuszczalnosci (MPT) w btonie mitochondrialnej (Julka 1 Gill
1996, Kristiann 1 wsp 2000), ktéore stymulowalyby proces apoptozy poprzez
uwalnianie cytochromu c¢ 1 innych bialek proapoptotycznych z mitochondriow

(Szutowicz 1 wsp. 2006, przyjeta do druku).

NaleZalo wiec, przypuszczaé, e wewngtrzkomorkowy Al bedzie wywieral
odmienne od Al  zewngtrzkomorkowego  dzialanie  na  dystrybucje

wewngqtrzkomorkowego acetylo-CoA.

Hipoteza ta byla weryfikowana w pracy nr 2 na izolowanych mitochondriach
mozgu szczura (Szutowicz i wsp. 1998a). Okazalo sie, Ze przy stezeniach 1 uM Ca”",
spotykanych w cytoplazmie zdepolaryzowanych komorek nerwowych dochodzito do
inhibicji aktywnos$ci PDH, jak réwniez nieproporcjonalnie duzego spadku acetylo-
CoA w izolowanych mitochondriach. Dzialanie to nasilato si¢ w obecnosci Al, ktory
zwickszal stezenie wolnego Ca®™ w $rodowisku inkubacyjnym mitochondridw.
Thimaczytoby to uposledzenie procesoOw utleniania w mozgach oséb z choroba
Alzheimera 1 innymi encefalopatiami. Co wigcej, dochodzito do stymulacji przez Al
akumulacji Ca w mitochondriach wskutek inhibicji wrazliwego na werapamil
wymiennika Na/Ca. Rowniez i w tym przypadku wykazano, ze aktywna forma Al byt
kompleks Al(PO4)OH". Tak, wigc Al po wejsciu do komorki nerwowej zwigkszatby

poziom Ca>" zaréwno w przedziale cytoplazmatycznym jak i mitochondrialnym.

Badania te wykazaly, Ze sposob, w jaki Al wplywa na metabolizm neuronow i

innych komorek zalely od stosunku steien tego kationu w PPK i PWK.
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3.2. Znaczenie puli synaptoplazmatycznej acetylo-CoA dla funkcji neuronéw
cholinergicznych

Stezenie acetylo-CoA w zakonczeniach nerwowych wynosi 1.6-6.0 nmoli/g
tkanki. Natomiast Km dla tego substratu wynosi okoto 5-20 uM (Tucek 1993). Nalezy
jednak pamigtaé, ze stezenie acetylo-CoA w cytoplazmie jest 10 krotnie nizsze niz w
mitochondriach (Bielarczyk 1 Szutowicz 1989). W spolaryzowanych neuronach
cholinergicznych istnieje stan réwnowagi dla reakcji ChAT, determinowany w tych
warunkach stata réwnowagi reakcji K rowna 14 (Tucek 1993). W spoczynkowych
neuronach mata szybko$¢ niekwantowego wydzielania ACh powoduje, ze st¢zenia
substratow nie stanowia czynnika ograniczajacego szybkos¢ jej syntezy. Jednakze w
warunkach depolaryzacji wydzielanie ACh znacznie zwigksza resyntezg¢ tego
neuroprzekaznika. Ma to na celu przywrocenie stanu rownowagi reakcji ChAT, co
wiaze si¢ z odtworzeniem puli ACh niezbednej do utrzymania neuroprzekaznictwa.
Staje si¢ oczywiste, ze proces ten moze by¢ ograniczany dostgpnoscia choliny i
acetylo-CoA w przedziale cytoplazmatycznym neuronéw cholinergicznych.
Wiadomo, ze wzrost poziomu acetylo-CoA w mozgu spowodowany podaniem
acetylo-L-karnityny lub beta-hydroksymaslanu powodowatl wzrost zawartosci ACh
(White 1 wsp. 1990, Tomaszewicz i wsp. 1997). Co wigcej, zabezpieczal funkcje
neuronbw w warunkach nadmiernego pobudzenia wywotanego przedtuzona
depolaryzacja. Z kolei nadmiar NO hamowal aktywno$¢ dehydrogenazy
pirogronianowej powodujac, jak mozna si¢ domysla¢, niedobor acetylo-CoA w
mitochondriach (Bolanos i wsp. 1997, Stewart i wsp. 2000, Tomaszewicz 1 wsp.
1997). Wzrost stezenia rodnikoOw nitrozylowych prowadzit do zwigkszenia
przepuszczalnoéci bton mitochodrialnych dla zwiazkéw drobnoczasteczkowych i
biatek proapoptotycznych (Kindler i wsp. 2003, Stewart i wsp. 2003, Szutowicz i wsp.
2006, przyjeta do druku).

Nie bylo jednak bezposrednich danych wykazujqcych czy modyfikacja
dystrybucji acetylo-CoA w synaptosomach przez roine inhibitory i zwiqzki
cytotoksyczne zmienia w sposob dajqcy sie przewidzie¢ kwantowe i niekwantowe

wydzielania ACh.

