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1. STRESZCZENIE

Zaburzenia metabolizmu energetycznego sa uznawane za jeden z istotnych
elementow patomechanizmu choroby Alzheimera 1 innych encefalopatii
cholinergicznych. Niedobory energetyczne powoduja inhibicje neuroprzekaznictwa
cholinergicznego, prowadzac ostatecznie do preferencyjnej utraty neuronow
cholinergicznych przegrody moézgu i postepujacego otepienia u osob dotknigtych
tymi patologiami. Dlatego uwaza si¢, ze skuteczne przeciwdziatanie spadkowi
produkcji energii w moézgach oséb w podesztlym wieku, mogloby zapobiega¢ lub
hamowa¢ postep tych choréb. Wiadomo rowniez, ze w okreslonych warunkach
niektore cytokiny wydzielane przez neurony i glejocyty, moglyby wywierad
ograniczone dzialanie neuroprotekcyjne.

Przedstawiana rozprawa doktorska miata na celu zweryfikowanie hipotezy, czy jeden
z naturalnie  wystepujacych  polifenoli  (resweratrol), o  wlasciwosciach
antyoksydacyjnych, moze w warunkach in vitro, sam lub w polaczeniu z
endogennymi cytokinami, pochodzenia neuronalnego lub glejocytarnego, zapobiegac
neurotoksycznemu dzialaniu znanych zwigzkéw, zwigzanych z ostrymi i
przewlektymi mechanizmami neurotoksycznosci.

Hipoteze t¢ weryfikowano, uzywajac pojedynczych i/lub laczonych hodowli
neuronalnych, cholinergicznych komorek neuroblastoma SN56 z przegrody mézgu
myszy oraz komoérek mikroglejowych NO9.

Zaréwno Zn, jak i nadmierna produkcja NO (SNP jako donor) powodowaly wzrost
frakcji uszkodzonych komoérek SN56, jak 1 spadek ich liczby, zarowno w warunkach
krétko (30 min), jak 1 dlugotrwatej ekspozycji (16 godz). Zmiany tych parametrow
korelowaly ze stopniem inhibicji aktywnos$ci dehydrogenazy pirogronianowej,
akonitazy 1 dehydrogenazy izocytrynianowej, jak rdwniez ze spadkiem poziomu
acetylo-CoA 1 ATP oraz wydzielania neuronalnej IL-6. Laczne dodanie do hodowli
zarOwno Zn, jak 1 SNP wywieralo synergistyczne dziatanie inhibicyjne na wyzej
wymienione  parametry. Supresji syntezy acetylo-CoA 1 metabolizmu
energetycznego, towarzyszyl spadek ekspresji fenotypu cholinergicznego komorek
SN56, mierzonego aktywnoscia i poziomem biatka acetylotransferazy cholinowe;.

W warunkach przewleklej ekspozycji komoérek SN56 na Zn i SNP, resweratrol
(S5pumol/L) zmniejszat ich $miertelno$¢, lecz nie wptywat, ani na obnizong aktywno$¢

enzymoOw metabolizmu energetycznego, ani na poziom acetylo-CoA oraz aktywnos$¢
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acetylotransferazy cholinowej 1 liazy ATP-cytrynianowej. Wyzsze st¢zenia
resweratrolu wywieralty w tych warunkach dziatanie cytotoksyczne. Z kolei przy
ekspozycji krotkoczasowej, niskie stezenia resweratrolu byly nieskuteczne, lecz
wysokie (50pumol/L) odwracaty supresyjne dziatanie Zn na wszytkie parametry
metabolizmu energetycznego oraz aktywno$ci enzymoéw cytoplazmatycznego
metabolizmu acetylo-CoA.

Dodanie wstawek z mikroglejem N9 (SN56:N9 = 3:1), hamowato supresyjne
oddziatywania Zn 1 SNP na wigkszo$¢ badanych parametrow metabolizmu
energetycznego 1 cholinergicznego, zwickszajac poziomy IL-6 w $rodowisku do
wartosci  kontrolnych. Resweratrol nasilat dziatanie cytoprotekcyjne N9, nie
modyfikujac jego parakrynnego oddzialywania na parametry mitochondrialnego i
cytoplazmatycznego metabolizmu acetylo-CoA. Na istotng rol¢ zmian metabolizmu
acetylo-CoA dla przezywalnosci neurondw cholinergicznych wskazuja wysoce
znamienne korelacje migdzy $miertelnoscia komoérek a  aktywnoSciami
dehydrogenazy pirogronianowej, akonitazy oraz poziomem acetylo-CoA w réznych
warunkach cytotoksycznych i cytoprotekcyjnych. Na zwigzek acetylo-CoA z funkcja
neuroprzekaznicza neurondow cholinergicznych wskazuja silne korelacje miedzy jego
stezeniem a aktywnoscig acetylotransferazy cholinowej i liazy ATP-cytrynianowej,
w r6znych warunkach doswiadczalnych. Na istotng role IL-6 w utrzymaniu
integralnosci strukturalnej i funkcjonalnej neuronéw cholinergicznych w warunkach
cytotoksycznych, wskazuja znamienne korelacje miedzy jej poziomem w srodowisku
a aktywno$ciami dehydrogenazy pirogronianowej, acetylotransferazy cholinowej,
liazy ATP-cytrynianowej oraz poziomem acetylo-CoA.

Przedstawione dane wskazuja, ze wczesne sygnaly neurodegeneracyjne o charakterze
ekscytotoksycznym moga by¢ znoszone przez parakrynng aktywnosé
niepobudzonych komoérek mikroglejowych, ktora zapobiega inhibicji kluczowych
enzyméw, zwigzanych zwigzanych z mitochondrialnym i1 cytoplazmatycznym
metabolizmem acetylo-CoA. Wydaje si¢, ze resweratrol moze wspomagaé to
cytoprotecyjne dzialanie za posrednictwem mechanizmu(éw) niezaleznych od

acetylo-CoA.
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2. WSTEP

2.1. Uklad cholinergiczny

Uktad cholinergiczny odgrywa szczeg6lng role w uktadzie nerwowym.
Neurony cholinergiczne, ktéore magazynuja i kwantowo uwalniajg acetylocholing
(ACh), pelnig istotng rolg w procesach uczenia, regulacji formowania pamigci oraz
stanowig wazny sktadnik strukturalny procesow kojarzenia. Neurony cholinergiczne
stanowig okolo 5-10% wszystkich neurondw mozgu i wystepuja we wszystkich
strukturach przodomoézgowia, §rédmoédzgowia oraz pnia moézgu. Kompleks jader
okolicy podstawnej przodomézgowia, stanowig neurony cholinergiczne ze
stosunkowo diugimi aksonami. W sklad tego kompleksu, zlokalizowanego w
septum, wchodzi jadro S$rodkowe przegrody, pozioma i pionowa galagz pasma
uko$nego Broca oraz jadro podstawne Meynerta. Neurony cholinergiczne rejonu
przegrody mozgu 1 pionowe] gatezi pasma uko$nego Broca wysytaja swoje aksony
glownie do hipokampa, natomiast pozioma gataz pasma ukos$nego Broca unerwia
opuszk¢ wechowa. Neurony jader podstawy Meynerta sa zrodlem projekeji
cholinergicznych do ciata migdatowatego i kory mozgu (Mesulam i wsp. 1986).
Procesy syntezy i uwalniania ACh z zakonczen neurondéw cholinergicznych,
wymagajg ekspresji specyficznych enzymow 1 biatek strukturalnych, takich jak
acetylotransferaza cholinowa (ChAT), transporter choliny o wysokim do niej
powinowactwie (CHT1) oraz transporter pgcherzykowy acetylocholiny (Vesicular
Acetylcholine Transporter, VAChT), jak rdwniez pre i postsynaptyczne receptory
nikotynowe 1 muskarynowe. Niezbedne sg rowniez biatka, dzigki ktorym mozliwa
jest fuzja pecherzykéw synaptycznych z btong komorkows, tworzacych kompleks
SNAP-NSF-SNARE (Tucek 1 wsp. 1990). Kluczowa role w ukladzie
cholinergicznym odgrywa ChAT, ktorej najwyzszy poziom znajduje si¢ w
cytoplazmie cholinergicznych zakonczen synaptycznych (Fonnum, 1969). Jest to
enzym markerowy, wystepujacy wylacznie w neuronach cholinergicznych. W
warunkach prawidlowych aktywno$¢ tego enzymu w cytoplazmie zakonczen
cholinergicznych jest na tyle wysoka, zeby zapewni¢ szybko$¢ syntezy ACh,
odpowiadajaca szybkos$ci jej wydzielania, dzigki czemu utrzymywany jest staly
poziom tego neuroprzekaznika w zakonczeniach nerwowych, niezaleznie od ich
aktywno$ci. W badaniach po$miertnych, pacjentow z chorobg Alzheimera (AD),

stwierdza si¢ znaczne obnizenie aktywnosci ChAT w hipokampie, ciele
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migdalowatym oraz w regionach kory mozgowej, odpowiedzialnych za rozne
funkcje poznawcze (Bowen i wsp. 1976, 1979, Davies i Maloney 1976, Perry i wsp.
1977, White i wsp. 1998).

2.2. Metabolizm reszty acetylowej acetylocholiny

Acetylo-CoA jest, obok choliny, drugim substratem niezbednym do syntezy
ACh. Powstaje on z pirogronianu w reakcji dekarboksylacji oksydacyjne;j,
katalizowanej przez kompleks dehydrogenazy pirogronianowej (oksydoreduktaza
pirogronian: liponian acetylujgca akceptor, PDHC) (Browning i Schulman 1968,
Tucek 1 Cheng 1970, 1974, Lefresne i wsp. 1973).

PDH
pirogronian + CoA + NAD" —> acetylo CoA + CO, + NADH[1]

PDHC sktada si¢ z trzech enzyméw. Reakcja ta zachodzi w czterech etapach.
Pierwszy etap jest katalizowany przez skladnik kompleksu o aktywnosci
dehydrogenazy pirogronianowej-E1 (EC1.4.2.1). Pirogronian po zwigzaniu z

pirofosforanem tiaminy (TPP) ulega dekarboksylacji.
pirogronian + TPP ———= hydroksyetylo-TPP + CO, [2]

Kolejnym etapem jest przeniesienie grupy acetylowej, ktora powstata po utlenieniu
grupy hydroksyetylenowej, na lipoamid. Nastepnie sktadnik E2 kompleksu-
acetylotransferaza dihydroliponianowa (EC 2.3.1.12) katalizuje przeniesienie grupy
acetylowej z acetolipoamidu na CoA i utworzenie acetylo-CoA. W tym przypadku

grupa prostetyczng jest amid kwasu liponowego.
acetylolipoamid + HS—CoA —= dihydrolipoamid + acetylo-CoA [3]

W ostatnim etapie nastgpuje regeneracja utlenionej formy lipoamidu, katalizowana
przez dehydrogenaze dihydroliponianowa, sktadnik-E3 kompleksu (EC 1.8.1.4).
Grupa prostetyczng dla tej podjednostki jest FAD.

dihydrolipoamid + NAD"——— lipoamid + NADH + H" [4]

W niecholinergicznych komoérkach nerwowych, acetylo-CoA jest zuzywany prawie
w catosci do produkcji energii w cyklu kwasow trojkarboksylowych oraz do syntezy
lipidow strukturalnych (okoto 1%). Natomiast w neuronach cholinergicznych, précz
podstawowego zuzycia do produkcji energii, acetylo-CoA jest wykorzystywany do

syntezy ACh.
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Acetylo-CoA powstajacy w mitochondriach, musi zosta¢ przetransportowany przez
btong mitochondrialng do cytoplazmy. W ten sposob staje si¢ dostepny dla ChAT.
Wykazano istnienie kilku drog transportu acetylo-CoA z mitochondriow do
cytoplazmy. Okoto 50% tego substratu jest dostarczane posrednio przez cytrynian.
Cytrynian powstaje z wewnatrzmitochondrialnego acetylo-CoA 1 szczawiooctanu w
reakcji katalizowanej przez syntaze cytrynianowg. Po przetransportowaniu do
cytoplazmy za posrednictwem transportu wymiennego sprzezonego z L-jablczanem,
cytrynian zostaje roztozony do acetylo-CoA 1 szczawiooctanu w reakcji
katalizowanej przez liaze ATP-cytrynianowa (C-acetylotransferaza acetylo-
CoA:szczawiooctan (pro-S) karboksymetylo-syntetyzujaca, ADP-fosforylujaca, EC
2.3.3.8, ACL) (Srere 1965). Istnienie tej drogi metabolicznej w modzgu
kwestionowano, ze wzgledu na, jak uwazano bardzo niskg aktywnos¢ ACL w tej
tkance (Tucek 1967ab). Dopiero badania przeprowadzone w naszym Zakladzie
wykazaty, ze aktywnos$¢ tego enzymu jest w rzeczywistosci kilkadziesigt razy
wyzsza niz to podawano poprzednio (Szutowicz i wsp. 1975, 1980, 1982).
(-)Hydroksycytrynian, jest specyficznym inhibitorem ACL, kompetycyjnym w
stosunku do cytrynianu (Szutowicz i wsp. 1976, 1977). Inhibitor ten hamowat
szybkos$¢ syntezy acetylocholiny, zwigkszat akumulacje cytrynianu, zaréwno w
skrawkach moézgu, jak 1 w synaptosomach. Ocenia si¢, ze okoto 30-50% ACh
syntetyzowanej w mozgu pochodzi z acetylo-CoA, transportowanego drogag ACL
(Gibson i Shimada 1980, Ri¢ny i Tuéek 1982, Sterling i O’Neill 1978, Sterling i wsp.
1981, Szutowicz i wsp. 1976, 1981, Tucek i wsp. 1981).

Innymi zwigzkami uczestniczacymi w transporcie reszty acetylowej do cytoplazmy,
sa acetylokarnityna 1 octan (Tucek 1993, Szutowicz 1 wsp. 1994). Grupa
hydroksylowa karnityny wigze grupe acetylowa z acetylo-CoA, w reakcji
acetylotransferazy karnitynowej I na wewngtrznej stronie blony wewngtrznej
mitochondriow. Z kolei na zewngtrznej stronie blony wewnetrznej, acetylotansferaza
karnitynowa II odtwarza acetylo-CoA. Natomiast nasze badania po raz pierwszy
wskazaly na mozliwos$¢ istnienia bezposredniego transportu catej czasteczki acetylo-
CoA przez bton¢ mitochondrialng, za posrednictwem hydrofilowych kanalow o
wysokiej przepuszczalno$ci (permeability transition pores, PTP), powstajacych w
obecnosci jonow wapnia (Bielarczyk, Szutowicz 1989, Bielarczyk i wsp.1998).
Szereg sygnaldw neurotoksycznych hamuje aktywno$s¢ PDHC, a wigc 1 synteze

acetylo-CoA w mitochondriach neuronalnych. Powoduje to z kolei inhibicj¢ réznych
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drog transportu reszt acetylowych do cytoplazmy. I tak, w synaptosomach niedobor
pirofosforanu tiaminy hamowat transport reszt acetylowych droga ACL (Jankowska-

Kulawy 1 wsp.2010).
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Ryc. 1. Metabolizm acetylo-CoA — kluczowy punkt metabolimu energetycznego i funkcji
neuroprzekaznikowych w neuronach cholinergicznych.

2.3. Toksycznos$¢ tlenku azotu

W o$rodkowym uktadzie nerwowym tlenek azotu (NO) bierze udzial w
procesach poznawczych, uczenia si¢ 1 formowania pamigci, jak rowniez w regulacji
krazenia wewnatrzmézgowego. Na poziomie komorkowym stymuluje on cytosolowy
izoenzym cyklazy guanylanowej i powoduje wzrost produkcji cGMP. NO powstaje z
grupy guanidynowej L-argininy w reakcji katalizowanej przez syntaze¢ tlenku azotu
(NOS). Drugim produktem powstajacym w tej reakcji jest L-cytrulina.

Zidentyfikowano trzy izoformy NOS. Endotelialna izoforma syntazy tlenku azotu
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(eNOS) zostata zidentyfikowana w komodrkach endotelium i w neuronach a
neuronalna izoforma (nNOS) w neuronach. Oba izoenzymy s3a izoformami
konstytutywnymi, a ich aktywnos$¢ jest zalezna od obecno$ci jonow wapnia w
cytosolu. Trzecig izoforme stanowi indukowalna syntaza tlenku azotu (iNOS), ktore;j
aktywnos$¢ jest niezalezna od jondw wapnia. Jej ekspresj¢ indukuja cytokiny, takie
jak jak IL-1 1 interferon-y. Najsilniejszym aktywatorem iNOS sg bakteryjne
lipopolisacharydy. Stwierdzono, ze iNOS jest obecna przede wszystkim w
mikrogleju i monocytach (Murphy i wsp., 2000), ale réwniez w neuronach (Heneka i
wsp., 2001) 1 komorkach endotelium (Calabrese 1 wsp., 2007).

Aktywno$¢ iINOS wykazuje duzg zmienno$¢ miedzygatunkowa. Wykazano, ze w
mikrogleju mysim, aktywnos$¢ iNOS jest wyzsza anizeli w ludzkim, dzigki czemu
mikroglej myszy produkuje wigcej tlenku azotu (Colton i wsp. 1996; Vitek 1 wsp.
2006). Neuronalna nNOS wystepuje przede wszystkim w cytosolu neuronow ale
rowniez w mikrogleju 1 astrocytach (Murphy 1 wsp. 1993, Wood 1 wsp. 1994). W
osrodkowym uktadzie nerwowym, nNOS uczestniczcy w mechanizmach
dhlugoterminowego pobudzenia synaptycznego (O’Dell 1 wsp. 1991, Schuman 1 wsp.
1991, Izumi i wsp. 1992, Izumi i wsp. 1993). Doswiadczenia behawioralne na
zwierzetach wykazuja, ze inhibitory nNOS powoduja uposledzenie procesdéw uczenia
si¢ 1 wywotuja objawy amnezji (Bohme i wsp. 1993, Holscher 1 wsp. 1992). Z
drugiej jednak strony stwierdzono, ze wzrost aktywnosci iNOS, moze powodowac
wzrost stezenia NO/nadtlenkoazotynéw do poziomoéw patogennych, rzedu pmol/L.
Takie stezenia NO, moglyby juz odgrywac znaczaca role w patogenezie choroby
Alzheimera, Parkinsona, = uszkodzen  ischemicznych, hipoksemicznych,
hipoglikemicznych czy tez stwardnienia rozsianego (Steinert i wsp. 2010).
Nadmierna produkcja NO, wywotana pobudzeniem ekscytotoksycznym, powoduje
zmiang jego roli z czynnika-sygnalizatora wewnatrz 1 mi¢dzykomorkowego, na
czynnik neurotoksyczny. Wysokie poziomy NO/NOO™ powoduja obnizenie
produkcji energii, poprzez inhibicj¢ enzymow cyklu kwasow trojkarboksylowych i
tancucha oddechowego (Brown, 2010). W ten sposéb dochodzi do uruchomienia
btednego kota zaburzen akumulacji i transportu wapnia w mitochondriach oraz
zwigkszenia syntezy wolnych rodnikow tlenowych (Jankowska i wsp. 2000,
Tomaszewicz 1 wsp. 1997). Ostatecznie prowadzi to do wzmozenia procesow
nekrozy 1 apoptozy, wprost proporcjonalnego do nasilajacego si¢ stanu zapalnego

(Bonfoco i wsp. 1995, Brorson i wsp. 1999). Jednocze$nie, obnizenie aktywnosci
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PDHC spowodowane wysokim st¢zeniem NOO’, hamuje syntez¢ acetylo-CoA
(Bolanos 1 wsp. 1997, Tomaszewicz 1 wsp. 1997, Szutowicz i wsp. 2006, Stewart i
wsp. 2000).