Uzyskanie tych informacji byto celem pracy nr 3 (Szutowicz i wsp. 1998b).
Wykazano migdzy innymi, ze w zdepolaryzowanych synaptosomach w obecnosci Ca

w $rodowisku inkubacyjnym, nitroprusydek sodu (SNP) zwigkszal poziom
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cytoplazmatycznego acetylo-CoA a Al odwracal ten efekt. Spowodowane to bylo
zahamowaniem przez Al transportu zewnatrzkomoérkowego Ca do cytoplazmy.
Réwniez sam niedobor pirofosforanu tiaminy oraz werapamil obnizaly poziom
acetylo-CoA w cytoplazmie zakonczen nerwowych, odpowiednio poprzez
zahamowanie syntezy acetylo-CoA przez PDH w mitochondriach i ograniczenie
zaleznego od Ca transportu przez btong mitochondrialna. Z kolei beta-hydroksymaslan
za posrednictwem beta-ketotiolazy zwigkszal poziom acetylo-CoA w cytoplazmie.

Na podstawie tych wynikéw mozna byto utworzy¢ wykres korelacji, w ktérym
wzrastajacym stgzeniom acetylo-CoA cytoplazmatycznego odpowiadaty wzrastajace
szybkosci kwantowego wydzielania ACh, w obecnosci roznych efektorow takich jak:
werapamil < Al= (-)hydroksycytrynian < niedobdr pirofosforanu tiaminy < kontrola
<Al+SNP<beta-hydroksymaslan<SNP. W rezultacie stwierdzono istnienie wysoce
znamiennej prostoliniowej korelacji migdzy kwantowym wydzielaniem ACh a
poziomem cytoplazmatycznego acetylo-CoA (r=0.98, p<0.001).

Nie wykazano natomiast korelacji migdzy innymi parametrami metabolizmu
acetylo-CoA, szybkoscia utleniania pirogronianu czy tez poziomem acetylo-CoA w
mitochondriach i kwantowym wydzielaniem ACh. Nie byto réwniez korelacji miedzy
niekwantowym wydzielaniem ACh a poziomem acetylo-CoA w mitochondriach czy
tez w cytoplazmie zakonczen nerwowych.

Wskazuje to, ze nie ma prostej zaleznosci migdzy synteza acetylo-CoA w
mitochondriach a jego transportem do cytoplazmy. Wynika to z faktu, ze transport ten
odbywa si¢ réznymi drogami regulowanymi przez niezalezne mechanizmy, réznie
reagujace na bodzce cytotoksyczne. Dla przykladu Al zmniejszal a NO zwigkszat
przepuszczalno$¢ blon mitochondrialnych dla acetylo-CoA, przy podobnym stopniu
inhibicji jego syntezy przez dehydrogenazg pirogronianowa. Nie zmniejsza to
znaczenia acetylo-CoA jako substratu do produkcji energii i utrzymania integralnosci
neurondéw. loudina 1 wsp. wykazali w swojej pracy, ze obnizenie stezenia glukozy w
hodowli neuronéw hipokampa zwigkszato ich wrazliwos¢ na toksyczne dziatanie
glutaminianu (Ioudina i wsp. 2004). Sa one zgodne z naszymi danymi wykazujacymi,
ze zahamowanie syntezy acetylo-CoA w mitochondriach powoduje spadek poziomu
tego metabolitu w cytoplazmie 1 inhibicj¢ syntezy ACh w zakonczeniach nerwowych

(Szutowicz i wsp. 1998b).

Wyniki te stanowiq dowod na to, Ze zaburzenia funkcji neuroprzekaZniczej

neuronow cholinergicznych pod wplywem bodicow cytotoksycznych sq scisle
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wiqzane z poziomem acetylo-CoA w ich przedziale synaptoplazmatycznym. Nie
wyklucza to wspdlistnienia innych mechanizmow neurotoksycznego dziatania NO i

Al na neurony cholinergiczne.

3.3. Zalezna od fenotypu wrazliwo$¢ neuronéw cholinergicznych na bodzce

neurodegeneracyjne

Opisane wyzej badania metabolizmu acetylo-CoA przeprowadzane byly we
frakcji synaptosomalnej, w ktorej zakonczenia cholinergiczne stanowity jedynie okoto
10% populacji (Richardson 1981). Dlatego interpretacja zard6wno naszych wynikow,
jak 1 wynikéw innych badaczy opierala si¢ na zatozeniu, ze metabolizm acetylo-CoA
w zakonczeniach cholinergicznych i1 niecholinergicznych jest podobny (Szutowicz
wsp. 1982a, Bielarczyk 1 Szutowicz 1989). Niemniej, chociazby roznice w
rozmieszczeniu réoznych typdw receptorow cholinergicznych i glutaminianergicznych
(NMDA) w obu populacjach sa na tyle istotne, ze moga one determinowac rdznice w
ich reakcjach na bodZce neurodegeneracyjne. Sprawiaja one, ze w wielu
encefalopatiach, w ktorych dochodzi do uposledzenia metabolizmu energetycznego
uszkodzeniu czynno$ciowemu lub strukturalnemu ulegaja w pierwszej kolejnosci
neurony cholinergiczne (Blass 1 wsp. 1997, Perry i wsp. 1980, Szutowicz 1 wsp.1996).
Co wigceej, rozne grupy neurondOw cholinergicznych mozgu wykazywaly zréznicowana
wrazliwos¢ na podobne bodzce cytotoksyczne (Fass 1 wsp. 2000, Andsberg i wsp.
2001, Szutowicz 2001). Zgodnie z nasza hipoteza zjawisko to mozna by wigzaé ze
zmiennym stosunkiem szybkosci metabolizmu ACh do szybko$ci metabolizmu
acetylo-CoA w poszczegolnych grupach neurondw cholinergicznych mézgu. Na taka
mozliwo$¢ wskazuja badania subfrakcji synaptosomalnych hipokampa szczura
wykazujace ponad dwukrotnie nizsza niz w ogdlnej populacji aktywno$¢ heksokinazy
w podfrakcji duzych synaptosoméw o wysokiej aktywnosci acetylocholinesterazy
(Gorini 1 wsp. 1999).

Dlatego tez istotnym uzupetnieniem badan catego mézgu sa badania prowadzone
na pierwotnych hodowlach cholinergicznych neuronéw mozgu lub tez komorek
cholinergicznych neuroblastoma takich jak S-20 czy SN56, w ktorych catos¢
metabolizmu acetylo-CoA znajduje si¢ w ,,przedziale cholinergicznym” (Szutowicz 1
wsp. 1983, Berse 1 wsp. 1997). Komorki te wydaja si¢ by¢ szczegdlnie przydatnym

modelem do badan wptywu metabolizmu acetylo-CoA na funkcj¢ neuroprzekaznicza i
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integralno$§¢ neuronéw cholinergicznych w obecno$ci  réznych czynnikow
cytotoksycznych.

Zaburzenia metabolizmu acetylo-CoA moga by¢ oczywiscie tylko jednym z
wielu czynnikow powodujacych zrdéznicowana wrazliwo$¢ na bodzce neurotoksyczne
takie jak amyloid-B, NO czy tez Al w r6znych grupach neuroné6w cholinergicznych. W
istocie wykazano, ze neurony cholinergiczne pnia mézgu byty mniej wrazliwe na
SNAP lub SNP niz neurony prazkowia i przegrody mézgu, dzigki wysokiej ekspresji
trzech grup biatek antyapoptotycznych (McKinney i wsp. 2004). Zrdznicowane
neurony byly rowniez bardziej wrazliwe na amyloid-, wskutek zwigkszonej

fosforylacji biatek tau przez zalezna od cykliny kinazg 5 (CdkS5) (Liu i wsp. 2004).

Obserwacje te potwierdzajq zasadnos¢ stosowania hodowli pierwotnych
neuronow cholinergicznych czy te? linii komorek cholinergicznych o roinym
stopniu zroZnicowania, do przeprowadzenia oceny wspolzaleinosci miedzy zmianami
ich fenotypu i Smiertelnosciq pod wplywem bodicow fizjologicznych i

patologicznych.

3.3.1. Wplyw glinu, amyloidu-p i NO na metabolizm ACh, acetylo-CoA i

zywotnos¢ cholinergicznych komorek neuroblastoma SN56

Wyniki badan uzyskane na synaptosomach i mitochondriach moézgach szczura
wymagaly dalszej weryfikacji z uzyciem populacji komérek w 100% cholinergicznych
Do tego celu w pracach nr 4 i 5 (Bielarczyk i wsp. 2003a, Szutowicz i wsp. 2000)
uzyto cholinergicznych hybrydowych neuroblastoma SN56 (dar prof. J.K. Blusztajna)
utworzonych w wyniku fuzji niecholinergicznych mysich komoérek neuroblastoma
NI18TG2 z neuronami cholinergicznymi z przegrody moézgu 21 dniowej myszy
(Hammond 1 wsp. 1990, Lee i wsp. 1990). Komorki te dawaly si¢ réznicowaé w
kierunku fenotypu cholinergicznego przez addytywny wptyw cAMP i RA, ktore
ponad czterokrotnie zwigkszaty aktywnos¢ ChAT 1 zawartos¢ ACh przy
jednoczesnym spadku aktywnosci PDH 1 szybko$ci zuzycia pirogronianu oraz
poziomu acetylo-CoA. Roznicowanie zwigkszato réwniez akumulacje Ca w
mitochondriach SN56 (Bielarczyk i wsp. 2003a). Nierdéznicowane i uprzednio
zroznicowane cCAMP/RA komorki SN56 hodowano nastgpnie w obecnosci jednego
lub kilku czynnikéw neurotoksycznych takich jak Al, SNP i amyloid-p. Uwaza sig, ze

zwiazki te odgrywaja istotng rol¢ w patomechanizmie choroby Alzheimera. Mozna
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réwniez przypuszczaé, ze podprogowe stgzenie jednego z tych czynnikow moze
nasila¢ dzialanie innego dajac wspolnie wyrazny efekt cytotoksyczny. Wiadomo tez,
ze dlugotrwata depolaryzacja powodujaca pobudzenie ekscytotoksyczne zwigkszata
nie tylko produkcj¢ NO, ale rowniez amyloidogenna przemiang biatka
prekursorowego amyloidu- (APP) (Pierrot i wsp. 2004). Wykazano rowniez, ze Al
przyspieszal powstawanie i agregacj¢ amyloidu-p i przedtuzat otwarcie kanatow Ca
(Pratico 1 wsp. 2002, Kawahara i wsp. 2001, Haust i wsp. 2004).