Zatem, bezposrednia przyczyng preferencyjnego uszkodzenia neurondw
cholinergicznych jest zahamowanie aktywnos$ci PDHC przez, aktywowana Ca,
kinaz¢ PDH oraz wysokie stezenia NOO™. Wykazaly to doswiadczenia z
zastosowaniem SNP jako donora NO. SNP powodowat spadek aktywnos$ci PDHC w
cholinergicznych ~ komoérkach ~ SN56, z  jednoczesnym  zwigkszeniem
przepuszczalno$ci bton mitochondrialnych dla acetylo-CoA, oraz wzrostem frakcji
komorek uszkodzonych (Lai 1 wsp. 1998, Pesonett i wsp. 2000, Szutowicz 1 wsp.
1998, 2000, 2001, Tomaszewicz i wsp. 1997). Dodatkowo, zahamowanie syntezy
acetylo-CoA na poziomie PDHC, powodowato inhibicj¢ jego zuzycia w cyklu
kwasow trojkarboksylowych. (Tomaszewicz 1 wsp. 1997, Zatta i wsp. 2000).
Inhibicja przeptywu metabolicznego przez cykl kwasoéw trojkarboksylowych, moze
by¢ spowodowana bezposrednig inhibicja, przez NOO', akonitazy i kompleksu
dehydrogenazy a-ketoglutaranowej (EC 1.2.4.4, KDHC) (Szutowicz i wsp. 1998). W
tej sytuacji, wzrost przepuszczalno$ci blon mitochondrialnych dla acetylo-CoA,
moze zwigksza¢ wzgledna szybko$¢ jego bezposredniego transportu do cytoplazmy,
poglebiajac istniejacy juz deficyt energetyczny w mitochondriach tych neuronow
(Prast 1 wsp. 1998, Szutowicz i wsp. 1998, 2000). Jednak w koncowym efekcie,
bezwzgledna ilo$¢ transportowanego acetylo-CoA ulega zmniejszeniu, powodujac
wtorny spadek poziomu tego metabolitu w cytoplazmie. Prowadzi to do
zahamowania kwantowego wydzielania ACh. Natomiast zmiany w niekwantowym
wydzielaniu ACh zalezaty od indywidualnego sygnatu cytotoksycznego (Szutowicz i
wsp. 1998).

2.4. Neurotoksycznos¢ cynku

Cynk (Zn) jest metalem $ladowym, wystepujacym we wszystkich organizmach
zywych. Obecno$¢ Zn jest niezbedna do aktywacji kilkuset enzymoéw oraz biatek
strukturalnych, spetniajacych funkcje transportowe, kofaktorowe, proteazowe,
zwigzane z regulacja syntezy DNA 1 RNA 1 ich stabilizacja (Fuwa i wsp. 1960, Shin i
Eichhorn 1968). Zn reguluje wydzielanie hormonéw (insulina) i niektérych
neuroprzekaznikéw (L-glutaminian) (Takeda 2000, Choi i Koh 1998). Tkanka, w

ktorej wystgpuje najwyzsze jego stezenie jest mozg. Stezenie Zn w ptynie mozgowo-
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rdzeniowym wynosi 150pumol/L  (Mocchegiani i wsp. 2005, Takeda 2000,
Fredericson 1989). W mozgu, znaczaca cze$¢ Zn ulega sekwestracji do zakonczen
presynaptycznych, gdzie formuje populacje neurondéw glutaminianergicznych, w
ktérych neuroprzekaznik L-glutaminian jest akumulowany w pecherzykach
synaptycznych, w postaci kompleksu z Zn (Frederickson i Danscher 1990).

Szereg danych, w tym réwniez i nasze badania, wskazuja ze Zn jest zaangazowany
we wczesne stadia patomechanizmoéw choroby Alzheimera i innych chorob
neurodegeneracyjnych (Ronowska i wsp. 2010). Wykazano migdzy innymi, ze w AD
dochodzi do zmian dystrybucji migdzykomodrkowej Zn w niektorych rejonach mozgu
(Cuajungco 1 Lees, 1997a, 1997b). Szczegoélnie w hipokampie oraz w ciele
migdatowatym zaobserwowano wzrost catkowitego stgzenia cynku u pacjentow z
AD (Cornett i wsp. 1998, Deibel i wsp. 1996, Lovell i wsp. 1998). Dlatego tez,
oznaczono poziomy ekspresji transporterow cynkowych ZnT w chorobie
Alzheimera. Transportery z rodziny ZnT zapewniajg utrzymanie homeostazy cynku
w neuronach, poprzez obnizenie wewnatrzkomoérkowego stezenia tego kationu.
Wykazano, ze we wczesnych stadiach AD wzrastaty poziomy ekspresji dla ZnT-1, 4
oraz 6 (Lovell i wsp. 2005, Smith 1 wsp. 2004). Wzrost poziomu ekspresji dla ZnT6
prowadzit do inhibicji aktywno$ci a-sekretazy (Bush i wsp. 1994). Wczesniejsze
badania dowiodly, iz plytki starcze zawieraja podwyzszone stezenia jonow cynku,
miedzi i zelaza (Dong 1 wsp. 2003, Smith 1 wsp. 1997).

W warunkach in vitro, Zn przyspiesza agregacj¢ amyloidu-f co mogloby prowadzi¢
do jego oligomeryzacji i akumulacji w pobudzonych synapsach (Deshpande i wsp.
2009). Badania ostatnich lat wskazujg rowniez na role Zn w powstawaniu
wewnatrzneuronalnych agregatow biatka Tau. Jest to zapewne zwigzane ze
zwiekszang przez Zn fosforylacjg PI3K 1 MAPK, odgrywajacych kluczowa rolg w
hiperfosforylacji biatka Tau przez GSK-3 (An 1 wsp. 2005).

Zn okazat si¢ rowniez inhibitorem szeregu enzymdow metabolizmu energetycznego w
tym PDHC, akonitazy, KDHC, oraz kilku enzymow fancucha oddechowego
(Ronowska 1 wsp. 2010).

2.5. Choroba Alzheimera
Choroba Alzheimera (Alzheimer’s disease, AD) uwazana jest za jedng z
glownych przyczyn otepien, wystepujacych ze zwickszajaca sie z wiekiem

czestotliwoscia, szczegdlnie u 0sob powyzej 65 roku zycia. Dotychczasowe badania
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okreslaja rozpowszechnienie AD w granicach 1,9-5,8 % populacji og6lnej osoéb 65-
letnich 1 starszych (Kiejny 1998). AD stanowi okoto 70% wszystkich rodzajow
demencji u ludzi w podesztym wieku (Fratiglioni 1 wsp. 1999, Small 1 wsp. 1997).
Najczestsza formg AD jest posta¢ sporadyczna (Hardy 1 wsp. 1997). Jednakze
zdarzaja si¢ roéwniez postacie dziedziczne, dziedziczone jako cecha dominujaca
autosomalna (Tanzi 1 wsp. 1996). Postacie dziedziczne AD, wystgpujace juz na
poczatku szostej dekady zycia, powigzane sa z obecno$cia mutacji w obrebie genu
APP w chromosomie 21 (locus) kodujacego biatko prekursorowe amyloidu-f,
zlozone, w zaleznosci od tkanki, z 695—-772 aminokwasOw. Zawiera ono w sSwojej
sekwencji domeng¢ peptydu amyloidu-f, stanowigcego 39-42 aminokwasowy
fragment biatka (Goate i wsp. 1991). Za wybitnie amyloidogenny uwaza si¢ peptyd o
dhugos$ci 42 aminokwasow. Stanowi on okoto 10% wszystkich peptydow amyloidu-3
(Lewczuk 1 wsp. 2004). Mutacja w sekwencji kodujacej genu APP, prowadzi do
zwiekszone] podatnosci biatka na proteolityczny rozktad przez beta-sekretaze i
zwigkszonej produkcji amyloidu-f. Amyloid-p jest niewrazliwy na szereg enzymow
proteolitycznych, takich jak insulinaza, nikastryna czy plazminogen. Wzrost
poziomu amyloidu-f w plynie pozakomoérkowym mozgu, przyspiesza jego
agregacje, a tym samym formowanie plytek starczych (Seubert i wsp. 1993).
Podobne dzialanie amyloidogenne maja mutacje punktowe w genach, kodujacych
biatka preseniliny -1 (PS1) i -2 (PS2), zlokalizowanych na chromosomach 14 1 1
(Sherrington 1 wsp. 1995, Levy-Lahad i wsp. 1995). Te dwa bialka znalezione w
retikulum endoplazmatycznym 1 aparacie Golgiego, tworza czgs¢ kompleksu
gamma-sekretazy, enzymu wycinajagcego amyloid-f od C-konca (Kovacs i wsp.
1995). Mutacja punktowa w genach presenilin powoduje zwigkszone powstawanie
zlogdbw fragmentu 1-42 amyloidu-f (Lemere 1 wsp. 1996). Mutacje w genach
presenilin sg typowe dla rodzinnej postaci AD typu wczesnego (FAD early-onset).

W typie poznym (late-onset) AD, zaliczanym do grupy demencji sporadycznych,
obserwuje si¢ czgste wystepowanie homozygotycznego genotypu genu APO-E4,
kodujacego apolipoproteing E4, ktora jest bialkiem zaangazowanym w transport
cholesterolu. Obecnos$¢ podwdjnej kopii genu izoformy apoE4, zwigksza 15-30 razy,
prawdopodobienstwo wystgpienia sporadycznej postaci AD (Corder i wsp. 1993,
Strittmatter 1 wsp. 1995).

Wspoétczesne metody obrazowania pozwalaja prawidlowo rozpozna¢ AD

przyzyciowo w ponad 90% przypadkéw, dzigki mozliwosci stwierdzenia
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charakterystycznego uposledzenia wychwytu 18-fluorodeoksyglukozy oraz
akumulacji amyloidu-f3, metodami pozytronowej tomografii emisyjne (PET) (Ishii 1
wsp. 2010, Osseukoppele 1 wsp. 2011). Ostateczna weryfikacja rozpoznania
klinicznego, mozliwa jest jednak dopiero posmiertnie, gdy potwierdzi si¢
wystapienie zmian neuropatologicznych, typowych dla AD. Sa to zmiany zar6wno
makroskopowe, jak 1 mikroskopowe. Pod wzgledem makroskopowym, mozg
wykazuje zaniki w korze platow czotowych, skroniowych i ciemieniowych.
Charakterystyczne dla AD zmiany mikroskopowe w mozgu to zwyrodnienia
neurofibrylarne  oraz  ptytki  starcze. Zwyrodnienia  neurofibrylarne to
neuropatologiczne struktury zlokalizowane wewnatrz komorek neuronalnych.
Gtéwnym ich sktadnikiem jest wysoce ufosforylowane biatko tau. Bialko to
wystepuje gldéwnie w neuronach, ale jego obecnos$¢ stwierdzono réwniez w innych
komorkach jadrzastych. Jego fizjologiczng funkcjg jest stabilizacja podjednostek A i
B mikrotubuli. W warunkach neurodegeneracji, biatko tau ulega nietypowe;j
fosforylacji przez, aktywowana naplywem Ca, i droga sygnalizacji receptora WNT,
kinaz¢ glikogenu 3B (Rick 1 wsp. 2009). Stwierdzono istnienie $cislej zalezno$ci
migdzy dystrybucja wysoce ufosforylowanego bialka tau, a rozwojem AD
(Castellani 1 wsp. 2008, Nelson i wsp. 2009). Utrata fizjologicznych funkcji
stabilizacyjnych bialtka tau, wywotana czynnikami cytotoksycznymi, prowadzi do
zaburzen w transporcie aksonalnym 1 do degeneracji aksonalnej neurondéw
(Castellani i wsp. 2010).

Druga, typowa zmiang, pojawiajaca si¢ w modzgach osob chorych na AD sg ztogi
amyloidu-f, tworzace oligomery oraz polimery, przyjmujace posta¢ ptytek starczych
w przestrzeniach migdzykomoérkowych. W fizjologicznym procesie starzenia, ptytki
starcze zawierajace amyloid-f3, pojawiajg si¢ w umiarkowanych ilo§ciach. Natomiast
ich znaczne nagromadzenie stwierdzono w AD, jak rowniez w innych chorobach
neurodegeneracyjnych, takich jak encefalopatia pourazowa, zesp6t Downa, choroba
Parkinsona czy tez degeneracja typu ciat Lewy’ego (Selkoe 1996, Dickson 1997).

W rodzinnych i wezesnych, genetycznie uwarunkowanych, postaciach AD, dochodzi
do zwigkszonej akumulacji amyloidu-f i tworzenia jego agregatow juz w piatej
dekadzie zycia. Wynika to z punktowych mutacji genu APP 1 zmiany
pierwszorzedowej struktury biatka prekursorowego amyloidu-f (APP) przez
sekretazy. W warunkach prawidtowych, biatka o aktywno$ci a-sekretazowe;j

(ADAM 10 1 17) degraduja APP, prowadzac do powstania C-koncowego fragmentu
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sAPPa, z ktéorego kompleks btonowych proteaz - y-sekretazy, wycina
nieamyloidogenny 26 aminokwasowy peptyd P3 (Parvathy i wsp. 1999). Droga
amyloidogenna polega na degradacji APP przez -sekretazg (beta-site APP cleaving
enzyme 1, BACE-1), a nastgpnie przez y-sekretaze. Degradacja przez B-sekretaze
prowadzi do powstania dhuzszych, amyloidogennych peptydow amyloidu-f o
dlugosci tancucha 1-42 aminokwasow. Peptyd 1-42 amyloidu-fp wykazuje
najwigksza zdolno$¢ do samoistnej agregacji i formowania nierozpuszczalnych
ztogéw amyloidowych, ich akumulacji oraz ostatecznego uformowania blaszek
amyloidowych (Lemere 1 wsp. 1996, Iwatsubo i wsp. 1998). Amyloid-B powoduje
destabilizacje btony neuronu a w konsekwencji obumieranie komorek. Zmiany te sg
szczegolnie nasilone w jadrach podstawy i w hipokampie.

Deficyt neuroprzekaznictwa cholinergicznego w chorobie Alzheimera zwigzany jest
z obnizeniem poziomu ACh i spadkiem aktywnos$ci ChAT i VAChT, szczegolnie w
hipokampie 1 korze czolowej. Jest to wynikiem, nie tylko nagromadzenia si¢
patologicznych form amyloidu-p, ale rowniez nastepstwem szoku oksydacyjnego,
stanu zapalnego, apoptozy i uszkodzenia mitochondriow, co z kolei prowadzi do
utraty neuronéw w tych regionach moézgu. Stopien tych uszkodzen dodatnio
korelowal z uposledzeniem funkcji poznawczych u oséb chorych na AD (Coyle i
wsp. 1983, Whitehouse 1 wsp. 1982, Bartus i wsp. 1982, Collerton i wsp. 1986,
Minger i wsp. 2000).

2.6. Hodowle linii neuronalnych komorek cholinergicznych jako model do
badan nad neurotoksycznoscig.

Cholinergiczne neurony kory 1 przegrody moézgu wykazujg szczegdlng
wrazliwo$¢ na bodzce neurodegeneracyjne, prowadzace do rozwoju encefalopatii,
takich jak AD, choroba Parkinsona, encefalopatia dializacyjna czy zesp6l Korsakoff
(Bohnen 1 wsp. 2003, Terry i Buccafusco 2003). Przyczyny tej szczegélnej
wrazliwosci neuronéw cholinergicznych nie sg poznane. Dodatkowym utrudnieniem
w badaniach in vivo 1 in vitro, na preparatach catlego mozgu, jest niemozno$¢
wyodrebnienia przedzialdw metabolicznych poszczegdlnych grup neurondw, z
homogenatow lub innych preparatow catego moézgu. Tym samym, wykazanie zmian
ilosciowych w metabolizmie acetylo-CoA w neuronach cholinergicznych,

stanowigcych okoto 1% wszystkich komorek mézgu i 10% populacji neuronéw, nie
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jest mozliwe (Tomaszewicz 1 wsp. 2003, Szutowicz 1 wsp. 1994). Zastosowanie do
badan, klonalnych komoérek neuronalnych cholinergicznych czy tez innych uktadow
neuroprzekazniczych, pozwala na ominigcie tych problemow.

Zatem, modelem badawczym zastosowanym do naszych badan, staly si¢ komorki
hybrydowe SN56B5.G4. Komorki te uzyskano w wyniku fuzji neuronow
cholinergicznych przegrody moézgu 21-dniowej myszy, z niecholinergicznymi
komoérkami neuroblastoma N18TG2 (Hammond i wsp. 1990). Komorki te wykazuja
cechy komorek neuronalnych i cholinergicznych, takie jak zalezny od sodu wychwyt
choliny, wywotane depolaryzacja uwalnianie ACh oraz aktywno$¢ ChAT i VAChT.
Cechy te czynig komorki SN56 wartosciowym modelem do badan nad
mechanizmami cytotoksyczno$ci cholinergicznej (Blusztajn 1 wsp. 1992, Pedersen i
wsp. 1995, Malik 1 wsp. 2000, Szutowicz i wsp., 2000).

Mimo, ze linie tych komorek blastycznych stanowiga homogenng populacje
cholinergiczna, to w warunkach podstawowych charakteryzujg si¢ stosunkowo stabg
ekspresja neuroprzekaznictwa cholinergicznego. Jednak znaczne zwigkszenie
ekspresji przekaznictwa cholinergicznego mozna uzyskaé¢ przez skojarzone
réznicowanie komorek SN56 cyklicznym 3°, 5’-adenozynomonofosforanem (cAMP)
1 kwasem all-trans-retinowym (RA) (Blusztajn i wsp. 1997, Jankowska i wsp. 2000).
Cykliczny AMP nie przechodzi jednak przez blony komodrkowe. Dlatego do
roznicowania stosuje si¢ dwumaslan cAMP (dbcAMP), ktory przechodzi przez btony
plazmatyczne komorek neuronalnych. W celu uzyskania trwatego efektu
roéznicujacego, nalezy podda¢ hodowle dziataniu czynnikow réznicujacych przez 2-3
doby (Prasad 1 Kumar 1974, Szutowicz i wsp. 1998). Wzrost stezenie CAMP w
komorce powoduje aktywacje kinazy biatkowej A (PKA), od ktérej oddysocjowuja
aktywne podjednostki katalityczne. Po przejsciu do jadra komoérkowego, katalizujg
one fosforylacje reszty serynowej biatka CREB (ang. cAMP responsie element-
binding protein). Ufosforylowany CREB taczy si¢ z sekwencjag CRE (ang. cAMP
response element) promotora 1 aktywuje transkrypcje gendéw zaleznych od cAMP.
Sekwencja CRE wchodzi w sktad locus cholinergicznego, dlatego tez aktywacja tego
elementu prowadzi do zwigkszenia poziomu transkrypcji ChAT oraz VAChT (Berse
1 Blusztajn 1997, Crino 1998).

Drugi czynnik uzywany do roznicowania komoérek SN56 to RA. Ten naturalny
prekursor witaminy A wywiera wptyw na wiele proceséw biologicznych, w tym

podziaty i roznicowanie komoérek (Maden 1 Holder 1992), zdolno$¢ do promowania
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fenotypu neuronalnego w komorkach macierzystych pnia (Bain i1 wsp. 1995) i
zwigkszania odsetka neuronéw powstajacych z komoérek macierzystych hippokampa
(Palmer 1 wsp. 1997). Zaré6wno nadmiar, jak 1 deficyt RA, powoduje nieprawidtowy
rozwo6j osrodkowego uktadu nerwowego (Conlon 1 wsp. 1992, Maden 1 wsp. 1996).
RA wywoluje zahamowanie podzialéw komoérkowych poprzez promowanie
réznicowania, ale takze przez bezposrednig inhibicje¢ fazy G1/S w cyklu
komoérkowym (Favennec 1 wsp. 1988). Wykazano, iz wplyw RA na transkrypcje
genéw odbywa si¢ poprzez wigzanie jadrowego receptora dla kwasu retinowego
(RARs). Zidentyfikowano trzy podtypy receptorow klasy RAR, a, B, v, kodowane
przez trzy rozne geny (Chambon 1996). Zidentyfikowano rowniez drugg klasg
receptorow-RXR, posiadajaca rowniez trzy podtypy: RXR,, RXRg i RXR, (Leid i
wsp. 1992, Mangelsdorf 1 wsp. 1990). Ekspresja receptoréw klasy RAR i RXR byla
w ostatnich latach przedmiotem badan na réznych liniach komorek neuroblastoma
(Clagett-Dame 1 wsp. 1993, Hill 1 Robertson 1997, Rana i wsp. 2001, 2002).
Stwierdzono, ze w komorkach neuroblastoma poziom ekspresji RARa i RARY jest
wyzszy anizeli RARP. Jednakze pod wplywem RA poziom ekspresji RARP
znaczaco wzrasta. Stwierdzono rowniez, ze aktywacja receptorow klasy RXR nie ma
wplywu na wydluzanie neurytow w komorkach neuroblastoma (Giannini i wsp.
1997, Hewson i1 wsp. 2000). RA wywiera modulujacy wplyw na neurony
cholinergiczne, poprzez aktywacj¢ receptora jadrowego RARa (Pedersen i wsp.
1995). Aktywacja RARa powoduje wzrost poziomu mRNA dla ChAT, aktywnosci
ChAT oraz wewnatrzkomérkowego poziomu ACh (Pedersen i wsp. 1995, Szutowicz
1 wsp. 2001, Madziar 1 wsp. 2003). Stwierdzono rowniez, ze RA poprzez
postranslacyjng modyfikacje ChAT, powoduje jej aktywacje (Casper i wsp. 1989).
Regulacja ekspresji fenotypu cholinergicznego przez RA odbywa si¢ poprzez
pobudzenie receptorow RARa (Pedersen 1 wsp. 1995). Natomiast regulacja wzrostu
komorek odbywa si¢ poprzez aktywacje receptorow RARP. RA podwyzsza nie tylko
poziom mRNA ChAT ale réwniez innych bialek zaangazowanych w ekspresje
fenotypu cholinergicznego np. VAChT (Berse 1 Blusztajn 1995). Sekwencja
kodujaca genu VAChHT jest $cisle zwigzana z sekwencja kodujaca dla ChAT, co
oznacza, ze ich transkrypcja jest regulowana przez wspolne miejsca promotorowe.
Poziom mRNA tych biatek wzrasta, migdzy innymi, pod wilywem RA (Berse i
Blusztajn 1995). Wykazano roéwniez modulujacy wptyw RA na ekspresje receptoréw
dla NGF (Rodriguez-Tebar i Rohrer 1991, Holst i wsp. 1997, Haskell 1 wsp. 1987).
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Weczeéniejsze badania dowiodly, ze przewlekle podawanie NGF dorostym szczurom,
wzmacnia ekspresj¢ markeréw fenotypu cholinergicznego, z jednoczesnym
wzrostem syntezy 1 wydzielania ACh (Hefti 1 Will 1987, Hefti 1 Knusel 1988,
Williams 1 Rylett 1990, Rylett 1 Williams 1994). Zatem, RA promuje roznicowanie w
kierunku fenotypu cholinergicznego rowniez posrednio, poprzez aktywacje ekspresji
receptorow dla NGF. Z drugiej strony, nasze prace wykazaly, ze réznicowanie
neuronéw SN56 zwicksza ekspresje receptorow p75 dla NGF, powodujac ich
uwrazliwienie na bodzce cytotoksyczne (Szutowicz i wsp. 2001).

Powyzsze dane wykazuja, ze cholinergiczne komorki neuroblastoma SN56 r6znicuja
si¢ do trwatego fenotypu cholinergicznego, co czyni je wygodnym modelem do

badan nad mechanizmami neurotoksycznosci cholinergiczne;.

2.7. Mechanizmy neuroprotekcji

Badania nad mechanizmami choroby Alzheimera, staty si¢ punktem wyjscia do
poszukiwan potencjalnych terapii 1 czynnikdw neuroprotekcyjnych. Doswiadczenia,
zardwno na modelach zwierzecych, jak 1 na liniach komorkowych, przyczynily sie
do poznania szeregu zwigzkoéw hamujacych drogi metaboliczne, odpowiedzialne za
postep zmian neurodegeneracyjnych. Liczne badania z ostatnich lat skupiaty si¢ na
poznaniu mechanizméw zapobiegajacych powstawaniu wolnych rodnikéw
tlenowych 1 nitrozylowych oraz zapobieganiu neurotoksycznosci ztogow amyloidu-
B, prowadzacych do rozwoju zmian zapalnych w mézgu.
Wiele uwagi poswigcono mechanizmom ekscytotoksyczno$ci i potencjalnym
metodom jej zapobiegania. Powszechnie wiadomo, ze zjawisko ekscytotoksycznosci,
polegajagce na dlugotrwalym pobudzeniu neurondéw glutaminianergicznych,
uruchamia kaskad¢ proceséw prowadzacych do nadmiernej syntezy tlenku azotu,
aktywacji lipaz 1 endonukleaz oraz prawdopodobnie przyczynia si¢ do aktywacji
procesu amyloidogenezy i powstawania blaszek starczych oraz zlogéw biatka tau.
Kluczowe znaczenie w tym procesie ma pobudzenie receptoréw N-metylo D-
asparaginianowych (NMDA). W warunkach fizjologicznych, kwas glutaminowy
uwalniany do szczeliny synaptycznej z zakonczen neurondéw glutamatergicznych,
ulega szybko wychwytowi zwrotnemu przez odpowiednie transportery EAAT 1-5,
zlokalizowane w komorkach astroglejowych lub neuronach (Briz i Sufiol 2011).
Wykazano, ze amyloid-f hamuje wychwyt zwrotny glutaminianu przez synaptosomy

1 komorki glejowe (Tran 1 wsp. 2002). Nadmierna aktywacja receptorow NMDA,
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wywotuje niekontrolowany naptyw jonow wapnia do neuronéw, co doprowadza do
uszkodzenia lub/i $mierci neuronow (Hass 1981, Choi 1994, Butterfield i wsp. 2003).
Uwaza sig, ze amyloid-p, hamujac wychwyt zwrotny glutaminianu, wywotuje efekt
ekscytotoksyczny, co wyzwala stres oksydacyjny. Powoduje to aktywacje iNOS 1
nadmierng produkcje NO i rodnikéw nitrozylowych (NOO").

Teoria ta pozostaje w zgodzie z badaniami wykazujacymi, ze zwigzki usuwajace
wolne rodniki, przeciwdzialaja hamowaniu zwrotnego wychwytu glutaminianu
(Harris 1 wsp. 199,5). Powyzsze doniesienia stanowity podstawe teoretyczng strategii
neuroprotekcyjnych ~ zmierzajagcych do  inhibicji  pobudzenia  receptoréw
glutamatergicznych klasy NMDA, AMPA czy tez kainianowych  poprzez
zastosowanie roznego rodzaju antagonistow. Jednym z nich jest memantyna,
blokujaca otwarcie kanalu receptora NMDA, a przez to ekscytotoksyczno$¢
glutaminianu (Erdo i wsp. 1991, Parsons i wsp. 1993). Wykazano, iz podawanie
memantyny szczurom, hamowato degeneracj¢ neurondéw, spowodowang
wczesniejszym podawaniem amyloidu-B(i40), (Miguel-Hidalgo 1 wsp. 2002).
Dodatkowo, memantyna, hamujac nadmierng aktywacje¢ receptora NMDA nie
uposledza jego fizjologicznej aktywnosci (Farlow i wsp. 2008).

W zwigzku z r6znorodnoscia mechanizmow prowadzacych do rozwoju AD, badania
ostatnich lat skupiaty si¢ rowniez na zwigzkach interferujacych jednocze$nie w wiele
roznych, potencjalnych mechanizméw tej choroby. Zaréwno w badaniach na
zwierzetach transgenicznych, jak i w badaniach klinicznych testowano dziesigtki
zwigzkow wykazujagcych dziatanie przeciwzapalne, przeciw-wolnorodnikowe,
przywracajacych prawidtowag funkcje¢ mitochondriéw, czy tez hamujacych
amyloidogenezg.

Jedng z przyczyn choroby Alzheimera jest inhibicja metabolizmu oksydacyjnego
mobzgu, spowodowana inhibicja enzymoéw mitochondrialnych, takich jak np. PDHC i
KDHC czy tez akonitazy (Bubber i wsp. 2004, Sheu i wsp. 1985, Gibson i wsp.
2000). Aktywnos$¢ tych dwoédch enzyméw zalezy w znacznym stopniu  od
pirofosforanu tiaminy 1 kwasu RS-a-liponowego, stanowigcych ich kofaktory.
Stwierdzono, ze kwas RS-a-liponowy wykazuje wiele réznych aktywnosci
neuroprotekcyjnych. Miedzy innymi w mézgach osob z encefalopatiami, powodowat
przywrocenie aktywnosci PDHC oraz obnizat $miertelno$¢ komorek dzigki zdolnosci
do usuwania wolnych rodnikéw (Liu i wsp. 2002, Frohlich i wsp. 2004). Szczegdlnie

efektywnie ochraniat on komorki neuronalne przed uszkadzajagcym wpltywem
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wolnych rodnikéw nitrozylowych (Zhang i wsp. 2001, Rezk 1 wsp. 2004). Wykazano
réwniez ochronny wptyw kwasu RS-a-liponowego na neurony cholinergiczne, w
ktorych jego dziatanie neuroprotekcyjne polegato na podwyzszaniu poziomu acetylo-
CoA w mitochondriach z jednoczesnym wzrostem przezywalnosci tych komorek
(Bielarczyk 1 wsp. 2006). Okazal si¢ on skuteczniejszym czynnikiem ochronnym
anizeli acetylo-L-karnityna czy tez niskie stezenia interleukiny 1B (Bielarczyk 1 wsp.
2005, Szutowicz 1 wsp. 2005). Acetylo-karnityna i interleukina 1 powodowaty
wzrost poziomu cytoplazmatycznego acetylo-CoA 1 funkcji neuroprzekazniczych w
komorkach cholinergicznych SN56, poddanych dziataniu A-B, lecz nie zapobiegaty
spadkowi ich zywotnosci. (Bielarczyk i wsp. 2005, Szutowicz i wsp. 2005).

Interleukina 1B, znana jest glownie z wywotywania reakcji zapalnych i efektu
cytotoksycznego w réznych tkankach. Stwierdzono wzrost poziomu interleukiny 1
po ischemii, w AD, jak rowniez w innych modelach badajacych mechanizmy
neurotoksycznosci (McGeer 1 McGeer 2003, Rothwell i Luheshi 2000). Interleukina
1B powoduje dysfunkcj¢ neurondow cholinergicznych, przejawiajaca si¢ obnizona
ekspresja 1 aktywno$cia ChAT oraz obnizeniem poziomu ACh (Casamenti 1 wsp.
1999, Giovannini i wsp. 2002, Stoll i wsp. 2000). Niemniej jednak istnieja coraz
liczniejsze doniesienia na temat potencjatu neuroprotekcyjnego cytokin prozapalnych
w tym interleukiny 1p, interleukiny 6 czy tez TNF (Tumor Necrosis Factor). Badania
ostatnich lata wykazaty, ze niskie (10ng/mL) stezenia IL 1p moga wywieraé
dziatanie cholinotropowe Ww neuronach cholinergicznych. Efekt ten jest
prawdopodobnie spowodowany, zalezng od interleukiny 1, aktywacja kinazy
biatkowej MAPK (mitogen-associated protein kinase) (Rothwell 1 Luheshi 2000),
ktora nastepnie aktywuje bialko CREB w locus cholinergicznym, prowadzac do
wzrostu ekspresji 1 aktywnos$ci ChAT (Szutowicz i1 wsp. 2004). Wyniki te
potwierdzaja wczesniejsze badania, ktére wykazaty neuroprotekcyjne wasciwosci IL
13 w komoérkach neuronalnych zalezne, od jej stezenia (Strijbos 1 wsp. 1997).
Miedzy innymi stwierdzono, ze cytokina ta indukuje ekspresj¢ roznych czynnikow
wzrostowych w komorkach neuronalnych, takich jak np. BDNF (Rage 1 wsp. 2006)
czy NGF (Strijbos 1 wsp. 1995). Istnieja jednocze$nie dane na temat
neuroprotekcyjnego dziatania TNF (Barger i wsp. 1995, Bruce i wsp. 1996, Cheng 1
wsp. 1994). Polega ono na ochronie neurondow przed pobudzeniem
ekscytotoksycznym, bezposrednio przez modulowanie funkcji receptora NMDA lub

posrednio poprzez hamowanie reakcji metabolicznych, prowadzacych do aktywacji
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jonotropowego receptora glutaminianowego (GluR). Rowniez IL-6 moze wywieraé
dziatanie neuroprotekcyjne. Mechanizm jej dzialania jest jednak innych anizeli TNF-
o. Wymaga ona aktywacji receptora dla interleukiny 1 (IL-1ra) oraz prawdopodobnie
wzrostu wydzielania NGF (Strijbos 1 Rothwell 1995). Potwierdzaja to doswiadczenia
wykazujace, ze antagoniSci receptora IL-1 1 przeciwcial anty-NGF, hamuja

neuroprotekcyjne dziatanie IL-1 oraz IL-6 (Carlson i wsp. 1999).

2.7.1. Resweratrol ( C14H;,0; 3,4°,5-trihydroxystilben )

Resweratrol (RES) jest naturalnym polifenolem wystepujacym w  wielu
gatunkach ro$lin, wchodzacych w sktad codziennej diety. Sa to m.in. orzeszki
ziemne, czerwone winogrona i wina (Karuppagounder i wsp., 2009). Stwierdzono, ze
synteza tej fitoaleksyny odbywa si¢ w odpowiedzi na uszkodzenie mechaniczne,
promieniowanie UV, czy tez infekcje grzybicze (Drecks i wsp. 1989). Wysokie
stezenie RES w skorce czerwonych winogron (50-100ug/g) jest prawdopodobnie
wynikiem czgstych u tego gatunku roslin zakazen grzybiczych (Dercks 1 wsp. 1989).
Najwyzsze stezenia tego polifenolu, od 1.5 do 3 mg/L, znajduja si¢ w czerwonym
winie (Goldberg i wsp. 1995, Romero-Perez i wsp. 1996). Inni podajg wartosci duzo
wyzsze, od 4 do 20 mg/LL (Langcake i wsp. 1976, Siemann i wsp. 1992). W
produktach spozywczych RES wystepuje jak mieszanina pochodnych cis- i trans.
Izomeryzacja z formy trans-do cis zachodzi pod wptywem promieniowania UV. Jego
podstawowa forma jest posta¢ glikozylowana - 3-O-B-D-glukozyd-RES. Zaréwno
ro$liny, mikroorganizmy jak i zwierz¢ta, posiadaja enzymy utleniajace, a tym samym
inaktywujace polifenole. Natomiast glikozylacja RES hamuje jego utlenianie, co
powoduje stabilizacje, utrzymanie biologicznej aktywnosci 1 biodostepnosci (Regev-

Shoshani 1 wsp. 2003, Krasnow 1 wsp. 2004).
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Ryc. 2. Wz6r strukturalny resweratrolu.

Komorki nabtonka jelit sa zdolne do absorbcji jedynie nieglikozylowanej formy
RES. W zwigzku z tym absorbcja tego zwigzku jest procesem wymagajacym
obecnosci glikozydaz. Zrdznicowana aktywnos$¢ 1 poziom ekspresji jelitowych
glikozydaz, moze ttumaczy¢ r6zng kinetyke wchtaniania RES ze $wiatta przewodu
pokarmowego, obserwowang w ludzkich i zwierzgcych modelach badawczych
(Signorelli 1 wsp. 2005). Badania nad aktywnos$cig RES nabraty szybkiego tempa od
czasu, gdy zaobserwowano odwrotng korelacj¢ pomigdzy ilo$cig spozywanego
czerwonego wina, a czesto$cig incydentow sercowo-naczyniowych, ktorych we
Francji jest o 40% mniej anizeli w pozostalych krajach europejskich (Renaud i de
Lorgeril 1992). Zwazywszy na tradycyjna, bogatag w nasycone kwasy thuszczowe,
diete francuska, zjawisko to nazwano , francuskim paradoksem”, ktory
zapoczatkowat okres intensywnych badan nad RES (Goldberg i wsp. 1995, Burns i
wps. 2000, Constant 1 wsp. 1997, Das i wsp. 1999, Renaud 1 wsp. 1996). Nie byty to
jednak jedyne obserwacje wskazujace na terapeutyczng aktywnos$¢ tej fitoaleksyny.
Stwierdzono réwniez, dodatniga korelacj¢ pomigdzy dziataniem RES, a
zahamowaniem procesOw nowotworzenia w modelu mysim (Jang i wsp. 1997).
Dalsze badania prowadzone w tym kierunku wykazaty, iz antynowotworowe
dziatanie RES wynika z jego aktywnosci pro-apoptotycznej (Clement 1 wsp. 1998).
Od tej pory badania nad aktywnos$cig RES pozwolily na scharakteryzowanie jego
wiasciwosci:

- przeciwzapalnych (Birrell i wsp. 2005, Chen 1 wsp. 2010),

- antynowotworowych, gldwnie dzigki  aktywnosci  antyoksydacyjnej

(Fauconneau i wsp. 1997, Chen i wsp. 2009, Yu i wsp. 2009),
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- spowalniajacych procesy starzenia poprzez jego dziatanie protekcyjne w wielu
chorobach neurodegeneracyjnych, takich jak AD, choroba Parkinsona czy
stwardnienie zanikowe boczne (Wang 1 wsp. 2006, Marambaud i wsp. 2005).

Wykazano rowniez jego hamujacy wpltyw na agregacj¢ plytek krwi oraz aktywnos$¢
fitoestrogenowa (Carbo 1 wsp. 1999, Wadsworth 1 wsp. 1999, Park i wsp. 2001,
Bowers 1 wsp. 2000, Ray i wsp. 1999).

2.7.1.1. Resweratrol w zapobieganiu chorobom sercowo-naczyniowym

Choroba niedokrwienna serca i udar mozgu sa nastepstwem stwardnienia i
zwezenia tetnic wiencowych 1 mézgowych. Sg one zej$ciem ogolnoustrojowych
przewlektych proceséw chorobowych w uktadzie sercowo naczyniowym, w rozwoj
ktérych zaangazowanych jest wiele patomechanizméw. Do kluczowych czynnikow
patogennych miazdzycy naczyn krwionosnych zalicza sie zaburzenia metabolizmu
cholesterolu/lipoprotein oraz procesOw hemostazy osoczowej 1 komodrkowe;.
Rowniez prace prowadzone w naszym Zaktadzie wykazaly, Ze istotng rolg w tym
procesie odgrywaja zaburzenia transportu cholesterolu w czastkach HDL
(Wroblewska 1 wsp. 2009, 2010). Prawidtowa funkcja komoérek $rodbtonka naczyn
jest uwarunkowana ich zdolno$cia do syntezy tlenku azotu, prostacyklin i
tkankowego aktywatora plazminogenu. Rownowaga miedzy tymi czynnikami
zapewnia utrzymanie podstawowej aktywnosci przeciwplytkowej 1 zapobiega
powstawaniu zmian miazdzycowych (Gryglewski i wsp. 1995). Jedna z hipotez
dotyczacych rozwoju miazdzycy, opiera si¢ na stwierdzeniu wydtuzonego czasu
retencji lipoprotein w $cianie naczyn krwionosnych, co z kolei prowadzi do
lokalnego stanu zapalnego (Kreuzer 1 wsp. 1994, Schissel 1 wsp. 1994). Stan zapalny
pobudza komorki fagocytarne do adhezji 1 zwigkszonej produkcji wolnych rodnikow
tlenowych (ROS, reactive oxygen species) (Halliwel 1 wsp. 1989). Stres
oksydacyjny, spowodowany miejscowym stanem zapalnym uruchamia sekwencj¢
reakcji, prowadzacych do utlenienia LDL (low density lipoproteins) (Steinberg i
wsp. 1989). Proces ten jest inicjowany przez wolne rodniki hydroksylowe,
wykazujace wysokie powinowactwo do czasteczek LDL. Dodatkowo, ROS,
powstaja w reakcji nadtlenku wodoru z kationami niektérych metali np. Fe**, Cu’.
Kationy te sg zazwyczaj zwigzane ze specyficznymi biatkami, takimi jak transferryna
czy ceruloplazmina. Stan zapalny w $cianie naczyn zwigzany jest z lokalnym

obnizeniem pH w przestrzeni $rédmigzszowej, co powoduje uwolnienie w/w
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kationow z kompleksow z biatkami (Ignatowicz i wsp. 1994). Stwierdzono, ze RES
hamuje odktadanie si¢ LDL w $cianie naczyn krwiono$nych, w zaleznosci od jego
stezenia (Fremont 1 wsp. 2000). Dodatkowo stwierdzono, ze hodowle hepatocytow,
poddane dzialaniu RES, wydzielaty mniej zestryfikowanego cholesterolu 1
triglicerydow, podczas gdy wewnatrzkomorkowy poziom lipidow pozostawal bez
zmian. Nasuwa to przypuszczenie, ze RES zmniejsza sekrecje VLDL z watroby,
ktory nastgpnie bylby przeksztalcany w LDL w krazeniu. Zatem RES blokuje
metabolizm lipoprotein watrobowych (Ganziano i wsp. 1994, Goldberg i wsp. 1995,
Hahn i wsp. 1992). RES, moze roéwniez zapobiega¢ utlenianiu czgsteczek LDL,
poprzez aktywno$¢ antyoksydacyjng i1 zdolno$¢ do wigzania kationéw metali
(Belguendouz i wsp. 1997). Zaproponowano kilka mechanizméw, dzigki ktérym ta
fitoaleksyna pelni¢ moze funkcj¢ antyoksydacyjna. Po pierwsze, RES konkuruje z
koenzymem Q w kompleksie III tancucha oddechowego, ktory jest miejscem
powstawania wolnych rodnikéw tlenowych (Zini 1 wsp. 1999). Jest silnym
inhibitorem utleniania zredukowanej formy fosforanu nikotynoamido-adeninowego
(NADPH) i adenozyno 5’-difosforanu (ADP) oraz peroksydacji lipidow, wywotanej
promieniami UV (Miura i wsp. 2000). RES, z 95 % wydajnoscia, zapobiegat
peroksydacji lipidow w modelu wykorzystujacym, poddawane promieniowaniu v,
liposomy (Stojanovic i wsp. 2001). Dla poroéwnania, wydajno$¢ antyoksydacyjna
witaminy E wynosilta 65% a witaminy C zaledwie 37% (Stojanovic i wsp. 2001).