Przeprowadzone badania wykazaty, ze amyloid-f (25-35), toksyczny fragment
amyloidu-f 1-42, SNP i1 Al nie wplywaly na aktywnos¢ PDH w komorkach
nier6znicowanych, obnizaly natomiast znamiennie aktywno$¢ tego enzymu w
komoérkach zréznicowanych. Co wigcej, taczne dodanie dwoch neurotoksyn
powodowato spadek aktywnosci PDH rowniez w komodrkach nieréznicowanych i
dalsze poglebienie inhibicji aktywno$ci tego enzymu w neuronach zréznicowanych
(Bielarczyk i wsp. 2003a). Spadek aktywnosci PDH w komorkach zréznicowanych
spowodowany byl zaréwno wzrostem stgzenia Ca w mitochondriach komorek jak i
zmniejszeniem poziomu dwoch sposrdd trzech podjednostek katalitycznych enzymu:
dekarboksylazy pirogronianowej i dehydrogenazy dihydroliponianowej (Bielarczyk i
wsp. 2003a). Natomiast nizszy poziom Ca i nieobecno$¢ zmian zawartos$ci bialek
kompleksu PDH tlumaczyloby znacznie mniejsza inhibicje jego aktywnos$ci przy
jednoczesnym dodaniu Al i SNP do hodowli komoérek nieréznicowanych (Bielarczyk
i wsp. 2003a, Szutowicz i wsp. 2000). Ttumaczy to znacznie wigksze obnizenie przez
te neurotoksyny zywotnosci komorek roznicowanych niz nieréznicowanych.
Przejawiatlo si¢ to obecnoscia w populacji komodrek zroéznicowanych wigkszej
procentowe] zawartosci komorek pochtaniajacych biekit trypanu, przy znacznym
spadku catkowitej liczby komorek oraz cofnigciu si¢ ich roznicowania
morfologicznego (Bielarczyk i wsp. 2003a). Natomiast w komdrkach
nierdznicowanych wzrost pochtaniania blekitu trypanu nie wiazal si¢ ze
zmniejszeniem ogo6lnej liczby komoérek ani tez ze zmianami morfologicznymi.
Swiadczy to o tym, ze ich odpowiedz na neurotoksyny byta stabsza i opozniona w
czasie (Szutowicz i wsp. 2000). Czynnikiem zapewniajacym lepsza przezywalno$c¢
komorek nier6znicowanych mogl by¢ wysoki poziom acetylo-CoA niezmieniajacy sig
pod wplywem bodzcow neurotoksycznych jak rowniez stosunkowo niski poziom
wewnatrzkomorkowego Ca (Szutowicz i wsp. 2000). Z kolei w komorkach
zréznicowanych neurotoksyny obnizaly poziom acetylo-CoA do wartosci o 50%

nizszych niz w komodrkach niezréznicowanych, co przy wysokiej zawarto$ci Ca i
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duzej szybkosci wydzielania ACh, moglo powodowaé powstanie niedoborow
energetycznych w komorkach 1 ich trwate uszkodzenia (Bielarczyk i wsp. 2003a,

Szutowicz i wsp. 2000).

Przedstawione dane wskazujq, Ze dostgpnosé acetylo-CoA w neuronach
cholinergicznych moze modyfikowaé zarowno ich aktywnos¢ neuroprzekainikowq

Jjak i podatnosé¢ na bodice neurodegeneracyjne.
3.3.2. Espresja ChAT a cytoksycznos¢ cholinergiczna

Niezroznicowane komodrki SN56 posiadaja stosunkowo niska aktywnos$é
ChAT, rzedu 01-0.3 nmola/min/mg biatka. W zréznicowanych SN56 wahala si¢ ona
od 0.6 do 0.8 nmola/min/mg biatka (Szutowicz i wsp. 2000, Bielarczyk i wsp.
2003a). Tymczasem aktywno$¢ specyficzna ChAT w dojrzatych neuronach
cholinergicznych mozgu jest szacowana ok. 10 nmoli/min/mg biatka.

Celem pracy nr 6 (Bielarczyk i wsp. 2003b) bylo uzyskanie komorek
cholinergicznych z wysoka ekspresja ChAT. Umozliwitoby to weryfikacje
przedstawianej wyzej hipotezy w warunkach zblizonych do panujacych w dojrzatych
neuronach moézgu. Dlatego poprzez transfekcje¢ natywnych komorek SN56
wytworzono komodrki SNS6ChAT2. Transfekcja natywnych komoérek SN56
plazmidem PSRa neo zawierajacym szczurzy gen ChAT 1 gen opornosci na
genetycyne (G-418) data lini¢ komérkowa SN5S6ChAT2 zawierajaca dodatkowa kopig
genu ChAT 1 aktywno$¢ enzymu rzedu 4 nmoli/min/mg biatka. Co wigcej,
wbudowany gen pozostawat pod kontrola promotoréw CRE i RAR poniewaz cAMP i
RA zwigkszaly aktywnos¢ ChAT w tych komoérkach do poziomu okoto 7
nmoli/min/mg biatka a wigc do wartosci spotykanych w dojrzalych neuronach
cholinergicznych (Bielarczyk i wsp. 2003b).

Badania wydzielania ACh i poziomu acetylo-CoA potwierdzily istnienie
mechanizmu zaleznej od niego opornosci komorek na bodzce cytotoksyczne. Okazato
si¢, ze komorki z SNS6ChAT2 wykazywaly wyzsza wrazliwo$¢ na nadmiar NO
mierzony spadkiem zdolno$ci redukcji bigkitu tiazolu (MTT) niz komodrki natywne
(Bielarczyk 2003b). Co wigcej, SNS6ChAT2 mialy o 60% mniej acetylo-CoA i
zawieraty o 100% wigcej ACh niz komorki nie modyfikowane. Ttumaczy to wigksza
wrazliwo$§¢ SN56ChAT?2 na uszkadzajace dziatanie NO.