Najlepiej poznanym, antyoksydacyjnym dziataniem RES jest jego zdolno$¢ do
aktywacji biatek sirtuin (Chen i1 wsp. 2009, Yu i wsp. 2009). U ssakow
scharakteryzowano siedem biatek klasy sirtuin, od SIRT1 do SIRT7 (Baur, Sinclair,
2006). Sirtuiny regulujg wiele szlakow wewnatrzkomdrkowych, poprzez aktywacje
czynnikow transkrypcyjnych oraz enzymoéw odpowiedzialnych za dostepnosé
substratow energetycznych. Gtéwna rol¢ odgrywa SIRT1, zaangazowana w procesy
naprawy DNA, przezycie komorek, glukoneogenezg, regulacje cyklu komérkowego
oraz metabolizm lipidéw (Brooks 1 Gu 2009). Wykazano, ze RES hamuje, wywotang
hipoksja, apoptoze komorek H9c2, poprzez aktywacje SIRT1 (Chen 1 wsp. 2009).
Zaktywowany SIRT1 uruchamia mechanizmy antyoksydacyjne, prowadzace do
zmniejszenia produkcji mitochondrialnych ROS (Ungvari 1 wsp. 2009). Pozostate
sirtuiny a zwlaszcza SIRT3, 4 1 7 zaangazowane s3 w przezycie i ochron¢ przed
apoptoza, spowodowang stresem oksydacyjnym w miocytach serca (Yu i wsp. 2009).

Powszechnie wiadomo, ze obnizona produkcja NO w komorkach endotelium
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prowadzi do zwg¢zenia naczyh krwiono$nych, nadmiernej agregacji ptytek krwi i
stresu oksydacyjnego (Bai i wsp. 2010, Gatouillat 1 wsp. 2010, Jiang i wsp. 2010,
Wang 1 wsp. 2010). Natomiast w nieuszkodzonych naczyniach krwiono$nych, RES
powoduje wzrost aktywnosci indukowalnej formy tlenku azotu (iNOS), a co za tym
idzie wzrost jego syntezy i wzrost poziomu cyklicznego guanozyno monofosforanu
(cGMP), ktéry z NO tworzy system ochronny dla ukladu sercowo-naczyniowego
(Wang 1 wsp. 2007). Istnieja jednak doniesienia, iz RES wywiera takze wprost
przeciwny efekt. Zaobserwowano go zar6wno w aktywowanych lipopolisacharydem
makrofagach, jak 1 w linii ludzkich limfocytow B, izolowanych od pacjentow z
biataczka limfatyczng (Tsai i wsp. 1999, Wadsworth 1 wsp. 1999, Matsuda 1 wsp.
2000, Roman i wsp. 2002). Polega on na obnizeniu produkcji NO, poprzez
zahamowanie transkrypcji mRNA dla iNOS i obnizeniu cytosolowego poziomu tego
biatka, prawdopodobnie w wyniku blokowania fosforylacji I-xB 1 aktywacji NF-kB
(Tsai 1 wsp. 1999). W przypadku aktywowanych makrofagow skutkuje to redukcjH
stanu zapalnego, wywo?anego mikdzy innymi przez anion nadtlenkooksyazotynu
(ONOO’). Natomiast zahamowanie produkcji NO przez iNOS w komorkach
nowotworowych, promuje ich apaptoze (Roman i wsp. 2002). Jeszcze inne dziatanie
RES polega na hamowaniu szybkos$ci krzepnigcia krwi. Wykazano, ze polifenol ten
hamuje adhezje¢ plytek krwi do kolagenu typu I, co jest pierwszym krokiem w
aktywacji krwinek ptytkowych i1 tworzeniu skrzepu (Fremont i wsp. 2000).
Wykazano, ze RES hamuje wywotang kwasem arachidonowym (AA), agregacje
krwinek ptytkowych (Crescente i wsp. 2009).

2.7.1.2. Resweratrol w osrodkowym uktadzie nerwowym

Stwierdzono, ze naturalne polifenole, a w szczego6lnosci RES, posiadajg pewne
wiasciwos$ci, mogace zapobiega¢ rozwojowi wielu chordb neurodegeneracyjnych,
takich jak AD, choroba Parkinsona, stwardnienie rozsiane czy tez stwardnienie
zanikowe boczne. Polifenole mogg chroni¢ neurony przed wplywem roznych
czynnikow cytotoksycznych. Funkcja ochronna tych zwigzkéw nie wynika jedynie z
ich potencjatu antyoksydacyjnego. Prace ostatnich lat wykazaty, iz naturalne
polifenole modyfikuja rowniez bezposrednio rézne szlaki i1 kaskady sygnalizacyjne
procesow antyapoptotycznych oraz syntezy i degradacji amyloidu- w mozgu (Ono i

wsp. 2003).
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Jak powszechnie wiadomo, zmiany histopatologiczne w moézgach osob chorych na
AD, dotycza  glownie, obecnosci  wewnatrzneuronalnych  zwyrodnien
neurofibrylarnych i zewnatrzkomérkowych ptytek starczych, ktorych sktadnikami sg
odpowiednio: hiperfosforylowane biatko tau, oraz agregaty amyloidu-f. Stanowi to
podstawe hipotezy, ze biatko amyloidu-f odgrywa kluczowa role w rozwoju AD
(Hardy 1 wsp. 1992). Postuluje si¢ istnienie kilku mechanizméw neurotoksycznosci
amyloidu-p, takich jak stres oksydacyjny, apoptoza, wplyw na enzymy
mitochondrialne, aktywacja jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF-kB, czy tez
tworzenie kanatow wapniowych o wysokiej przewodnosci (Kaltschmidt i wsp. 1997)
Istnieje wiele danych epidemiologicznych wskazujacych, iz umiarkowane
spozywanie wina, bedacego jednym z gtéwnych zrédet RES przektada si¢ na rzadsze
wystepowanie incydentoéw AD (Wang 1 wsp. 2006, Savaskan i wsp. 2003). Dzieje si¢
tak prawdopodobnie dlatego, iz RES zawarty w winie moze opdznia¢ objawy tej
choroby, poprzez inhibicje powstawania ztogow amyloidu-B w moézgu (Ono 1 wsp.
2003). Poza tym wiele danych dowodzi, iz zwyrodnienia neurofibrylarne,
indukowane przez amyloid-f sa zrodtem wolnych rodnikéw tlenowych (ROS)
(Gervais 1 wsp. 1999). Zaréwno ROS, jak i ztogi amyloidu-f3 prowadza do $mierci
komoérek na drodze apoptozy. Przeprowadzajac badania na ro6znych liniach
komorkowych stwierdzono, ze RES hamuje powstawanie ROS, generowanych przez
zwyrodnienia neurofibrylarne (Jang i Surh 2003), dodatkowo blokujac mechanizmy
apoptozy (Jang i Surh 2003). Wykazano, ze RES w stezeniach od 20 do 40 pumol/L
znaczaco obniza poziom wydzielanego 1 wewnatrzkomérkowego amyloidu-f3
(Marambaud 1 wsp. 2005). Co ciekawsze efekt ten nie wigze si¢ z zahamowaniem
aktywnosci P 1 y-sekretazy, lecz ze zwigkszeniem stopnia degradacji amyloidu-f,
najprawdopodobniej poprzez zalezng od RES aktywacje proteasomow (Marambaud 1
wsp. 2005). Teoria ta uzupelnia wcze$niejsze badania, ktore wykazaly, iz amyloid-f3
powoduje inhibicje aktywnos$ci proteasomow (Eckman i wsp. 2003). RES jest tez
zaangazowany w inny mechanizm, zapobiegajacy powstawaniu ztogow amyloidu-f.
Polega on na ujemnej modulacji aktywnosci czynnika jadrowego kappa B (NF- kB).
Jak wiadomo, NF-«kB jest czynnikiem transkrypcyjnym, zwiekszajacym przezycie
komorek, zdolno$¢ do adhezji, wzrost komorek i ich réznicowanie. Z drugiej strony
nasila on reakcje zapalne. Jednym z czynnikéw aktywujacych NF-«kB jest biatko
amyloidu-f (Kaltschmidt i wsp. 1999). NF-kB wystepuje w cytoplazmie w formie
nieaktywnej. Dodatkowo, RES moze hamowa¢ aktywacje NF-xB, poprzez reakcje z
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biatkami, takimi jak sirtuiny. Biatko SIRTI z rodziny sirtuin jest NAD “zalezng
deacetylaza. Wzrost jej ekspresji hamuje neurodegeneracje w zwierzgcych modelach
AD czy tez choroby Huntingtona (Anekonda 1 wsp. 2006). Nadekspresja SIRT1 w
potaczeniu z dzialaniem RES wyraznie hamowata aktywacje NF-kB, wywotang
amyloidem-f, poprzez deacetylacje fragmentow lizyny w pozycji 310, podjednostki
p65 (Chen 1 wsp. 2005). Zatem inhibitorowy wplyw RES na NF-kB aktywowany
amyloidem-, odbywa si¢ rowniez w wyniku aktywacji SIRT1. Tak wigc oprécz
bezposredniego dziatania antyoksydacyjnego, RES wywiera dlugoterminowe
dziatanie neuroprotekcyjne, poprzez aktywacje SIRT1 i regulacje aktywnosci NF-
kB (Pervaiz 1 wsp. 2003). Bioragc pod uwage roznorodnos¢ mechanizmow, ktore
moga by¢ modyfikowane przez RES, uzasadnione s dalsze badania dotyczace jego

potencjatu terapeutycznego w AD.

2.7.2. Wplyw resweratrolu na aktywnos¢ mikrogleju
2.7.2.1. Wtasciwosci mikrogleju

Komoérki mikrogleju stanowia odrebna populacje komorek glejowych w
o$rodkowym uktadzie nerwowym. Po raz pierwszy zostaly one opisane w 1932 roku
przez del Rio-Hortega. Stworzyl on pojecie tzw. ,,trzeciego elementu”, gdzie obok
oligodendrocytow, umiescit réwniez mikroglej, odrézniajac go wyraznie od
neurondw 1 astrocytow ( Prinz i wsp. 2011). Liczne doniesienia sugeruja, ze
populacje mikrogleju stanowia wyspecjalizowane komorki, pochodzace =z
jednojadrowej linii fagocytowej. Przemawia za tym zdolno$¢ mikrogleju do ekspresji
domeny Fc oraz receptoréw dla sktadowych uktadu dopetniacza CD11b 1 F4/80,
obecnych réwniez na mielomonocytach (Hanisch i wsp. 2002, Perry 1 wsp. 1985).
Prekursory mikrogleju zasiedlaja o$rodkowy uktad nerwowy juz podczas
embriogenezy 1 w okresie ptodowym (Rezaie i1 Male 2002). Pierwsze,
makrofagopodobne komodrki o ameboidalnym ksztalcie powstaja we wczesnych
stadiach embriogenezy (miedzy 8 a 10 dniem zycia ptodowego) (Ashwell 1990). Juz
wtedy w woreczku zottkowym znajdujg si¢ pierwsze niedojrzale makrofagi, ktore
moga by¢ prekursorami komorek mikroglejowych. Nastepnie migruja do
rozwijajacego si¢ mozgu, gdzie przeksztalcajg sie¢ w dojrzaty mikroglej (Herbomel 1
wsp. 2001). Zatem komorki mikrogleju w centralnym uktadzie nerwowym pochodza
z prekursoréw myeloidowych, ktére powstaja w czasie rozwoju embrionalnego. W

dojrzalym modzgu moga one wystepowac jako mikroglej spoczynkowy, mikroglej
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zaktywowany 1 mikroglej fagocytarny (Verkhatsky i Butt, Glial Neurobiology,
2007). Zazwyczaj komorki mikrogleju wystepuja w stanie spoczynkowym (tzw.
mikroglej rozgal¢ziony) 1 s3 obecne w calym moézgu. Najwigcej komorek
mikroglejowych znajduje si¢ w hipokampie, korze wegchowej, zwojach podstawy 1 w
istocie czarnej. Stanowig one okoto 10% wszystkich komorek glejowych mozgu.
Komorki mikroglejowe posiadaja wiele receptoréw i miejsc rozpoznawanych przez
czasteczki immunologiczne, stad wazng wlasciwoscia  mikrogleju  jest
zapoczatkowywanie reakcji immunologicznej w przypadku proceséw zapalnych w

mozgu.

2.7.2.2. Modyfikacja prozapalnych wtasciwosci mikrogleju przez resweratrol
Powszechnie wiadomo, Zze nadmiar NO 1 jego reaktywnych form odgrywa
jedng z kluczowych 16l w procesach $mierci komorkowej w chorobie Parkinsona i
AD. W zwiazku z tym podjeto intensywne badania nad mechanizmami hamowania
syntezy NO i usuwania wolnych rodnikéw nitrozylowych. Komoérki mikroglejowe,
wywodzace si¢ z linii makrofagowej, moga zosta¢ zaktywowane w osrodkowym
uktadzie nerwowym na skutek stanu zapalnego lub w przebiegu infekcji bakteryjne;j
(Stoll i wsp. 1999). Stwierdzono, ze aktywacja mikrogleju w mozgu, powoduje
zwigkszone uwalnianie ROS, NO oraz proteaz i cytokin prozapalnych (Stoll 1 wsp.
1999). Nadmierna 1 wydluzona stymulacja mikrogleju uruchamia szereg
mechanizmoéw, ktore wplywaja niekorzystnie na przebieg wielu chordb
neurodegeneracyjnych, w tym AD, choroby Parkinsona (Stoll i wsp. 1999, Mcgeer i
wsp.1993), stwardnienia rozsianego, czy tez otepienia spowodowanego zakazeniem
wirusem HIV (Kaul i wsp. 2001). W zwiazku z tymi doniesieniami postuluje si¢, ze
kluczowa role w terapii tych schorzen powinny odgrywaé zwigzki hamujace
aktywacj¢ mikrogleju. RES, posiadajacy zdolno$¢ do indukcji ekspresji
wewnatrzkomoérkowych enzymow antyoksydacyjnych, wykazuje rowniez aktywnos$¢
przeciwzapalng. Polega ona, prawdopodobnie, na hamowaniu ekspresji genéw stanu
zapalnego, kodujacych enzymy syntetyzujace eikosanoidy czy tez indukowalng
form¢ iNOS w aktywowanych LPS komodrkach mikrogleju (Matesuda 1 wsp. 2000).
RES moze réwniez hamowa¢ wydzielanie czynnikéw prozapalnych, takich jak IL-
1B, TNF-a i IL-6. TNF-a jest produkowany w niepobudzonym mikrogleju w
sladowych ilosciach (Feinstein 1 wsp. 1994), natomiast po stymulacji mikrogleju

lipopolisacharydem jego uwalnianie wzrasta wielokrotnie. Mikroglej stymulowany
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amyloidem-f, réwniez uwalnia duze ilosci TNF-a, ktéry staje si¢ czynnikiem
neurotoksycznym. RES silnie hamuje produkcje TNF-a w mikrogleju pobudzonym
LPS. Transkrypcja 1 biosynteza TNF-a jest kontrolowana, miedzy innymi, przez NF-
kB (Surh 1 wsp. 2001). Wykazano, ze RES wptywa na aktywacj¢ NF-«B indukowang
réoznymi czynnikami prozapalnymi (Manna i1 wsp. 2000). Powoduje rowniez
inhibicj¢ NF-xB poprzez inhibicje aktywnosci IkB (Holems-McNary i wsp. 2000).
Zatem powyzsze doniesienia sugeruja, ze przeciwzapalne wlasciwosci RES
sprowadzaja si¢ gléwnie do hamowania aktywacji NF-kB, AP-1 oraz kinazy
biatkowej MAP, regulujacych poziom NO i cytokin prozapalnych a zwtaszcza TNF-
o (Manna 1 wsp. 2000). Niewiele jest jednak doniesien na temat wptywu RES na
niepobudzony mikroglej, produkujacy mate ilo$ci cytokin prozapalnych.

Wiadomo réwniez, ze jednym z gléwnych zaburzen metabolizmu moézgu w
encefalopatiach takich jak: AD, encefalopatia watrobowa, dializacyjna czy zespot
Wernicke-Korskoff, sg niedobory energetyczne spowodowane inhibicja enzymoéw
zwigzanych z metabolizmem glukozy, pirogronianu i acetylo-CoA (Bielarczyk i wsp.
1998, Bubber i wsp. 2004, 2005, Jankowska-Kulawy i wsp. 2008, 2010).
Dotychczasowe badania nad neuroprotekcyjnym dziataniem RES nie uwzgledniaja
jednak takiego potencjalnego punktu uchwytu dla tego zwigzku.

Watpliwosci co do neuroprotekcyjnego dziatania polifenoli wzbudzaja rowniez
wyniki metaanalizy kilkudziesigciu badan populacyjnych 1 klinicznych nad
ewentualnym dziataniem RES zawartego w czerwonym winie, ktory mialby
zapobiega¢ rozwojowi AD (Neafsey, Collins, Neuropsychiatric Disease and
Treatment 2011,7,465-484). Tylko 30% z nich wykazywato pozytywny wplyw
spozywania ,,umiarkowanych dawek” czerwonego wina na funkcje poznawcze osob
w podesztym wieku. Okoto 50% badan nie wykazato zadnego wptywu, a 20%
dziatanie negatywne (Neafsey, Colins 2011).

Wymienione rozbieznosci 1 braki w danych do$§wiadczalnych uzasadniaty podjecie
badan nad wptywem RES na kluczowe parametry metabolizmu energetycznego
neuronéw cholinergicznyc,h w warunkach zlozonej ekspozycji na roézne czynniki

neurotoksyczne.
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3. CEL PRACY

Celem pracy bylo zbadanie potencjatu cytotoprotekcyjnego RES,

oddziatujacego na cholinergiczne komorki SN56, poddawane wptywowi czynnikow

cytotoksycznych, takich jak Zn i SNP. Jednocze$nie, wykorzystujac model hodowli

taczonych, cholinergicznych neuronéw SN56 z komoérkami mikrogleju N9, zbadano

w jaki sposob niepobudzony lub pobudzony mikroglej moze modyfikowad

odpowiedz cholinergicznych neuronow SN56 na bodzce zardwno cytotoksyczne, jak

1 cytoprotekcyjne.

W zwigzku z powyzszymi celami zbadano:

1.

Wptyw RES, Zn i SNP na aktywnos¢ PDHC i innych enzymow
zaangazowanych w metabolizm energetyczny cholinergicznych
neuronow SN56

Wplyw Zn i SNP na poziom parametrow metabolizmu energetycznego w
komorkach cholinergicznych SN56

Potencjalne mozliwosci cytoprotekcyjne RES w stosunku do cholinergicznych
komorek SN56, eksponowanych na neurotoksyczne oddziatywania Zn lub/i
SNP w obecnosci i nieobecno$ci parakrynnego oddziatywania komorek

mikroglejowych.

38



4. MATERIALY I METODY

4.1. Odczynniki

Odczyniki pochodzace z Sigma Chemicals Co., Poznan, Polska: acetylo-CoA,
acetylo-fosforan, acetonitryl, albumina wotowa, amfoterycyna B, ATP, biekit
trypanu, chlorek cynku, cis-akonitan, cytrynian sodu, dehydrogenaza jabtczanowa,
dehydrogenaza izocytrynianowa, 2,5-difenyloksazol, ditiotreitol (DTT), $rodowisko
Eagle zmodyfikowane wedtug Dulbecco (DMEM), dimetylosulfotlenek (DMSO),
DL-izocytrynian, dwumaslan cyklicznego AMP, fosfotransacetylaza, glukoza, L—
glutamina, glicyna, HEPES, immunoglobulinana ludzka, koenzym A (CoA), a-
ketoglutaran sodu, kwas 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoesowy (DNTB), kwas fosforowy,
liaza cytrynianowa z Bacillus subtilis, lipopolisacharyd (LPS), lucyferyna,
lucyferaza, srodowisko MEM, NAD, NADH, NADP, NADPH, nadtlenek wodoru,
nitroprusydek sodu, odczynnik Griessa, pirofosforan tiaminy, pirogronian, roztwor
penicyliny 1 streptomycyny, resweratrol (1,3-Benzenodiol, 5-(2-(4-
hydroxyphenyl)ethenyl), syntaza cytrynianowa, szczawiooctan, siarczan dodecylu
(SDS), tetrafenyloboran sodu, tréjetanolamina, TRIS, Tricina, toluen.
Odczynniki pochodzace z Fluka Chemie, Buchs, Szwajcaria: bezwodnik kwasu
maleinowego, kwas trdjchlorooctowy.
Odczynniki pochodzace z POCH (Gliwice, Polska): chloroform, etanol, metanol,
kwas mréwkowy, kwas nadchlorowy, kwas solny, chlorek potasu, chlorek sodu,
wodoroweglan potasu, weglan potasu, wersenian sodowy, wodorotlenek potasowy,
wodorotlenek sodowy.
Odczynniki pochodzace z firmy Gibco: surowica ptlodowa cielgca (FBS).
Odczynniki pochodzace z firmy Bio-Rad (Warszawa, Polska): Coomasie blue R250.
Odczynniki pochodzace z firmy Perkin Elmer (Boston, USA):[1-14C] acetylo-CoA.
Odczynniki pochodzace z firmy USCN Life Science Inc. (Wuhan, Chiny): zestaw do
oznaczania poziomu biatka ChAT metodg ELISA.

4.2. Materialy zuzywalne

Naczynia plastikowe jednorazowego uzytku do hodowli komodrkowe;j
dostarczone byly przez Sarstedt (Stare Babice, Polska) i Medlab (Raszyn, Polska).
Wstawki do hodowli faczonych z polprzepuszczalng membrang typu Millicell o

porowatosci 0.4um i §rednicy 30 mm pochodzity z firmy Millipore.
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4.3. Komorki cholinergiczne SN56

Dos$wiadczenia byly prowadzone na linii komorek cholinergicznych SN56
(klon SN56 B5.G4.). Komorki te uzyskano w wyniku fuzji niecholinergiczych
mysich komorek neuroblastoma N18TG2 z cholinergicznymi neuronami z przegrody
mozgu 21-dniowej myszy (Hammond 1 wsp. 1990, Lee 1 wsp. 1990). OtrzymaliSmy
je dzieki uprzejmosci prof. Jana K. Blusztajna (Boston University, USA). Hodowle
prowadzono w $rodowisku hodowlanym Eagle, zmodyfikowanym wedlug Dulbecco
(DMEM), zawierajacym 10% surowicy ptodowej cielecej (FBS) oraz 2 mM L—
glutaming, z dodatkiem 50 ug/ml streptomycyny, 50 J.M/ml penicyliny, 0.25 pg/ml
amfoterycyny B. Dzigki adherentnym wiasciwosciom, komorki SN56 przylegaja do
powierzchni plastikowych naczyn hodowlanych, bez koniecznos$ci ich uprzedniego
pokrywania kolagenem. Po rozmrozeniu, komorki hodowano przez 7 dni, w celu ich
odpowiedniego namnozenia, w temperaturze 37°C, w atmosferze 5% CO, i 95%
powietrza. Komorki hodowano w s$rodowisku hodowlanym DMEM, ktore
wymieniano co 2-3 dni. Doswiadczenia przeprowadzano na pasazach od 22 do 26.
Kazde do$wiadczenie sktadato si¢ z dwoch etapow: wstepnego 1 doswiadczalnego.
W etapie wstepnym komoérki hodowano w ptaskich butelkach (Sarstedt, Stare
Babice, Polska) o powierzchni 75 cm?® lub ptytkach o $rednicy 10 cm przy gestosci
poczatkowej 13000/cm” do stanu subkonfluencji, co odpowiadato pokryciu przez
komorki okoto 80% powierzchni naczynia hodowlanego. Stan subkonfluencji
uzyskiwano po 48 godzinach od rozpoczgcia hodowli. W celu zwigkszenia ekspresji
fenotypu cholinergicznego, do hodowli na wstepnym etapie dodawano czynniki
roznicujace: 2 mM dwumaslan-cAMP 1 1 uM kwas retinowy. Po 48 godzinach
hodowli z tymi czynnikami, $rodowisko wzrostowe zmieniano na S$rodowisko
doswiadczalne, do ktorego dodawano czynniki cytotoksyczne lub/i cytoprotekcyjne i
kontynuowano hodowl¢ przez nast¢pne 24 godziny. Pelny cykl doswiadczenia trwal
72 godziny. Zakonczenie hodowli nastegpowalo w momencie usunigcia
doswiadczalnego $rodowiska hodowlanego. Komorki, ktore pozostaly w naczyniu
hodowlanym, przemywano delikatnie 5 ml buforu ,,Pucks” zawierajacym 137 mM
NaCl, 5.36 mM KCl, 0.4 mM Na,HPO4-7H,0, 0.4 mM KH,PO4, 5 mM glukoze, pH
srodowiska 7.4. Nastepnie zbierano komorki z naczynia hodowlanego, uzywajac w
tym celu plastikowych skrobaczek. Otrzymang w ten sposob zawiesing komorek,
wirowano przy 1200 obr./min (208 x g) przez 7 minut. Osadzone komorki

zawieszano w 320 mM sacharozie zawierajacej 5 mM bufor NaHEPES (pH 7.4)10.1
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mM EDTA-Na, w objetosci niezbednej do uzyskania 10 mg biatka komorkowego/ml
(okoto 10 mIn komorek/ml).

Przeniesienie wstawek
z komorkami N9

na plytki hodowlane

z komorkami SN56

Komdrki mikrogleju N9

24 h etap wstepny 48 h etap doswiadczalny E
| £
o
| !
&
subkonfluencja < | Analiza:
Komoarki cholinergiczne SN56 v N przezywalnosé
I - | liczbakomorek
4 I 24h etap aktywnosci
enzymow
48'1 etap wstepny dOQWIadCZNDY Zyrn
ChAT
Dodatek poziom bialka ChAT
Dodatek: A Acetylo-CoA
brak
_ Zn ATP
dbcAMP i/lub RA
SNP
Resweratrol

Ryc. 3. Komorkowy model neurotoksycznosci i neuroprotekeji neuronéw cholinergicznych

4.4. Komorki mikroglejowe N9

W celu przeprowadzenia hodowli taczonych, wprowadzono do doswiadczen
lini¢ mysich mikroglejowych komoérek N9. Uzyskano je przez transfekcje komorek
mikroglejowych z mozgéw 13-dniowych zarodkéw myszy, retrowirusem 3RV,
zawierajagcym aktywny onkogen v-myc (Righi 1 wsp. 1989). Komorki N9
otrzymali§my dzigki uprzejmosci prof. Janusza Suszkiwa (University of Cincinnati,
OH, USA). Komoérki N9 hodowane byly w srodowisku MEM z 10 % surowica
ptodowa cieleca (FBS), 2mM L-glutaming z dodatkiem 50 J.m/ml penicyliny, 50pg
/ml streptomycyny oraz 0.25pg/ml amfoteryczny B. Stezenie glukozy w $rodowisku
hodowlanym wynosito 3.5g/L. Po rozmrozeniu, komorki N9 hodowano przez 7 dni

w temperaturze 37°C, atmosferze 95% powietrza i 5% CO,. Po tym czasie komorki

N9 przygotowywano do przeprowadzenia hodowli taczonej z komédrkami SN56.
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Polegato ono na wysianiu komodrek N9 na ptytk¢ hodowlang z potprzepuszezalnym
dnem (tzw. wstawke, insert, wielko$¢ porow 0.4 um) o srednicy 3 cm. (Millipore,
Polska) (Ryc. 4). Komorki N9 byly hodowane prze 24 godziny na wstawkach
umieszonych w 6-dotkowych ptytkach. Po tym czasie, wstawki z komorkami NO,
przenoszono do ptytek hodowlanych, o $rednicy 10 cm, w ktérych od 24-godzin
hodowano cholinergiczne komorki SN56 1 prowadzono jako wstepng hodowle
faczong przez nastgpne 24 godziny. Po tym czasie na kolejne 24-godziny do hodowli
taczonej dodawano zwigzki cytoprotekcyjne lub/i cytotoksyczne. Wiadomo, ze
mikroglej stanowi okoto 10% wszystkich komoérek mozgu (Verkhratsky i Butt 2007).
Dlatego na 3 miliony komorek cholinergicznych SN56 hodowanych na ptytke o
srednicy 10 cm wstawiano 3 inserty zawierajgce tgcznie okoto 1 miliona komorek
mikroglejowych N9 (Ryc. 4). Po trwajacej 48-godzin hodowli laczonej usuwano
wstawki z komoérkami N9, a odpowiednie parametry pomiarowe komoérek SN56

oznaczano tak jak opisano w podrozdzialach 4.8-4.9.

Ryc. 4. Hodowle taczone neuronalnych komérek cholinergicznych SN56 1 mikroglejowych
No.

4.5. Zamrazanie komorek
Komérki przechowywano w —80°C. Pozywka zamrazajaca zawierata: 63%
DMEM, 30% FBS, 7% dimetylosulfotlenek (DMSO). Komérki zamrazano w

krioamputkach w porcjach 0.5 ml przy gestosci zawiesiny komorek 2—2.5 mln/ml

pozywki.
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4.6. Czynniki neurotoksyczne
4.6.1. Cynk

Jako zrodta jondéw cynku uzyto chlorku cynku. Przygotowywano roztwor
wyjsciowy o stezeniu 10 mM, ktory dodawano do pozywki wzrostowej tak, aby jego
stezenie koncowe wynosito od 0.175 mM. Komorki hodowano przez ostatnie 24

godziny pasazu doswiadczalnego w obecnosci 0.175 mM cynku.

4.6.2. Tlenek azotu

Jako donor tlenku azotu zastosowano nitroprusydek sodu (SNP). Swiezo
sporzadzony 100 mM roztwor wyjsciowy SNP dodawano do pozywki wzrostowej,
tak aby uzyska¢ koncowe st¢zenie 0.4 mM. W tych warunkach komoérki hodowano

przez ostatnie 16 godzin pasazu doswiadczalnego.

4.7. Czynniki neuroprotekcyjne
4.7.1. Resweratrol

Reswertarol rozpuszczano w DMSO, otrzymujac wyjsciowe stezenie 10 mM.
Nastepnie rozcienczano do ImM pozywka DMEM i dodawano do hodowli tak, aby
uzyskac koncowe stezenia od 1uM do S0uM.

4.8. Oznaczanie aktywnosci enzymow

Aktywnosci akonitazy, dehydrogenazy izocytrynianowej NADP, liazy ATP-
cytrynianowej oznaczano bezposrednio po zebraniu komorek w probkach,
utrzymywanych w temperaturze 4°C. Do oznaczania PDHC i1 ChAT, 0.05ml probki
komorek zawieszonych w 0.32M sacharozie, przechowywano w temperaturze -20°C.
Aktywnos$ci tych enzymow oznaczano w okresie do dwoch tygodni od momentu
zamrozenia. Przed przystapieniem do oznaczenia, rozmrozong zawiesing komorek
homogenizowano za pomocg mini homogenizatora teflonowego - ,,pellet pestle”
(Sigma Chemicals Co., Poznan, Polska) w probowce typu ,,Eppendorf” 1.5 ml przez
5-10 sekund. Nastepnie, homogenaty rozcienczano Tritonem X-100, tak aby uzyska¢
odpowiednie st¢zenie biatka. Koncowe stezenie Tritonu X-100 w oznaczanej probie

wynosito 0.2%.
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4.8.1. Kompleks dehydrogenazy pirogronianowej (PDHC) (Szutowicz i wsp. 1981)

Aktywnos¢ PDHC oznaczano przez pomiar powstajacego acetylowanego
koenzymu A (acetylo-CoA), ktory przeprowadzano do cytrynianu za pomoca
syntazy cytrynianowej. Srodowisko inkubacyjne w koncowej objetosci 0.25 ml
zawierato: 50 mM bufor Tris/HCI pH 8.3, 2 mM MgCl,, 10 mM dithiotreitol, 2 mM
NAD, 10 mM pirogronian, 2 mM pirofosforan tiaminy, 0.20 mM CoA, 2.5 mM
szczawiooctan, 0.15 JM syntazy cytrynianowej. Proby $lepe nie zawieraty CoA.
Reakcje rozpoczynano dodaniem do mieszaniny inkubacyjnej probki 0.05 mg biatka.
Inkubacje prowadzono w temperaturze 37°C przez 30 minut. Reakcje przerywano
przez umieszczenie probki na 10 minut w temperaturze 99°C. Po przerwaniu reakcji
proby wirowano przy 10’000 obrotow przez 1 minute. W tak przygotowanych
probach mierzono ilo$¢ cytrynianu powstajagcego z acetylo-CoA w reakcji
bakteryjnej liazy cytrynianowej (citrate (pro-3S) lyase, EC 4.1.3.6). Liaze
cytrynianowg rozpuszczano w Srodowisku zawierajacym: 10 mM HN4SO4 1 20 mM
ZnSO4, 50 mM bufor Tris/HCl bezposrednio przed oznaczeniem. Srodowisko
inkubacyjne dla prob zerowych nie zawierato CoA. Aktywnos$¢ wyrazano w nmolach
utlenionego NADH/min/mg bialka na podstawie wspotczynnika absorbancji
molowej dla NADH 6.22/mol/cm. Srodowisko do oznaczania cytrynianu w
koncowej objetosci 0.7 ml zawieralo: 100 mM bufor Tris/HCI o pH 7.4, 0.1 mM
NADH, 0.2 J.M. dehydrogenazy jabtczanowej i 0.2 ml probki.

4.8.2. Akonitaza (EC 4.2.1.3) (De Villafranca i Haines 1974)

Srodowisko inkubacyjne do oznaczania aktywno$ci enzymu w koncowej
objetosci 0.8 ml zawierato: 50 mM bufor Tris/HCI o pH 7.4, 2 mM MgCl, 0.1 mM
NADP, 1 J.M. dehydrogenazy izocytrynianowej oraz 0.1 ml badanej probki
zawierajgcej 0.1 mg bialka. Probki byly preinkubowane w temp. 37°C przez 10
minut. Reakcj¢ rozpoczynano dodajac 0.01 ml 20 mM cis-akonitanu a nast¢pnie
mierzono przyrost absorbancji w spektrofotometrze termostatowanym Ultrospec
firmy Unicam. Dhlugosci fali wynosita 340 nm a calkowity czas pomiaru 10 minut.
Aktywnos¢ obliczano w nmolach zredukowanego NADP/min/mg biatka na
podstawie wspolczynnika absorbancji molowej dla NADPH 6.22/mol/cm.
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4.8.3. Dehydrogenaza izocytrynianowa zaleina od NADP (ICH-NADP, EC
1.1.1.42) (Plaut 1968)

Srodowisko inkubacyjne do oznaczania aktywnosci enzymu w koncowej
objetosci 0.5 ml zawieralo: 50 mM Tris/HCI o pH 7.4, 0.6 mM MgCl,, 0.5 mM
NADP oraz 0.1 ml badanej probki zawierajacej 0.1 mg biatka. Probki
preinkubowano w temp. 37°C przez 10 minut. Reakcje rozpoczynano dodaniem 0.01
ml 10 mM DL-izocytrynianu a nastgpnie mierzono wzrost absorbancji na
termostatowanym spektrofotometrze Ultrospec firmy Unicam przy A=340 nm przez
okres 10 minut. Aktywnos$¢ obliczano w nmolach zredukowanego NADP/min/mg

biatka na podstawie wspotczynnika absorbancji molowej dla NADPH 6.22/mol/cm.

4.8.4. Liaza ATP-cytrynianowa (ACL, EC 2.3.3.8) (Szutowicz i Angielski 1970)

Aktywno$¢ tego enzymu oznaczano przez pomiar iloSci powstajacego
szczawiooctanu. Srodowisko inkubacyjne w koncowej objetosci 0.7 ml zawierato:
100 mM bufor Tris/HCI o pH 8.0, 10 mM MgCl, , 20 mM cytrynian trojpotasowy,
50 mM KCl, 0.2 mM NADH, 1 J.M. dehydrogenazy jabtczanowej. Do srodowiska o
temp. 37°C dodawano 0.1ml (0.Img) prébki biatka. Nastepnie mieszaning
preinkubowano w tej temperaturze przez 10 minut, po czym rozpoczynano reakcje,
dodajac ATP w koncowym stezeniu 5 mM. Spadek absorbancji mierzono w
termostatowanym spektrofotometrze Ultrospec firmy Unicam przez okres 10 minut
przy diugosci fali $wiatta 340 nm. Aktywno§¢ wyrazano w nmolach utlenionego
NADH/min/mg biatka na podstawie wspotczynnika absorbancji molowej dla NADH
6.22/mol/cm.

4.8.5. Acetylotransferaza cholinowa (ChAT, EC 2.3.1.6) (Fonnum 1969)
Aktywno$¢ ChAT oznaczano wykorzystujac w tym celu [1-"*C] acetylo-CoA.
Srodowisko inkubacyjne w objetosci 0.01ml zawierato: 50 mM bufor fosforanowo-
sodowy pH 7.4, 1 mM EDTA, 600 mM NacCl, 0.05 % albumin¢ wotowg, 0.20 mM
siarczan ezeryny, 0.24 mM [1-'*CJ-acetylo-CoA (0.025 mCi na probe, 92.000
impulséw/probg) oraz 0.05 mM chlorek choliny. Reakcje przeprowadzano w
waskich proboéwkach Eppendorfa (Medlab, nr kat.: 38.0350.0) o objetosci 0.50 ml.
Przy pomocy pipety typu Hamilton dodawano do probowek 0.005 ml probki,
zawierajacej 0.05-0.10 mg biatka a nastgpnie roztwor lizujacy, sktadajacy sie z 0.2%

Tritonu X-100 oraz 50 mM buforu sodowo-fosforanowego. Tak przygotowane
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proby, inkubowano przez 15 min w temp. 4°C. Dodanie 0.01 mM S$rodowiska
inkubacyjnego do homogenatu komorek, rozpoczynato reakcje, ktéra prowadzono w
temp. 37°C przez 30 minut a nastepnie przerywano przez odciecie kofica probowki
do naczynia scyntylacyjnego, zawierajagcego 4 ml zimnego 10 mM buforu
fosforanowo-sodowego o pH 7.4 z 2.0 ml roztworu acetonitrylu. Roztwor
acetonitrylu przygotowywano wcze$niej, dodajac do acetonitrylu  czterofenylo-
boran o st¢zeniu koncowym 0.5%. Nastepnie, otrzymang mieszaning wstrzgsano
przy pomocy mieszadta typu ,,Vortex”, po czym do naczynek scyntylacyjnych
dodawano jeszcze 10 ml scyntylatora toluenowego. Proby zerowe zawieraty zamiast
biatka, 50 mM bufor fosforanowo-sodowy. W tak przygotowanych préobach
mierzono ilo§¢ powstatej acetylocholiny znakowanej ['*C] (kompleks z
czterofenyloboranem) rozpuszczonej w fazie organicznej. Catkowita radioaktywnos$¢
srodowiska mierzono po jego rozpuszczeniu w scyntylatorze dioksanowym.
Aktywnos$¢ enzymu wyliczano na podstawie ilosci wegla ['*C] wbudowanego do
acetylocholiny po odjeciu prob zerowych, w odniesieniu do calkowitej
radioaktywnos$ci $rodowiska reakcyjnego. Aktywno$§¢ wyrazano w nmolach

zsyntetyzowanej ACh/min/mg biatka.