W tych warunkach wykazano istnienie znamiennej prostej korelacji miedzy

poziomem acetylo-CoA a przezywalnoscia komorek obu grup w obecnosci SNP
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(r=0.98), przy istnieniu odwrotnej korelacji migdzy aktywno$cia ChAT i poziomem
acetylo-CoA (r=0.93) (Bielarczyk i wsp. 2003b).

Dane te wykazaly po raz pierwszy, Ze w wysoko zroZnicowanych neuronach
cholinergicznych wzgledny niedobor acetylo-CoA jest spowodowany jego
zwigkszonym zuiyciem do syntezy ACh. W zwiqzku 7 tym w neuronach tych bodice
cytotoksyczne  znacznie  latwiej  powodowalyby  poglebienie  niedoboru
mitochondrialnego acetylo-CoA wskutek zahamowania jego synteiy przeg
dehydrogenaze pirogronianowq. Inhibicja tego enzymu bytaby wywolywana
zarowno bezposrednim dziataniem cytotoksyn jak i nadmiernq akumulacjq Ca
powodujqcego aktywacje kinazy PDH (Sheu i wsp. 1985). Tlumaczy to zwigkszong
wrazliwos¢  wysoko  zroimicowanych  neuronow  cholinergcznych  na

neurodegeneracje.

3.3.3. Rola czynnika wzrostu nerwow (NGF) w zréoznicowanej wrazliwosci

neuronow cholinergicznych na bodzce neurodegeneracyjne

NGF odgrywa istotna rolg¢ w regulacji wzrostu, réznicowania i zywotnosci
neurondw cholinergicznych moézgu (Delcroix i wsp. 2000). Aktywacja specyficznych
dla NGF receptorow TrkA zwigkszala przezywalno$¢ neuronéw w obecnosci NO,
amyloidu-fp 1 innych zwiazkéw cytotoksycznych. Natomiast aktywacja
niespecyficznego receptora p75 o niskim powinowactwie do neurotrofin, powodowata
supresj¢ fenotypu cholinergicznego i1 uczulala neurony na dzialanie neurotoksyn
(Bhakar 1 wsp. 2003, Coulson i wsp. 2000, Oh i wsp. 2000, Yaar i wsp. 1997).
Wykazano migdzy innymi, ze nadekspresja receptora p75 zmniejsza gestos¢ neuronow
cholinergicznych 1 aktywno$¢ ChAT w przegrodzie mozgu myszy. Aktywacja
receptora p75 indukowala apoptotyczna zalezna od ceramidu $mieré neurondow
hipokampa (Brann i wsp. 2002). Z drugiej strony istnieja doniesienia o ochronie
komorek przez receptory p75 przed toksycznym dziatanie amyloidu-f3 (Zhang i wsp.
2003).

Wydaje sig, ze rozbiezne wyniki dotyczace dzialania NGF moga wynikaé z
roznego stopnia zréznicowania fenotypowego neurondéw cholinergicznych w réznych
modelach do$wiadczalnych. Natywne komorki SN56(p75+TrkA-) nie posiadaja
receptorow TrkA. Dlatego w dalszych badaniach uzyto linii SN56 o symbolu T17
transfekowanej plazmidem pDM115 zawierajacym szczurzy gen TrkA (dar prof. J.K.
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Blusztajna) (Berse i wsp. 1999, Chao i wsp. 1998, Verdi i wsp. 1994) i receptory TrkA
na powierzchni blon plazmatycznych.

Celem badan przedstawionych w pracach 7, 8 i 9 ( Madziar i wsp. 2003,
Szutowicz i wsp. 2004, Szutowicz i wsp. 2005) bylo zrdéznicowanie dziatan
wywieranych przez receptory TrkA i p75 na fenotyp cholinergiczny, metabolizm
reszty acetylowej 1 przezywalno$¢ neuronéw cholinergicznych. Komorki obu linii
réznicowano cAMP/RA a nastgpnie poddawano dziataniu NGF w stgzeniach 100
ng/ml, aktywujacych zaréwno receptory TrkA jak i p75. NGF nie zmienial aktywnosci
ChAT 1 metabolizmu ACh w niezroznicowanych SN56. Zwigkszal natomiast
aktywno$¢ ChAT, zawarto$¢ 1 wydzielanie ACh w niezréznicowanych T17. Z kolei
cAMP/RA powodowat wzrost aktywnosci ChAT, poziomu i wydzielania ACh w
komorkach obu linii. Nieoczekiwanie w tak zrdéznicowanych komdrkach obu linii
NGF powodowatl podobny spadek aktywnosci ChAT i poziomu ACh. Co wigcej, to
hamujace dziatanie bylo znoszone przez przeciwcialo anty-p75. Wskazuje to, ze
aktywacja szlakow CREB/RAR powoduje zablokowanie sygnalizacji TrkA oraz
zwigkszenie supresyjnej sygnalizacji receptorow p75 (Madziar i wsp. 2003).

Dane te potwierdzaja obserwacje wykazujace, ze roznicowanie cAMP/RA
komorek SN56 1 T17 zwigksza poziom receptoréw p75 w btonach komorkowych.
(Szutowicz 1 wsp. 2006, przyjeta do druku). Przeciwcialo to znosito rowniez
aktywujace dzialanie NGF na niezréznicowane komorki T17. Potwierdza to
wczesniejsze obserwacje, ze receptor p75 jest koaktywatorem receptora TrkA (Ross i

wsp. 1998).