4.8.6. Oznaczanie poziomu biatka acetylotransferazy cholinowej (ChAT)

Poziom bialka ChAT oznaczano metoda immunoenzymatyczng ELISA,
wykorzystujaca ~ przeciwciala mysie przeciwko bialkku ChAT. Oznaczenie
przeprowadzono na mikroptytkach optaszczonych I-rzgdowymi przeciwcialami
monoklonalnymi przeciwko biatku ChAT. Il-rzedowe przeciwciata poliklonalne
wyznakowane byly biotyng. Nastepnie dodawano awidyn¢ kowalencyjnie
znakowang peroksydazg chrzanowg. Uklad biotyna-awidyna w metodzie ELISA
znacznie zwigkszat czuto$¢ detekcji barwnego produktu reakceji, ktory mierzono na
analizatorze plytkowym ETI-MAX (STRATEC Biomedical Systems AG), przy
dhugosci fali A=450 nm.Wynik obliczano z krzywej kalibracyjnej, ktora sporzadzano
uzywajac mysie biatko ChAT w stezeniach od 0.312 do 20 ng/ml 1 wyrazano go w
ng/mg biatka.
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4.9. Oznaczanie wskaznikow reakcji zapalnej
4.9.1. Oznaczanie steienia interleukiny 6 (IL-6)

Stezenie IL-6 oznaczono w pozywce wzrostowej, ktora pochodzita z ostatnich
24 godzin hodowli. Zastosowano w tym celu immunoenzymatyczng metode ELISA,
wykorzystujaca mysie przeciwciala przeciw IL-6 i uklad biotyna-streptawidyna
(Biomedica, Piaseczno). Krzywa kalibracyjng sporzadzono z uzyciem mysiej
interleukiny 6. Barwny produkt reakcji zmierzono na analizatorze ptytkowym ETI-
MAX 3000 (STRATEC Biomedical Systems AG) przy dlugosci fali A=450 nm.
Wynik wyrazano w pmolach IL-6/L pozywki.

4.9.2. Oznaczanie steienia czynnika martwicy nowotworow alfa (TNF-a)

Stezenie TNF-a oznaczano w pozywce wzrostowej, pochodzacej z ostatnich 24
godzin  hodowli.  Oznaczenie @ wykonano z  wykorzystaniem  metody
immunoenzymatyczne] ELISA opierajacej si¢ o poliklonalne mysie przeciwciala
przeciw TNF-a. Krzywa kalibracyjna wykonano z uzyciem mysiego TNF-a. Za
pomoca analizatora ptytkowego ETI-MAX 3000 (STRATEC Biomedical Systems

AQG), przy dlugosci fali A=450 nm zmierzono barwny produkt reakcji enzymatycznej.

4.10. Badanie metabolizmu acetylo-CoA komorek SN56

Metabolizm komoérek SN56 badano w srodowisku depolaryzujgcym, nie
zawierajgcym surowicy bydlecej, do ktorego przenoszono zawiesing komorek
bezposrednio po zebraniu z naczyh hodowlanych. Srodowisko to, w koncowej
objetosci 1 ml zawieralo: 20 mM bufor HEPES o pH 7.4, 1.5 mM bufor
fosforanowo-sodowy o pH 7.4, 90 mM NaCl, 30 mM KClI, 2.5 mM pirogronian, 2.5
mM jabtczan, 0.01 mM chlorek choliny, 0.1 ml zawiesiny komorek w 0.32 M
sacharozie, zawierajacej 10-15 mg biatka/ml oraz RES w st¢zeniach od 5 do 50uM i
0.ImM Zn, ktéry w naszych wcze$niejszych badaniach nad ostra
neurotoksycznoscig, powodowal 30-40% $miertelnos¢ komorek neuronalnych SN56
(Ronowska 1 wsp., 2010). Reakcje rozpoczynano, dodajac zawiesing komorek do
srodowiska inkubacyjnego. Inkubacje prowadzono w temp. 37°C przy ciaglym
mieszaniu z czestotliwoscig 100 cykli/ min. Po 30 minutach inkubacji odbierano
probki zawiesiny w celu przeprowadzenia oznaczen wymaganych parametrow

pomiarowych (4.8.-4.9.).
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4.11. Oznaczanie metabolitow
4.11.1. Tlenek azotu (NO) (Miranda i wsp. 2001)

Wydzielanie tlenku azotu przez cholinergiczne komorki SN56 mierzono
metoda posrednig, oznaczajac stezenie azotynow (NO,), stanowigcych stabilny
produkt utleniania NO. W tym celu zastosowano metode spektrofotometryczng
opartg o reakcje Griessa-Hosvaya, ktora polega na diazowaniu pierwszorzedowych
amin aromatycznych oraz sprzeganiu powstatych soli diazoniowych, co prowadzi do
powstania fioletowego barwnika diazowego.

Pomiar NO, byt dokonywany w pozywce hodowlanej, ktéra pochodzita z ostatnich
24 godzin hodowli. Probe Slepg stanowita woda. Do sporzadzenia krzywej
kalibracyjnej zastosowano azotan sodu (NaNO;) w st¢zeniach od 1do 50 pM/L. Do
200ul proby (pozywka lub woda lub wzorzec) dodawano 250ul wody i 450ul
odczynnika Griessa ( Sigma, Poznan). Nastepnie proby inkubowano w temperzturze
pokojowej przez 15 minut i po tym czasie dokonywano pomiaru absorbancji przy
dhugosci fali 540 nm. Wyniki podawano w nmolach NO,™ wydzielonego do pozywki
na 15 ml pozywki. W ten sam sposdb oznaczono réwniez poziom azotynéw w
czystej pozywce hodowlanej, do ktorej dodano 0.4 mM SNP i/lub 0.175mM Zn.
Uzyskang warto$¢ odjeto nastepnie od catkowitej ilosci uwolnionych azotyndéw i
uzyskano wowczas endogenng produkcje azotynéw w cholinergicznych komorkach

SN56.

4.11.2. Catkowity acetylo-CoA (Szutowicz i Bielarczyk 1987)

W doswiadczeniach nad neurotoksycznos$cig/neuroprotekcja ostra, z
mieszaniny inkubacyjnej odbierano 0.20 ml 1 wirowano przez 3 minuty przy 12000
obrotow/minute. Nadsacz odrzucano a osad zawieszano w 0.20 ml 5 mM HCI i
inkubowano probke w temp. 100°C przez 2 minuty w celu odbiatczenia. Natomiast w
doswiadczeniach nad neurotoksyczno$cia/neuroprotekcja  przewlekla, pelete
komorek zawieszano w $srodowisku inkubacyjnym opisanym w Rozdziale 4.5, tak
aby stezenie biatka wynosito od 2 do3 mg/ml. Z powyzszej zawiesiny odbierano 0.4
ml, ktore nastgpnie wirowano z predkosciag 12000 obrotow/minute przez 3 minuty a
otrzymany po odwirowaniu osad, odbiatczano j.w. Nastgpnie probki zamrazano w
temp. —20°C i oznaczano poziom acetylo-CoA w ciggu 7 dni od dnia zamrozenia.
W dniu oznaczenia probke rozmrazano, wirowano przez | minute przy 10000

obrotow/min. Nadsgcz doprowadzano do pH 7.4 50 mM roztworem Tris. Acetylo-
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CoA oznaczano zmodyfikowang metoda cyklizacyjng z fosfotransacetylazg i syntaza
cytrynianowa (Szutowicz i Bielarczyk 1987). Dzigki tej metodzie, mozliwy jest
kilkutysieczny obrot badanej substancji w cyklu pomiarowym 1 tym samym
amplifikacja acetylo-CoA z kilkunastu pikomoli do kilkunastu nanomoli produktu
kon¢owego reakcji, ktorym jest cytrynian. W celu oznaczenia acetylo-CoA usuwano
z probek wolny CoA-SH poprzez maleilacje z bezwodnikiem kwasu maleinowego.
W tym celu, do 0.04 ml probki dodawano 0.01 ml buforu Tris/HCI o pH 7.4 1 0.01
ml $wiezo sporzadzonego 1 mM roztworu bezwodnika maleinowego w eterze
etylowym 1 wytrzgsano w temperaturze pokojowej przez 15 minut na wytrzasarce
Eppendorf typ 3300, po czym inkubowano 2 godziny w temperaturze pokojowej w
celu usunigcia eteru (Szutowicz i Bielarczyk 1987).

Srodowisko cyklizacyjne przygotowywano bezposrednio przed rozpoczeciem
reakcji. Zawierato ono w koncowej objetosci 0.1 ml: 50 mM bufor Tris/HCI pH 7.4,
5 mM NH4CI, 0.01% (w/v) albuming wotowa, 1.2 mM szczawiooctan, 1 mM
acetylofosforan, 1 J.M. syntazy cytrynianowej, 1 J.M. fosfotransacetylazy. W celu
pozbycia si¢ resztek eteru z probek, probowki otwierano na okoto 1 godzing przed
rozpoczeciem cyklizacji. Cyklizacj¢ rozpoczynano przez dodanie 0.05 ml
mieszaniny cyklizacyjnej do 0.05 ml prébek. Reakcje cyklizacji prowadzono w
temperaturze 30°C przez 100 minut a nastepnie przerywano jg poprzez umieszczenie
probek w bloku termicznym w temperaturze 100°C na 10 minut. Nastepnie probki

odwirowywano i w nadsgczu oznaczano ilos¢ powstalego cytrynianu.

4.11.3. Catkowity ATP (Gorman i wsp. 2003)

Po usunigciu pozywki, ptytki zalewano 1ml zimnego, 4% HClO4 a odbialczone
komorki zbierano przy uzyciu plastikowych skrobaczek. Zawiesing wirowano w
temperaturze 4°C przy 10 000 x g przez 3 minuty. Nadsacz zbierano, zamrazano w
temperaturze -20°C 1 przechowywano nie dtuzej niz 14 dni do momentu oznaczenia.
Osad komorek rozpuszeczano w 1M NaOH 1 uzywano do oznaczenia st¢zenia biatka.
W dniu oznaczenia ATP, nadsacz rozmrazano i1 zoboj¢tniano 7.5 N K,CO;. ATP
oznaczano metoda luminometryczna w obecnosci lucyferazy 1 jej substratu
lucyferyny. ATP reaguje z lucyferyna w reakcji katalizowanej przez lucyferazg. W
wyniku tej reakcji wygenerowane zostaja fotony, ktérych ilos¢ byta mierzona przy

pomocy luminometru Junior (Berthold Technology, Bad Wild-bad, Niemcy).
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Srodowisko do oznaczania ATP byto sporzadzane bezposrednio przed oznaczeniem i
zawieralo w koncowej objetosci 0.2 ml: 0.01 ml buforu reakcyjnego zawierajacego:
25 mM Tricine HCI (pH 7.8), 5 mM MgCl,, 0.1 mM EDTA, 1.0 mM ditiotreitol, 0.5
mM lucyferyn¢ i 6 J.M. lucyferazy [EC 1.13.12.7].

Przed oznaczeniem, zobojetnione probki rozcienczano od 5 do 20 razy zimng H,O.
Do 0.2 ml $rodowiska inkubacyjnego dodawano 0.02 ml prébki i odczytywano
emisje. Kazda z probek posiadata swdj wzorzec wewnetrzny w postaci ATP w
stezeniu dobranym w taki sposob, aby jego emisja byta jak najbardziej zblizona do
emisji oznaczanej proby. Emisja wzorca wewngtrznego umozliwiata obliczenie

zawarto$ci ATP w badanych préobach.

4.12. Ocena uszkodzenia komoérek (Butler,1989)

Oceng przezywalnosci komorek dokonywano przy uzyciu bigkitu trypanu.
Komorki zawieszone w 320 mM sacharozie rozcienczano 5 razy sacharozg i
nastgpnie 2 razy biekitem trypanu. Zawiesing umieszczano w komorze
hematologicznej Fuchs-Rosental. Za komorki uszkodzone uwazano te, ktore
zabarwily si¢ na niebiesko czyli niezdolne do usuwania 0.1% biekitu Trypanu.
Oceny dokonywano po uplywie nie wigcej niz 2 minut od momentu dodania

barwnika w mikroskopie §wietlnym przy powigkszeniu 200— krotnym.

4.13. Liczba komorek
W celu oznaczenia calkowitej liczby komorek, liczone byty komorki, ktére
zachowywaly zewnetrzng blone plazmatyczng, niezaleznie od ich zdolnosci do

wydalania btekitu trypanu.

4.14. Bialko (Bradford, 1976)
Biatko oznaczane bylo wedlug metody Bradford (1976) wzgledem krzywe;j
kalibracyjnej zawierajacej immunoglobuling ludzka w stezeniach od 0.20 do

0.80 mg/ml.
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4.15. Metody statystyczne

Wyniki przedstawiano jako $rednietstandardowy btad S$redniej (SEM).
Istotno$¢ réznic miedzy $rednimi w doswiadczeniach wielopunktowych okreslano
testem ANOVA z testem post hoc Bonfferoni. Przy poréwnywaniu dwoch wartosci
srednich uzywano niesparowanego testu ¢ Studenta. Za statystycznie istotng réznice
miedzy wynikami uznawano warto$¢ p<0.05. Obliczenia wykonano za pomoca

programu Graph Pad Prism 4 (Graph Pad Software, San Diego, CA, USA).
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5. WYNIKI

5.1. Charakterystyka komérek SN56 i N9
5.1.1. Neuronalne komorki SN56

Wptyw SNP, Zn i RES na cholinergiczne komorki SN56 badano w dwoch
uktadach do$wiadczalnych, odpowiednio w warunkach krotkotrwatej (30 min) i
dlugotrwatej ekspozycji na czynniki neurotoksyczne i neuroprotekcyjne (16-24
godz.).
W badaniach neurotoksycznos$ci/neuroprotekcji przewlektej, komorki SN5S6 w
srodowisku hodowlanym, po 48 godzinach réznicujacej hodowli wstepnej z cAMP i
RA (Szutowicz i wsp. 1999), poddawane byty ekspozycji na SNP i/lub Zn przez 16-
24 godzin. RES dodawano jednoczes$nie z SNP i Zn lub 6 godzin przed dodaniem
tych czynnikdéw neurotoksycznych. W czgsci doswiadcezen, w ptytkach hodowlanych
umieszczano wstawki z pOlprzepuszczalnym dnem, zawierajace komorki
mikroglejowe N9 (Ryc. 4). Ten wariant do$wiadczalny zastosowano w celu
zbadania, jaki wplyw na neurony cholinergiczne mogg wywiera¢ komorki
mikrogleju, znajdujace si¢ w ich sgsiedztwie w warunkach identycznej ekspozycji na
czynniki neurotoksyczne. Modyfikacja ta pozwalata na zbadanie parakrynnej
aktywnos$ci mikrogleju w stosunku do komorek neuronalnych.
W wyniku zastosowania opisanego schematu hodowli, uzyskiwano neuronalne
komorki cholinergiczne o wysoce zroznicowanej morfologii. Wigkszo$¢ z nich
posiadata zarowno wypustke osiowa jak i wypustki dendrytyczne, tworzace siec
potaczen synapso-podobnych (Ryc. 5). Aktywnosci PDHC, syntetyzujacego acetylo-
CoA oraz ChAT zuzywajacego ten metabolit do syntezy ACh, pozostawaly na
wzglednie statym poziomie w zakresie od 27 do 48 pasazu (Ryc. 6.). Wskazuje to, ze
w tych warunkach stosunek szybkosci syntezy i potencjalnej szybko$ci zuzycia
acetylo-CoA do syntezy ACh pozostawaly w stabilnym stosunku, niezaleznie od

uzywanego pasazu (Ryc. 6.).
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Legenda:

I potaczenie migdzykomorkowe, ﬂ wypustka nerwowa
‘ wodniczka, A ziarnistosci, ‘ deformacja btony komorkowe;j

Ryc. 5. Niezroznicowane (A) i1 zroznicowane cAMP/RA (B) cholinergiczne komorki
neuronalne SN56. Wpltyw (C) 24 godzinnej inkubacji zréznicowanych
cholinergicznych komoérek neuronalnych z 0.175 mM Zn i 16 godzinnej inkubacji z
0.4mM SNP (D). Obraz reprezentatywny dla doswiadczen wykonywanych w
Zaktadzie Medycyny Laboratoryjnej GUMed w latach 2006- 2012.
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Ryc. 6. Stabilnos¢  aktywnosci  kompleksu  dehydrogenazy  pirogronianowej i
acetylotransferazy cholinowej w kolejnych pasazach niezréznicowanych i
zréznicowanych cholinergicznych komorek SN56.

5.1.2. Komorki mikroglejowe N9

Podstawowym wskaznikiem wydolno$ci czynno$ciowej mikrogleju jest jego
aktywacja przez lipopolisacharyd bakteryjny (LPS, Lee and Lee, 2002). Przy
stezeniu 100 ng/mL powodowal on 6-krotny wzrost wydzielania IL-6 1 27-krotny

wzrost wydzielania TNF-a (Ryc.7).
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Ryc. 7. Wpltyw LPS na wydzielanie (A) IL-6 i (B) TNF-a przez komorki mikrogleju
hodowane na insertach. Dane sg warto$ciami srednimi z dwoch pomiardw.

5.2. Neurotoksycznos¢ przewlekla
5.2.1. Neurotoksycznosé nitroprusydku sodu

W kontrolnym $rodowisku hodowlanym, nie zawierajacym SNP, po 72
godzinach inkubacji, liczba komorek ulegata 2,5-krotnemu zwiekszeniu, osiagajac
liczbe 5.8 mIn/58 cm2 (Ryc. 8.). Odpowiadato to stanowi subkonfluencji (Ryc. 5.).
W takich warunkach frakcja komoérek uszkodzonych, nie wydalajacych biekitu
trypanu wynosita okoto 2% calej populacji (Ryc. 8.). Po 16 godzinnej inkubacji z 0.1
do 0.3 mM SNP, obserwowano tendencj¢ spadkowa catkowitej liczby komorek oraz
tendencje wzrostowg dla frakcji komorek uszkodzonych (Ryc. 8.). Natomiast dalsze
zwigkszanie stezenia SNP w srodowisku hodowlanym do 0.4 1 0.5 mM, powodowato
statystycznie znamienny wzrost frakcji komorek niezdolnych do usuwania biekitu
trypanu, odpowiednio do okoto 30 i 80% populacji przylegajacej do poditoza ptytki
hodowlanej (Ryc. 8.). Jednoczesnie catkowita liczba komorek ulegata dalszemu
obnizeniu, osiggajac 50% wartosci kontrolnej przy st¢zeniu SNP rownym 0.4 mM i

tylko 20% przy stezeniu 0.5 mM (Ryc. 8.).
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Ryc. 8. Zalezny od stezenia wptyw 16 godzinnej ekspozycji na SNP, na szybko$¢ wzrostu
(®)zréznicowanych komorek SN56 i ich zdolno$¢ do wydalania btekitu trypanu
(0). Wyniki sg wartosciami $rednimi +SEM z 5-10 do$wiadczen. Znamiennie
rézne od: kontroli *p<0.001, “p<0.001.

5.2.2. Przewlekly wplyw resweratrolu na Zywotnos¢ komorek cholinergicznych
SN56

Podczas 24-godzinnej inkubacji, 1, 5, 10 i 20 pM RES nie powodowat
znamiennych statystycznie rdznic w odsetku komorek wydalajacych bigkit trypanu w
poréwnaniu z warunkami kontrolnymi. Natomiast podwyzszenie st¢zenia RES do
0.05 mmol/L, powodowalo zwigkszenie odsetka komorek zatrzymujacych biekit
trypanu do okoto 60% (Ryc. 9.). Zar6wno w warunkach kontrolnych jak i przy
ekspozycji na 0.001, 0.005, 0.010 i 0.020 mmol/L RES, calkowita liczba komorek
wynosita okoto 6 min (Ryc. 9.). Podobnie 0.05 mmol/L RES powodowal spadek
catkowitej liczby komorek do 1.2 min (Ryc. 9.).
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Ryc. 9. Przewlekly, zalezny od stezenia wptyw resweratrolu na wzrost komorek SN56 i ich
zdolno$¢ do wydalania biekitu trypanu. Wyniki sg warto$ciami srednimi+SEM z 5
doswiadczen. Znamiennie rozne od: kontroli ***p<0.001.

5.2.3. Modyfikujacy wplyw resweratrolu na przewlekle cytotoksyczne dzialanie
SNP w komorkach SN56

W $rodowisku bez czynnikow neurotoksycznych, RES w stezeniach do 20
pmol/L nie zmienial wielkosci frakcji komodrek uszkodzonch, ktéra pozostawala na
poziomie 2-3% (Ryc. 10). RES w stezeniach 1 1 5 uM zmniejszal wielkos¢ frakeji
komorek uszkodzonych przez 0.4 mM SNP z 25% odpowiednio do 15 i 5% (Ryc.
10.). Jednakze zwigkszenie stezenia RES do 10 1 20 uM znosilo jego dziatanie
cytoprotekcyjne, zwickszajac frakcje komorek pochtaniajacych biekit trypanu do
okoto 30%.

57



301

*%*

[\
=
1

*%*

Frakcja komorek pochlaniajacych
bl¢kit trypanu
(%)
[y
e

RES (umol/L)

Ryc. 10. Przewlekty, zalezny od st¢zenia wptyw RES na komorki SN56 hodowane w
warunkach kontrolnych 1 w obecnosci 0.4 mM SNP. Wyniki sg warto$ciami
srednimi +SEM z 8 do$wiadczen. Znamiennie rézne od : kontroli,** p<0.01,
**%p<0.001.

5.2.4. Cytotoksycznosé cynku

Podczas 24-godzinnej inkubacji z Zn w stezeniach od 0.001 do 0.1 mM nie
dochodzilo do zwigkszenia odsetka komorek uszkodzonych oraz obnizenia
catkowitej liczby komorek (Ryc. 11.). Wzrost st¢zenia Zn powyzej 0.1 mM,
powodowat spadek catkowitej liczby komorek do 50% wartosci kontrolnej przy
0.175 mM stezeniu tego kationu. Jednoczesnie frakcja komorek uszkodzonych,

zatrzymujacych biekit trypanu, wzrastata do okoto 30% (Ryc. 11.).
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Ryc. 11. Przewlekty, zalezny od st¢zenia wptyw Zn na wzrost komorek i ich zdolnos¢ do
wydalania blekitu trypanu. Wyniki sg warto$§ciami $rednimi+=SEM z 5-9
doswiadczen. Znamiennie rézne od: kontroli, **p<0.001, ***p<0.0001.

5.2.5. Skojarzony, przewlekly wplyw cynku, SNP, resweratrolu i komorek
mikroglejowych N9 na iywotnoscé komorek neuronalnych SN56

W warunkach kontrolnych, 48-godzinna hodowla komoérek SN56 z wstawkami
zawierajagcymi mikroglejowe komorki N9 nie powodowata ani zmiany ich liczby, ani
wielkosci frakcji komorek uszkodzonych. Przewlekta ekspozycja komoérek SN56 czy
to na 0.175 mM Zn czy tez na 0.4 mM SNP zwigkszala ich sSmiertelnos¢ do okoto
25% (Ryec. 12.). Laczne dodanie do hodowli komérek SN56 0.175 mM Zn i 0.4 mM
SNP powodowato synergistyczny wzrost odsetka komodrek uszkodzonych powyzej
80% (Ryc.12). 24-godzinna ekspozycja komorek na SuM RES dodany na 6 godzin
przed 0.4mM SNP, powodowata obnizenie frakcji komoérek pochianiajacych biekit
trypanu do okoto 12% (Ryc. 12.). Dodanie RES nie zapobiegato uszkodzeniu
komorek SN56 przez 0.175 mM Zn (Ryc. 12.). Natomiast, 48-godzinna hodowla
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komoérek SN56 z komodrkami N9 (na wstawkach) zabezpieczata czeSciowo te
pierwsze przed toksycznym dziataniem zaréwno 0.175 mM Zn, jak i 0.4 mM SNP,
obnizajac frakcje neuronow uszkodzonych odpowiednio do 14 1 10% (Ryc. 12.). Co
wiecej, RES dodany na 24 godziny do hodowli SN56 z wstawkami mikrogleju NO,
wzmacniat jego cytoprotekcyjne dzialanie, powodujac dalsze zmniejszenie odsetka
uszkodzonych komorek neuronalnych do 6-8% w warunkach 24 godzinnej
ekspozycji na 0.175 mM Zn i do 8% po 16-godzinnej ekspozycji na 0.4 mM SNP
(Ryc. 12.).
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Ryc. 12. Przewlekly wplyw Zn, SNP, RES i komorek mikroglejowych N9 na zdolno$¢
komorek neuronalnych SN56 do wydalania biekitu trypanu. Wyniki sg warto§ciami
srednimi =SEM z 5-10 doswiadczen. Znamiennie rozne od: kontroli ***p< 0.001;
0d 0.175 mM Zn lub 0.4 mM SNP “p<0.01, *p<0.001.

To ochronne dzialanie mikrogleju zanikalo w przypadku lacznego dodania do
hodowli komorek SN56, Zn 1 SNP (Ryc. 12.). Rowniez sam 5uM RES nie
wykazywatl ochronnego wpltywu na komorki neuronalne hodowane w takich
warunkach. Natomiast SuM RES w obecnosci mikrogleju N9, zmniejszat frakcje
komorek SN56, uszkodzonych taczng, przewlekta ekspozycjg na Zn i SNP, z 80 do

19% (Ryc. 12.). Wykazano réwniez, ze sama wstawka—bez mikrogleju N9 nie
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wywierala ani uszkadzajacego ani ochronnego wptywu na komorki SN56 hodowane

przez 24-godziny z 0.175 mM Zn (Ryc. 12).

5.2.6. Skojarzony, przewlekly wplyw Zn, SNP, resweratrolu i komorek
mikroglejowych N9 na catkowitq liczbe komdrek neuronalnych SN56.
24-godzinna ekspozycja komoérek SN56 zaréwno na 0.175 mM Zn jak 1 0.4
mM SNP powodowata spadek catkowitej liczby komoérek z 5.8 odpowiednio do 2.0 i
2.5 mIn/58 cm2 (Ryec. 13). Laczne dodanie do hodowli 0.175 mM Zn i 0.4 mM SNP,
wywotywato dalszy spadek catkowitej liczby komorek SN56 do 1.2 mIn/58 cm?2.
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Ryc. 13. Przewlekty wptyw Zn, SNP, RES i insertow z komorkami N9 na catkowitg liczbe
komoérek  SNS6 oraz calkowitg liczbe komorek nieuszkodzonych (pola
zakreskowane). Wyniki sa warto$ciami $rednimi +SEM z 5-10 doswiadczen.
Znamiennie rézne od: kontroli ***p<0.001; od 0.175mM Zn “p<0.5, “p<0.01.
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RES w 5uM stezeniu, dodany na 6 godzin przed tacznym badZz oddzielnym
dodaniem 0.4 mM SNP i/lub 0.175 mM Zn nie zapobiegat spadkowi calkowitej
liczby komorek (Ryc. 13). Réwniez, w warunkach 48-godzinnej hodowli komorek
SN56 z komoérkami mikroglejowymi N9 zaobserwowano jedynie ich nieznaczny
efekt cytoprotekcyjny, zarowno w obecnosci 0.175 mM Zn, czy tez 0.4 mM SNP. To
dzialanie ochronne mikrogleju nie wystepowato przy tacznym dodaniu Zn z SNP
(Ryc. 13). RES, zaréwno sam, jak i w obecnosci wstawek z komorkami NO,
czgsciowo zapobiegal spadkowi catkowitej liczby komoérek SN56. W  tych
warunkach zwigkszala si¢ ona z okoto 30% w obecno$ci samych inhibitorow, do

okoto 55% wartos$ci kontrolnej przy dodanym RES z mikroglejem N9 (Ryc. 13).

5.2.7. Skojarzony przewlekly wplyw Zn, SNP, resweratrolu i komdorek
mikroglejowych N9 na endogenng produkcje azotynow w komorkach
neuronalnych SN56.

NO jest zwigzkiem sygnatowym, modulujacym zar6wno neuroprzekaznictwo,
jak 1 aktywnos$¢ komorek glejowych mézgu. W zaleznosci od stezenia moze on
wywiera¢ dzialanie zaréwno cytoprotekcyjne, jak i cytotoksyczne. Komorki
neuronalne i mikroglejowe maja zdolno$¢ do syntezy NO przez zlokalizowane w
nich izoformy syntazy NO — nNOS (Wood 1 wsp. 1994) i iNOS (Murphy 1 wsp.
2000). Szybkos¢ syntezy endogennego NO przez komorki SN56 nie ulegata
zmianom po dodaniu Zn, RES czy tez wstawek z mikroglejem N9 (Ryc. 14).
Natomiast 0.4 mmol/L SNP dodawany do §rodowiska, generowat egzogenny NO w
ilosci okoto 150 nmoli/24 godziny/15 ml srodowiska (Ryc. 14, czarne kolumny).
Jednoczesnie ponad czterokrotnie zwickszat synteze endogennego NO przez
komorki SN56 (Ryc. 14). W tych warunkach dodanie Zn lub wstawek mikrogleju nie
zmieniatlo wysokiej szybko$ci syntezy NO. Natomiast RES obnizal synteze
endogennego NO do warto$ci kontrolnych. Z kolei, wstawki z mikroglejem

powodowaty podobne obnizenie w obecnosci SNP 1 Zn.
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Ryc. 14. Przewlekly wptyw Zn, SNP, RES i insertow z komérkami N9 na syntez¢ NO przez
komoérki  neuronalne SN56. Wyniki sa wartosciam S$rednimi +SEM z 5
doswiadczen. Znamiennie rézne od: kontroli ***p<0.001; od 0.175mM Zn #p<0.5,
"p<0.01. Czarne kolumny oznaczaja wytwarzanie egzogennego NO z dodanego
SNP.

5.2.8. Skojarzony, przewlekly wplyw Zn, SNP, resweratrolu i komorek
mikroglejowych N9 na poziom IL-6 i TNF-a w srodowisku hodowlanym.
Wiadomo, zZe wydzielane przez mikroglej cytokiny prozapalne moga, w
zalezno$ci od st¢zenia, wywiera¢é wplyw cytotoksyczny lub cytoprotekcyjny na
neurony (Carlson 1 wsp. 1999, Knezevic-Cuca 1 wsp. 2000, Bielarczyk 1 wsp. 2005).
W warunkach kontrolnych same komorki SN56 wydzielaly znaczne ilosci IL-6
(okoto 53 ng/15 ml). Z kolei w czystej hodowli N9 wykazano obecnos$¢ niskiego
poziomu 0.3 ng/15 ml IL-6 w $rodowisku. Dlatego dodanie mikrogleju N9 do
komorek SN56 nie powodowato istotnej zmiany poziomu IL-6 w srodowisku (Ryc.
15).
W czystej hodowli komorek SN56, Zn, SNP jak rowniez Zn i SNP powodowaty 60-
80% spadek poziomu tej cytokiny. Dodanie RES nie odwracato tej inhibicji (Ryc.
15) We wszystkich przypadkach dodanie wstawek z mikroglejem N9, zwigkszato
poziom IL-6 do warto$ci zblizonych do kontrolnych (Ryc. 15).
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Ryc. 15. Przewlekly wptyw Zn, SNP, RES i insertow z komorkami N9 na synteze IL-6
Wyniki sg warto$ciami §rednimi z 2 do§wiadczen.

Poziom TNF-a w $rodowisku zawierajacym same komorki neuronalne SN56 byt
sladowy lub nieoznaczalny i nie ulegat zmianie po dodaniu Zn, SNP lub Zn z SNP
(Ryc.16). Natomiast w czystej hodowli N9 akumulacja TNF-a wyniosta 1 ng/ml.
Dlatego dodanie wstawek z mikroglejem N9 zwigkszato 10-krotnie poziom TNF-o w
srodowisku kontrolnym oraz odpowiednio 6, 14 1 74 razy w S$rodowiskach
zawierajagcych SNP, Zn 1 Zn z SNP (Ryc.16). Dodanie RES nie zapobiegato,

wywotanemu Zn wzrostowi poziomu TNF-a w srodowisku hodowlanym.
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Ryc. 16. Przewlekty wptyw Zn, SNP, RES i wstawek z komoérkami N9 na synteze¢ TNF-o.
Wyniki sg warto$ciami §rednimi z 2 doswiadczen. Skroty: ppo, ponizej poziomu
oznaczalnosci.

5.2.9. Skojarzony przewlekly wplyw Zn, SNP, resweratrolu i komorek
mikroglejowych N9 na  aktywnos¢  kompleksu  dehydrogenazy
pirogronianowej w komorkach neuronalnych SN56

Aktywnos¢ PDHC w komoérkach SN56 w warunkach kontrolnych wynosita
7.6+1.0 nmol/min/mg biatka i nie zmieniala si¢ znamiennie po ich 24-godzinnej

ekspozycji na 5 uM RES (Ryc. 17). Natomiast, po tacznej hodowli komorek SN56 w

obecnosci wstawek z komoérkami mikrogleju N9, aktywno$s¢ PDHC, wynosita

9.1£1.1 nmoli/min/mg biatka. Z kolei, po 16-24-godzinnej hodowli komorek SN56 z

0.4 mM SNP lub 0.175 mM Zn aktywnosci PDHC wynosity odpowiednio 5.34+0.8 1

5.540.4 nmol/min/mg biatka (Ryc. 17). Laczne dodanie tych neurotoksyn

powodowato synergistyczne obnizenie aktywnosci PDHC do 1.4+0.4 nmoli/min/mg

biatka (Ryc. 17). Z kolei, 5 umol/L RES, dodany do hodowli SN56 na 6 godzin
przed 0.4 mM SNP lub réwnoczesnie z 0.175 mM Zn, nie przeciwdziatal spadkowi

aktywnosci PDHC, wywotanemu tymi czynnikami cytotoksycznymi (ryc. 17).

Natomiast wstawki z komoérkami N9, zardwno w obecnosci, jak i nieobecnosci RES,

zapobiegaty przewlektemu, inhibicyjnemu wptywowi Zn, SNP oraz tacznemu- Zn z
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SNP, na aktywno$¢ PDHC w komorkach SN56, utrzymujac ja na poziomie 7.5-9.0
nmoli/min/mg biatka (Ryc. 17). Zjawisko to wystgpowato zarowno w obecnosci, jak

1 w nieobecnosci 5 uM RES.
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Ryc. 17. Przewlekly wptyw Zn, SNP, RES i insertéw z komodrkami N9 na aktywnosé
kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej w cholinergicznych komorkach
neuronalnych SN56. Wyniki sg warto$ciami $rednimi +SEM z 5-10 doswiadczen.
Znamiennie rézne od: kontroli ¥*p<0.01, ***p<0.001; Zn+SNP "“*p<0.001.

5.2.10. Skojarzony przewlekly wplyw Zn, SNP, resweratrolu i komorek mikrogleju
N9 na poziom acetylo-CoA w cholinergicznych komorkach neuronalnych
SN56.

Calkowity poziom acetylo-CoA w komorkach SN56 hodowanych w warunkach
kontrolnych wynosit 22.5£3.0 pmoli/mg biatka. Hodowla komorek, zarowno w
obecno$ci SuM RES, jak 1 insertow z komdrkami N9 nie spowodowata istotnych
statystycznie zmian poziomu tego metabolitu. 24-godzinna ekspozycja komorek
SN56 na 0.175 mM Zn powodowata obnizenie poziomu catkowitego acetylo-CoA

do 13.6+1.8 pmoli/mg biatka. Natomiast 16-godzinna hodowla SN56 z 0.4 mM SNP
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nie powodowata istotnego obnizenia poziomu acetylo-CoA (Ryc. 18). Laczne
dodanie do hodowli tych dwoch czynnikow cytotoksycznych spowodowato
synergistyczny spadek poziomu acetylo-CoA do warto$ci 5.6+1.3 pmola/mg biatka
(Ryc. 18). RES w stezeniu SuM nie zapobiegal, ani supresyjnemu dzialaniu Zn, ani
Zn z SNP, na poziom wewnatrzneuronalnego acetylo-CoA. Rowniez hodowla
komoérek SN56 tacznie z komoérkami mikrogleju N9 nie zabezpieczata ich przed,

wywotywanym przez te cytotoksyny, spadkiem poziomu acetylo-CoA (Ryc. 18).
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Ryc. 18. Przewleklty wplyw Zn, SNP, RES i wstawek z mikroglejem N9 na catkowity
poziom acetylo-CoA w komodrkach SN56. Wyniki sg wartosciami $rednimi =SEM
z 5-10 doswiadczen. Znamiennie rézne od: kontroli *p<0.5, **p<0.01.

Stwierdzono istnienie stabej, lecz znamiennej statystycznie prostej korelacji
pomiedzy catkowitg zawartoscig acetylo-CoA a aktywnoscig PDHC (p=0.037)( Ryc.
19A). Rownoczesnie istnieje wysoce znamienna odwrdcona korelacja miedzy tymi
dwoma parametrami a $miertelnosciag komodrek SN56, eksponowanych na roézne
stezenia i polaczenia neurotoksyn i czynnikdw cytoprotekcyjnych (p=0.0001, Ryc.
19 C, D).
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Ryc. 19. Prosta znamienna korelacja migdzy poziomem acetylo-CoA i aktywnoscig PDHC
(A). Wysoce znamienna prosta korelacja migdzy aktywnoscia PDHC i poziomem
acetylo-CoA w hodowli SN56 bez komoérek N9 1 jej brak w obecnosci komorek
N9 (czerwone oznaczenia) (B).Wysoce znamienne odwrocone korelacje migdzy
frakcja komorek uszkodzonych a aktywnoscia PDHC (C).Wysoce znamienna
odwrotna korelacja migdzy $miertelnoscia i aktywnoscia PDHC w SN56 w
hodowli bez komorek N9 i jej brak w obecnos$ci komorek N9 (D). Wysoce
znamienna odwrocona korelacja miedzy frakcja komorek uszkodzonych i
poziomem acetylo-CoA (E). Wysoce znamienna odwrotna korelacja miedzy
$miertelno$cia i poziomem acetylo-CoA w SN56 w hodowli bez komoérek N9 i jej
brak w obecnosci komdrek N9 (F), w obecnosci czynnikow neurotoksycznych i
neuroprotencyjnych. Obliczone na podstawie danych z Ryc. 121 171 18).
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Rozbieznosci te moga wskazywac na istnienie innych, niezaleznych od zmian
aktywnosci PDHC, czynnikéw, odpowiedzialnych za regulacj¢ poziomu acetylo-
CoA 1 zywotno$ci neurondéw cholinergicznych. Czynnikiem modyfikujagcym proste
wspotzaleznosci PDHC-acetylo-CoA okazalo si¢ parakrynne dzialanie komorek
mikrogleju. Powodowato ono podwyzszenie aktywnosci PDHC, zaréwno w
warunkach kontrolnych, jak 1 w obecnos$ci neurotoksyn lub resweratrolu (Ryc. 17)
bez odpowiednich zmian poziomu acetylo-CoA (Ryc. 18). Co wigcej, efektywnos¢
oddziatywania N9 byla tym wigksza, im silniejsza byta inhibicja PDHC (Ryc. 17).
Dlatego punkty do$§wiadczalne na wykresach korelacji obliczonych z Rycin 17 1 18
stworzyly dwie populacje odpowiadajagce warunkom doswiadczalnym bez 1 z
obecnymi komorkami N9 (Ryc. 19).