Oryginalnym osiqgnieciem przedstawianych prac jest wykazanie, Ze dzialanie
to wystepuje tylko w nisko zroznicowanych neuronach cholinergicznych. Dane te
wskazujq, e NGF mozZe spelniaé role dwukierunkowego zwrotnego regulatora
stabilizujqcego  poziom  ekspresji  fenotypu  cholinergicznego  neuronow
cholinergicznych. Z jednej strony aktywowalby on neurony o niskiej ekspresji
fenotypu  cholinergicznego, z drugiej zas obnizalby aktywnos¢ wysoko

zroznicowanych neuronow cholinergicznych.

Wazrost ekspresji fenotypu cholinergicznego pod wplywem réznicowania
cAMP/RA powodowat spadek zawarto$ci acetylo-CoA w mitochondriach 1 jego
wzrost w cytoplazmie obu grup komorek (Szutowicz i wsp. 2004). Supresja fenotypu
cholinergicznego  przez NGF  czgéciowo  przywracata wyzszy  poziom

mitochondrialnego acetylo-CoA. Podobnie w nieréznicowanych komorkach T17
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wzrost ekspresji fenotypu cholinergicznego pod wplywem NGF wiazal sig, ze
spadkiem mitochondrialnego i wzrostem cytoplazmatycznego acetylo-CoA. Takiego
zjawiska nie obserwowano w nierdéznicowanych komorkach SN56. Amyloid-p nie
wplywal na poziom acetylo-CoA ani w mitochondriach ani w cytoplazmie
niezréznicowanych komorek T17. Powodowat natomiast dalszy spadek poziomu
acetylo-CoA we frakcji mitochondrialnej zréznicowanych komoérek T17 (Szutowicz i
wsp. 2004).

Wykazano odwrotng korelacj¢ pomiedzy aktywnos$cia cholinergiczna a
poziomem acetylo-CoA w mitochondriach komodrek neuroblastoma (r=0.97)
(Szutowicz i wsp. 2005). Dane te dowodza, ze aktywnos$¢ neuroprzekaznikowa
neurondw cholinergicznych istotnie zmniejsza pul¢ mitochondrialnego acetylo-CoA
wskutek przyspieszenia jego transportu do przestrzeni cytoplazmatycznej i wigkszego
zuzycia do syntezy ACh. Przechodzeniu acetylo-CoA do cytoplazmy sprzyjat wzrost
akumulacji Ca w mitochondriach komérek réznicowanych cAMP/RA (Szutowicz i
wsp. 2005). Zwigkszony poziom Ca i zmniejszony acetylo-CoA w mitochondriach
komorek zréznicowanych powodowatby ich zwigkszona $miertelno$¢ w obecnosci
amyloidu-f i/lub nadmiaru NO. Co wigcej, wykazano, ze NGF zwigkszat
cytotoksyczne, mierzone testem z blgkitem trypanu, dzialanie AP i NO w tych
warunkach w stosunku do obu linii komorek (Madziar i wsp. 2003, Szutowicz i wsp.
2004, Szutowicz i wsp. 2005). Jednym z czynnikow zwigkszajacych $miertelnos$¢
komorek bylaby stymulacja przez NGF akumulacji Ca w ich mitochondriach i
cytoplazmie. Wykazano réwniez, ze efekt ten byt mediowany przez receptor, p75
poniewaz, wystgpowal on w obu zrdéznicowanych liniach komodrkowych i byt
znoszony przez przeciwciato anty-p75 (Szutowicz i wsp. 2004). Okazato sig, ze NGF
obnizat aktywno$¢ PDH w komorkach SN56TrkA(-) lecz nie w TI17TrkA(+).
Natomiast réznicowanie komorek cAMP/RA znacznie wyrazniej obnizalo aktywnos$¢
PDH w T17 niz w SN56. Co wigcej supresja PDH pod wplywem AP i NO byla
wyrazniejsza w komorkach SN56TrkA(-). Pozwala to sadzi¢, ze receptor TrkA peini
rol¢ ochronng w stosunku do poziomu PDH w neuronach cholinergicznych. Z kolei
zréznicowany fenotyp cholinergiczny byl bardziej podatny na supresyjne dziatanie
amyloidu-f3 i NO w neuronach T17 TrkA+). W tych ostatnich toksyny te zmniejszaty
aktywno$¢ ChAT do poziomu stwierdzanego w komodrkach niezrdéznicowanych
(Madziar 1 wsp. 2003, Szutowicz 1 wsp. 2004). NGF nasilat inhibicyjny wptyw toksyn
na aktywno$¢ ChAT w komodrkach TrkA(-). Dziatanie to bylo odwracane przez

przeciwciato anty-p75 (Szutowicz i wsp. 2004).
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Istotnym elementem zaleznej od fenotypu podatnosci komorek na
neurotoksyny okazaly si¢ zmiany wewnatrzkomorkowej puli acetylo-CoA.
Roéznicowanie, niezaleznie od mechanizmu, czy to przez cAMP/RA czy przez NGF
powodowato spadek acetylo-CoA w mitochondriach 1 jego redystrybucj¢ do
przedzialu cytoplazmatycznego (Szutowicz i wsp. 2004). W polaczeniu ze
zwigkszong akumulacja Ca wzgledny niedobdr acetylo-CoA w mitochondriach moze
odgrywac istotna role w zwigkszonej wrazliwosci neuronéw cholinergicznych na

czynniki neurodegeneracyjne.

Uzyskane wyniki wskazujq, e wainym elementem zwigkszonej wraZliwosci
wysoko zroinicowanych neuronoéw cholinergicznych jest zaleina od aktywacji
CREB i RAR supresja sygnalizacji receptorow TrkA i aktywacja receptorow p75. 1
tak, zaleinie od aktywacji roinych drog przekaZnictwa sygnalow, roinicowanie
neuronow cholinergicznych moze zmieniaé ich wrazliwos¢ na bodice cytotoksyczne
poprzez wewngqtrzkomorkowq redystrybucje acetylo-CoA. Zmiany
wewngqtrzneuronalne poziomu i dystrybucji acetylo-CoA pod wplywem rozZnych
bodicow fizjologicznych i patologicznych mogq, wiec byé koncowym sygnalem
wykonawczym  zmieniajqcym  zarowno funkcje neuropriekainicze jak i
wywierajqcym dziatanie ochronne lub uszkadzajqce na neurony cholinergiczne
mozgu. Dlatego zmiany kompartmentacji acetylo-CoA wydajq sie by¢ centralnym

elementem patomechanizmow roznych encefalopatii cholinergicznych.

3.3.4. Wplyw acetylo-L-karnityny na komorki cholinergiczne

W tkankach obwodowych takich jak mig$nie, watroba L-karnityna spelnia
istotng rol¢ w transporcie reszt dlugo fancuchowych acylo-CoA do wngtrza
mitochondriow (Berthon i wsp. 1997, Lysiak i wsp. 1988). W ten sposéb dochodzi do
zwigkszonej produkcji acetylo-CoA i poprawy bilansu energetycznego tych tkanek.
Natomiast w moézgu, ktory nie zuzywa kwasow tluszczowych jako substratow
energetycznych, L-karnityna bierze udzial w transporcie reszt acetylowych z
mitochondriow do cytoplazmy. Wykazano, ze zardwno in vivo jak 1 in vitro egzogenna
L-karnityna zwigkszata poziom acetylo-CoA w réznych preparatach tkankowych
mozgu (Bigini 1 wsp. 2002, Gibson i Shimada 1980, Ricny 1 wsp. 1992, Sharman i
wsp. 2002). Réwnoczesnie obserwowano wzrost zawartosci ACh w mézgu. Podanie

karnityny zabezpieczalo moézg przed spadkiem zawartosci ACh w przypadku
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ekscytotoksycznego pobudzenia benzylanem quinuclidynylu (Ricny 1993). Acetylo-
L-karnityna spowalniata neurodegeneracj¢ 1 uposledzenie czynnosci poznawczych u
starych szczurow (Prickaerts 1 wsp. 1998, Sharman i wsp. 2002). Jednakze nie
wiadomo byto, w jakim przedziale komorkowym neurondéw cholinergicznych
dochodzi do zmiany poziomu acetylo-CoA.

Praca nr 9 (Szutowicz i wsp. 2005) wykazuje, ze w komorkach
niezréznicowanych T17  acetylo-L-karnityna podwyzszata jedynie poziom
mitochondrialnego acetylo-CoA, nie wplywajac na jego poziom w cytoplazmie.
Natomiast w komorkach zréznicowanych T17 zwiazek ten podwyzszal poziom
acetylo-CoA tylko w przedziale cytoplazmatycznym. Co wigcej, acetylo-L-karnityna
odwracata inhibicyjny wplyw amyloidu—f na poziom tego metabolitu w przedziale
mitochondrialnym i cytoplazmatycznym. W zgodzie z tymi danymi pozostawat fakt,
ze acetylo-L-karnityna odwracala réwniez inhibicyjny wplyw amyloidu-f na
aktywno$¢ ChAT w zréznicowanych komoérkach T17. Jednakze, nie odwracata ona
cytotoksycznego dzialania amyloidu-B, ktory powodowal wzrost komorek
pochtaniajacych bigkit trypanu. W komoérkach niezrdéznicowanych amyloid- nie
wptywal na aktywno$¢ ChAT oraz tylko nieznacznie zwigkszatl ilos¢ komorek
uszkodzonych. W zwiazku z tym, dziatania cytoprotekcyjne i cholinotropowe acetylo-

L-karnityny w komorkach niezroznicowanych byty nieobecne.

Przedstawione dane wskazujq, Ze dzialanie cholinotropowe acetylo-L-
karnityny w komorkach zroinicowanych wynika ze zwiekszenia poziomu acetylo-
CoA w przedziale cytoplazmatycznym. Zwigkszenie poziomu cytoplazmatycinego
acetylo-CoA tlumaczy zdolnosé acetylo-L-karnityny do przywracania funkcji
neuroprzekainiczych w warunkach cytotoksycznych. Z kolei brak dzialania
cytoprotekcyjnego acetylo-L-karnityny moZna natomiast tlumaczyé tym, Ze
zwigkszenie syntezy ACh uczula jednoczesnie te neurony na dzialanie bodicow

neurotoksycznych.

3.3.5. Interleukina-1p a cytotoksyczno$¢ amyloidu-f8

Poziomy interleukin-1pB i interleukina 6 jak rowniez czynnika martwicy
nowotworow (TNF) ulegaja zwigkszeniu w réznych chorobach neurodegeneracyjnych
mozgu (McGeer i McGeer 2003, Rothwell i Luheshi 2000). Zrodtem tych cytokin sa
glownie pobudzone zapalnie komorki mikrogleju. Amyloid-f i glin nagromadzajace

si¢ w modzgach chorych na chorobg Alzheimera réwniez wykazywaly zdolno$¢ do
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zwigkszania syntezy cytokin pozapalnych (Giovannini i wsp. 2002). Z drugiej strony
rowniez same interleukiny zwigkszaly syntez¢ amyloidu-B, aktywujac w ten sposéb
btedny cykl neurodegeneracji (Rothwell i Luheshi 2000).

Jednakze nie ma wielu doniesien dotyczacych zwiazku pomigdzy
zwigkszonym poziomem cytokin zapalnych a utrata neuronow cholinergicznych w
przebiegu choréb neurodegeneracyjnych. Dlatego tez, zbadanie tego zagadnienia byto
celem pracy nr 10 (Bielarczyk i wsp. 2005).

Wykazano, ze zaréwno niskie jak 1 wysokie st¢zenia interleukiny-1P3
zwigkszaty $miertelno$¢ komorek niezréznicowanych T17 zaré6wno w obecnosci jak i
nieobecnosci amyloidu-B. Natomiast w komodrkach zroéznicowanych sama
interleukina-1f niezaleznie od st¢zenia nie wywierata dzialania cytotoksycznego i nie
poglebiata cytotoksycznego dziatania amyloidu-f. Niskie st¢zenia interleukiny-1f3
zwigkszaty aktywno$§¢ ChAT nie zwigkszajac znamiennie wydzielania ACh w
komorkach zroznicowanych. Amyloid- obnizat aktywnos¢ ChAT i wydzielanie ACh
oraz poziom cytoplazmatycznego acetylo-CoA w tych komorkach. Interleukina-1f
odwracata  calkowicie  supresyjne  dzialanie = amyloidu-B} na  poziom
cytoplazmatycznego acetylo-CoA i wydzielanie ACh w komoérkach zréznicowanych.
Jednakze zawarto§¢ komoérek uszkodzonych w tych warunkach pozostawata

niezmieniona.

Wyniki te wskazujq, Ze interleukina-1§ w niskich steZeniach moze czesciowo
stanowi¢ element mechanizmu kompensacyjnego, zmierzajqcego do priywrdcenia
funkcji neuroprzekainiczej wysoko zroinicowanych neurondw cholinergicznych
maozgu, ktorych funkcja zostalta uposledzona przez amyloid-fi. Wydaje sie, e w tym
cholinotropowym dziataniu interleukiny-1f istotnq role odgrywa jej zdolnosé¢ do
przywracania prawidlowego poziomu acetylo-CoA w cytoplazmie neuronow
cholinergicznych. Z drugiej jednak strony to cholinotropowe dzialanie byloby
znoszone przez inne cytokiny prozapalne takie jak TNF-a lub IL6 (Bielarczyk i wsp.
2005).
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4. PODSUMOWANIE

U Zroznicowanie fenotypowe neuronéw cholinergicznych powoduje powstanie
wzglednych niedoborow acetylo-CoA poprzez zahamowanie aktywnosci PDH
1 wzrostu jego zuzycia do syntezy acetylocholiny. Wzrost zawartosci Ca w
zréznicowanych neuronach jest przyczyna spadku aktywnosci tego enzymu i
zwigkszonego bezposredniego transportu acetylo-CoA z mitochondriow do
cytoplazmy. Zmiany te z jednej strony zwigkszaja aktywnos$¢ przekaznicza
neurondw cholinergicznych z drugiej za$ uwrazliwiaja je na dziatanie
czynnikdw neurotoksycznych

L Wysoka $miertelno$¢  zrdznicowanych neurondow cholinergicznych w
obecnosci czynnikow neurotoksycznych takich jak: amyloid-B, glin lub
nadmiar NO wynika z zahamowania przez nie aktywno$ci PDH, prowadzacej
do zwigkszenia niedoboréw acetylo-CoA w przedziale mitochondrialnym.
Wzgledna odporno$¢ niezréznicowanych neuronéw cholinergicznych na
bodzce cytotoksyczne wynika z stosunkowo wysokiej zawartosci acetylo-CoA
w przedziale mitochondrialnym 1 jego mniejszego zuzycia do syntezy
acetylocholiny.

% Wzrost poziomu cytoplazmatycznego poziomu acetylo-CoA jest niezbedny do
zwigkszenia  ekspresji  fenotypu  cholinergicznego w  neuronach
cholinergicznych. Spadek jego poziomu w warunkach cytotoksycznych
powoduje obnizenie aktywno$ci neuroprzekazniczej zrdéznicowanych
neurondw cholinergicznych. Czynniki zwigkszajace podaz acetylo-CoA w
neuronach cholinergicznych, takie jak acetylo-L-karnityna przywracaja
zahamowane przez neurotoksyny funkcje neuroprzekaznicze przez wzrost
poziomu cytoplazmatycznego acetylo-CoA.

% W neuronach cholinergiczych poszczegdlne elementy sktadowe drogi
metabolicznej  pirogronian-aceylo-CoA-acetylocholina  tworza jednostke
czynnosciowa odpowiadajaca w  skorelowany sposéb na  bodzce

neurotoksyczne i1 neuroprotekcyjne.

Prace byly finansowane z funduszy projektow KBN, MNI i MEN Nr 4PO5A04412, 6PO5A04412,
6PO5A01020 i pracy statutowej ST 57.
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