W $rodowisku bez komorek mikroglejowych N9 wykazano wysoce znamienng
korelacj¢ migdzy aktywnosciami PDHC 1 poziomami acetylo-CoA w warunkach
cytotoksycznych 1 cytoprotekcyjnych (p=0.0094, Ryc. 19 B). Natomiast w obecnosci
mikrogleju, ktory, niezaleznie od warunkow, utrzymywatl wysoka aktywnosc PDHC,
istotnej korelacji nie wykazano (p=0.104, Ryc. 19 B). Podobne zaleznosci wykazano
dla korelacji miedzy $miertelnoscig komorek a aktywnoscia PDHC w obu rodzajach
srodowisk (Ryc. 19 C, D). Wskazuje to, na zasadnicze réznice w mechanizmach
neuroprotekcji zaleznych od RES i parakrynnego wptywu mikrogleju.

Zaréwno aktywno$ci PDHC, jak i poziomy acetylo-CoA w SN56 wykazywaty
istotne proste korelacje z poziomami IL-6 w réznych warunkach do$wiadczalnych
(p=0.0047, p=0.015) (Ryc. 20 A, B). Natomiast $miertelnos¢ komoérek SN56
wykazywala odwrotng korelacje z poziomami tej cytokiny w warunkach

cytotoksycznych i cytoprotekcyjnych (p=0.011, r=-680) (Ryc. 20 C).
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Ryc. 20. Wykresy prostych korelacji miedzy aktywnosciami PDHC (A) i poziomami
acetylo-CoA (B) oraz odwrotnej korelacji miedzy $miertelnoscig komorek SN56
(C) i poziomem IL-6 w $rodowisku hodowlanym w rdéznych warunkach
cytotoksycznych 1 cytoprotekcyjnych. Obliczono na podstawie danych z Ryc. 12,
15,16, 17, 18.

W odroznieniu od IL-6 zmiany aktywnosci PDHC i1 pozioméw acetylo-CoA nie

korelowaly ze zmianami ste¢zenia TNF-o w §rodowisku hodowlanym (Ryc.21 A, B).

Inna tez byta zalezno$¢ Smiertelnosci komodrek SN56 od poziomu TNF-a (Ryc. 21

C). W zakresie niskich stezen TNF-o, nie obserwowano istotnych zmian

$miertelnosci (czewona linia) (Ryc. 21 C). Natomiast przy uwzglednieniu wysokich

stezen TNF-a wykazano istnienie prostej korelacji stopnia uszkodzenia komorek, z

poziomem tej cytokiny (Ryc. 21 C).

70



101 A
s r=0.150
=] =
R ® SNP-+ins.N9 p=0.807
§ § 94 ® ins.N9
g%
g § Mns,
<
53
£ 5 ¥
=
S ® Kontrola °
_ Zn+RES+ins.N9

0 250 500 750 1000

25.01 B

r=0.108

® insert N9
inse p=0.83

22.54 ® Kkontrola

20.01

® Zn+ins.N9

17.54

Acetylo-CoA
(pmole/mg biatka)

[ d
Zn+RES+ins.N9

15.01 ® SNP-+ins.N9
® 7n
12.5-
('] 2;0 5(')0 7;0 10l00
TNF-a
(pg/15ml)
C

Zn+SNP.+ins.N9

Zn+ins.N9
® Zn+RES+ins.N9

TNF-a
(pg/15ml)
809 r=0.878
- p=0.0077
% r=0.468
= 604 P=0-780
=
sz
=
N
5 £S 01
S =
] :_.g Zn
s °
<
'z 201 snp+
vl .
s ins.NY,
=
J ® @ ).N
kontrola
0 1000

2000 3000 4000
TNF-a
(pg/15ml)

Ryc. 21. Wykresy nieznamiennych korelacji miedzy aktywnosciami PDHC (A) i poziomami
acetylo-CoA (B) oraz prostej korelacji migdzy $miertelnoscig komorek SN56 (C) i

poziomem TNF-a w

srodowisku hodowlanym w

roznych  warunkach

cytotoksycznych i cytoprotekcyjnych. Linia czerwona- nienamienna korelacja w
zakresie niskich stgzen TNF-a. Obliczono na podstawie danych z Ryc. 12,

17,18,19.

5.2.11. Przewlekly wplyw Zn, SNP, RES i komorek mikrogleju N9 na aktywnos¢

akonitazy w komorkach SN56

Nasze poprzednie badania wykazaty, ze akonitaza jest enzymem szczegdlnie

wrazliwym na inhibicyjne dziatanie metali 1 rodnikéw nitrozylowych, ktoremu

mozna zapobiec przez wczesniejsze podanie kwasu liponowego (Ronowska i wsp.

2007, Szutowicz i wsp. 2006). Dlatego w tej pracy zbadano, czy RES i1 zwigzki

wydzielane przez mikroglej] moga mie¢ podobne wlasciwosci neutralizacji roznych

sygnatow neurotoksycznych. Sam 5 uM RES czy tez mikroglej N9 nie wptywaly na

71



aktywno$¢ akonitazy (Ryc. 22). Natomiast, Zn w stezeniu 0.175 mM oraz 0.4 mM
SNP powodowaty odpowiednio 50 i 75% inhibicj¢ aktywnosci tego enzymu. Laczne
dodanie Zn 1 SNP zwigkszato te inhibicje do 95% (Ryc. 22). Wczesniejsze dodanie,
oddzielne lub taczne, RES Ilub mikrogleju, nie zapobiegato oddzielnemu lub

skojarzonemu, inhibicyjnemu dziataniu tych neurotoksyn (Ryc. 22).
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Ryc. 22. Przewlekly wplyw Zn, SNP, RES i komorek mikrogleju N9 na aktywnos¢
akonitazy w komorkach SN56. Wyniki sg warto$ciami $rednimi + SEM z 3-5
doswiadczen. Znamiennie rozne od: kontroli*p<0.5, ***p<0.001.

5.2.12. Przewlekly wplyw Zn, SNP, RES i komorek mikrogleju N9 na aktywnosé
dehydrogenazy izocytrynianowej-NADP w komorkach SN56

Nasze badania wykazaly, ze Zn jest silnym, bezposrednim inhibitorem ICDH-
NADP w homogenatach komorek SN56 (Ronowska 1 wsp. 2010). Uzasadniato to
podjecie badan, dotyczacych posredniego wplywu zwigzkow neurotoksycznych na
aktywno$¢ tego enzymu in situ w komodrkach rosngcych w ich obecno$ci. Zn w
stezeniu 0.175 mM oraz 0.4 mM SNP powodowaty po 16-24 godzinnej hodowli,
odpowiednio 57 1 50% inhibicje tego enzymu (Ryc. 23). Laczne dodanie obu
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cytotoksyn zwigkszalo te inhibicje do 87%. Natomiast, sam 5 pM RES, czy tez
mikroglej N9, nie wptywaty na aktywno§¢ ICDH-NADP (Ryc. 23). Oddzielne lub
faczne dodanie 5 uM RES 1 wstawek z komorkami mikrogleju N9, czesciowo

znosito inhibicje poszczegoélnych, jak i1 tacznie zastosowanych cytotoksyn (Ryc. 23).
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Ryc. 23. Przewlekly wplyw Zn, SNP, RES i komorek mikrogleju N9 na aktywnos$c
dehydrogenazy izocytrynianowej NADP w komorkach SN56. Wyniki sg

warto$ciami Srednimi = SEM z 3-5 doswiadczen. Znamiennie rozne od:
kontroli*p<0.5, ***p<0.001; 0.175mM Zn “p<0.5, “p<0.01; 0.4mM SNP “p<0.05.

Wykazano réwniez istnienie odwrotnej, znamiennej korelacji migdzy $miertelnoscia
a aktywnosciami akonitazy (r=0.82, p=0.0011) (Ryc. 24 A) 1 ICDH-NADP (1=0.86,
p<0.0001) (Ryc. 24 B) w komorkach SN56, eksponowanych na r6zne kombinacje
czynnikow neurotoksycznych i neuroprotekcyjnych. W odroznieniu od PDHC,
wykresy korelacji miedzy $miertelnoscia komorek i aktywnos$ciami akonitazy lub
ICDH-NADP, w srodowiskach bez i z obecnymi komoérkami mikrogleju N9, nie
wskazywaly na jego modyfikujace dziatanie na inhibicj¢ przez Zn lub/i SNP (Ryc.
24 B< D).
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Ryc. 24. Wykresy odwrotnych ,wysoce znamiennych korelacji miedzy $miertelnoscia a
aktywnos$ciami akonitazy (r=0.82, p=0.00011) (A) i ICDH-NADP (1=0.86,
p<0.0001) (C) w komodrkach SN56 po ich przewlektej ekspozycji na rdzne

zestawienia czynnikow neurotoksycznych i1 neuroprotekcyjnych

Odwrotne

korelacje miedzy $miertelnoscig i aktywno$ciami akonitazy (B) i dehydrogenazy
izocytrynianowej NADP (D) w SN56 w hodowli bez komérek N9 (kolor czarny) i

W

obecnosci

komorek N9  (kolor

czerwony) W obecnosci

czynnikow

neurotoksycznych i neuroprotencyjnych. Obliczono na podstawie danych z Ryc.
12,22, 23).

5.2.13. Przewlekly wplyw Zn, SNP i RES na catkowity poziom ATP w komorkach
SN56

Inhibicja aktywnosci

licznych enzyméw zwigzanych z metabolizmem

energetycznym komorek, przez Zn 1 SNP 1 jej zwigzek ze Smiertelnosciag

cholinergicznych komorek neuronalnych (Ryc. 19 A, B 1 C; Ryc. 24 A 1 B),

stanowily uzasadnienie dla oznaczenia poziomu ATP w komodrkach SN56, w tych

warunkach doswiadczalnych. Niedobory energii

sg bowiem bezposrednim,

wykonawczym sygnatem, powodujacym uszkodzenie i §mier¢ neurondéw oraz innych

komoérek mézgu. Poziom ATP oznaczano tylko w komodrkach SN56, hodowanych
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bez wstawek, zawierajacych komorki N9. Bylo to spowodowane ograniczeniami
metody oznaczania ATP metoda luminescencyjng. Metoda ta wymaga
natychmiastowego odbialczania komorek, jeszcze przed ich zebraniem z plytek
hodowlanych (patrz 4.8.2.).

W warunkach kontrolnych, st¢zenie ATP wynositlo 29.7+1.6 nmola/mg biatka
catkowitego. SNP w stezeniu 0.4 mM powodowat spadek poziomu ATP do 9.1+1.1,
a 0.175 mM Zn do 20.2+1.4 nmoli/mg biatka (Ryc. 25). Laczne dodanie Zn i SNP
powodowato synergistyczne obnizenie poziomu ATP do 2.1+£0.2 nmoli/mg biatka
(Ryc. 25). RES w stezeniu 5 puM nie zapobiegal obnizeniu poziomu ATP w
obecnosci Zn oraz przy jednoczesnej ekspozycji komorek na Zn i SNP. Natomiast,
niemal catkowicie, zapobiegat supresyjnemu dziataniu SNP, utrzymujac zawarto$¢

ATP w komodrkach SN56 na poziomie 22.8+4.4 nmoli/mg biatka (Ryc. 25).
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Ryc. 25. Przewlekty wptyw Zn, SNP i RES na poziom calkowitego ATP w komorkach
SN56. Wyniki sg warto$ciami $rednimi + SEM z 4-8 do$wiadczen. Znamiennie
rézne od: kontroli *¥p<0.01, ***p<0.001; 0.4 mM SNP “*p<0.001.
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5.2.14. Przewlekly wplyw Zn, SNP, RES i komorek mikrogleju N9 na aktywnos¢
liazy ATP-cytrynianowej

ACL jest kluczowym enzymem gtownej drogi posredniego transportu reszt

acetylo-CoA do cytoplazmy komorek nerwowych, za posrednictwem cytrynianu

(Szutowicz, Lysiak 1977, Szutowicz i wsp. 1982). W warunkach kontrolnych w

srodowisku DMEM, aktywno$¢ ACL wynosita 18.5+1.4 nmola/min/mg bialka.

Hodowla komoérek SN56 w obecnosci RES i komoérek mikrogleju N9 nie miata

wptywu na aktywno$¢ tego enzymu (Ryc. 26).
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Ryc. 26. Przewlekty wptyw Zn, SNP, RES i komorek mikroglejowych N9 na aktywnosc¢
liazy ATP-cytrynianowej. Wyniki sg warto$ciami $rednimi +SEM z 5-10
doswiadczen. Znamiennie rézne od: kontroli*p<0.5, ***p<0.001; Zn+SNP
15<0.001.

Przewlekta ekspozycja komoérek SN56 na 0.175 mM Zn lub 0.4 mM SNP,
powodowata niewielki spadek aktywnosci ACL odpowiednio do 13.5+2.0 i 14.7+0.9
nmoli/min/mg biatka (Ryc. 26). Natomiast tgczne dodanie do hodowli 0.175 mM Zn
1 0.4 mM SNP wywotalo synergistyczny efekt inhibicyjny, powodujgc spadek
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aktywnos$ci ACL do 6.2+0.2 nmola/min/mg biatka. Sam RES nie zapobiegat inhibicji
ACL wywolywanej przez oddzielne lub taczne dodanie tych cytotoksyn (Ryc. 26).
Natomiast, komorki mikroglejowe N9 zabezpieczaty catkowicie przed inhibicjg
aktywnosci ACL w komorkach neuronalnych SN56, eksponowanych na Zn 1 SNP
facznie, niezaleznie od obecno$ci czy nieobecnosci RES (Ryc. 26). W tych
warunkach RES wzmacniat ochronne dziatanie mikrogleju, podwyzszajac aktywnos¢
ACL do 21.8+1.7 nmola/min/mg biatka. Mikroglej nie wywieral wyraznego
dziatania ochraniajagcego ACL przed nieznaczng inhibicja, obserwowang przy

oddzielnej ekspozycji komorek na Zn lub SNP (Ryc. 26).

5.2.15. Przewlekly wplyw Zn, SNP, RES i komorek mikrogleju N9 na aktywnosé¢
acetylotransferazy cholinowej w zroznicowanych komdorkach neuronalnych
SN56
W doswiadczeniach uzywano komorek SN56, roznicowanych cAMP/RA, ktore
wykazywaty kilkakrotnie wyzsza ekspresj¢ fenotypu cholinergicznego, dojrzatos¢
morfologiczng (Ryc. 5) oraz wieksza wrazliwo$¢ na zwiazki cytotoksyczne, niz
komorki niezréznicowane, o niskiej ekspresji fenotypu cholinergicznego (Bizon-
Zygmanska 1 wsp., 2011; Ronowska i wsp., 2010;Szutowicz, 2001; Szutowicz i wsp,.
2006). W warunkach kontrolnych, w zréznicowanych komorkach SN56 aktywnos$¢
ChAT wynosita 0.25 nmoli/min/mg biatka (Ryc. 28). Byta ona 2.5-krotnie wyzsza od
aktywnosci tego enzymu w komoérkach niezréznicowanych.
RES nie zmienial, natomiast komoérki mikroglejowe N9 na wstawkach, zwigkszaty
aktywno$¢ ChAT w zréznicowanych komodrkach SN56 o 37% (Ryc. 28). Hodowla
zréznicowanych komoérek SN56 z Zn obnizata o 53%, a ekspozycja na SNP nie
powodowata istotnego spadku aktywnosci ChAT (Ryc. 27). Obie cytotoksyny
dodane lacznie, wykazywaty dzialanie synergistyczne, zwigkszajac do 84% inhibicje
aktywnosci tego enzymu. RES nie zapobiegat inhibicji ChAT przez Zn. Natomiast
komorki mikrogleju N9 znosity t¢ inhibicj¢ czgsciowo, utrzymujac aktywnos¢ ChAT
na poziomie 77% warto$ci kontrolnych (Ryc. 27). RES nie znosit rowniez tacznego
inhibicyjnego dziatania Zn i SNP. Komoérki mikrogleju N9 czgéciowo tagodzity te
inhibicje, zmniejszajac ja do 45% (Ryc. 27).
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Ryc. 27. Przewlekty wptyw Zn, SNP, RES i1 komorek mikroglejuN9 na aktywnos¢ ChAT w

zréznicowanych komorkach SN56. Dane sa warto$ciami $rednimi +SEM z 5-10
doswiadczen. Znamiennie rézne od: kontroli **p<0.01, ***p<(0.0001.

Podobny wzér odpowiedzi na wymienione wyzej czynniki neurotoksyczne i

neuroprotekcyjne wykazano dla poziomu specyficznego biatka ChAT (Ryc. 28).
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Ryc. 28. Przewlekty wptyw Zn, SNP, RES i komorek mikroglejuN9 na poziom biatka ChAT
w zroznicowanych komoérkach SN56. Dane s3 wartosciami $rednimi z 1
doswiadczenia wykonanego podwojnie.
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Ryc. 29. Wykres korelacji pomiedzy poziomem biatka ChAT a aktywnoscia ChAT w
komoérkach SN56 w obecnosci Zn, SNP, resweratrolu i komérek mikrogleju NO.
(Obliczono na podstawie danych z Ryc. 27 1 28).
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Poziomy biatka ChAT wykazywaly umiarkowana dodatniag korelacje

z

aktywnos$ciami ChAT, mierzonymi po przewleklej ekspozycji komorek SN56 na

rozne zestawy czynnikow neurotoksycznych 1 neuroprotekcyjnych (1=0.66,

p=0.0146) (Ryc. 29).

Wielko$¢ frakcji uszkodzonych komorek SN56 wykazywala wysoce znamienng

odwrotng korelacje z aktywnoscig ChAT (1=0.85, p< 0.0001) (Ryc. 30), po ich

przewleklej ekspozycji

cytoprotekcyjnych.
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Ryc. 30. Wykres korelacji miedzy wielkoscig frakcji uszkodzonych komoérek SN56 a
aktywnos$cig ChAT. Obliczono na podstawie danych z Ryc. 12 1 28.

Zaréwno aktywnosci

ChAT, jak 1 ACL mierzone w rdéznych warunkach

cytotoksycznych 1 cytoprotekcyjnych wykazywaly wysoce znamienne proste

korelacje z zawartoscia acetylo-CoA w komorkach SN56 (Ryc. 31 A, B).
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Ryc. 31. Korelacje pomiedzy (A): aktywnosciag ChAT i catkowitym poziomem acetylo-CoA
(B): aktywnos$cig ACL i catkowitym poziomem acetylo-CoA w komodrkach SN56
w obecnosci Zn, SNP, resweratrolu i komérek mikroglejowych N9. Obliczono na
podstawie danych z Ryc. 18, 26, 27).

Zarowno aktywno$¢ ACL, jak i ChAT wykazywaly wysoce znamienne proste

korelacje ze zmianami st¢zenia IL-6 w sSrodowisku hodowlanym, zawierajacym

roézne potaczenia czynnikow neurotoksycznych i neuroprotekcyjnych (Ryc. 32).
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32. Korelacje pomigdzy aktywnos$cig ChAT i poziomem IL-6 w $rodowisku (A);
aktywnos$cig ACL i poziomem IL-6 w $rodowisku SN56 w obecnosci Zn, SNP,
resweratrolu i komorek mikroglejowych N9. Obliczneia z danych Ryc.15, 26, 27.)
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5.2.16. Neurotoksycznosc mikrogleju.
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Ryc. 33. Przewlekly wptyw Zn, wstawek z komorkami N9 oraz LPS na produkcje IL-6 i
TNF-a na zawarto$¢ biatka komorkowego 1 aktywno$s¢ ChAT w komorkach SN56.
Wyniki sg warto$ciami $rednimi + SEM z 2-5 do§wiadczen. Znamiennie rozne od:
kontroli **p<0.01, ***p<0.001; 0.175mM Zn "*p<0.001. Wartosci bezwzgledne
dla kontroli wynosity: biatko catkowite 76.2 mg/15 ml, ChAT 0,248 nmol/min/mg
biatka, IL-6 53.76 ng/15ml, TNF-a. 0.59 ng/15ml.

Zarowno inserty N9, jak i LPS z N9, nie zmieniaty, ani liczby komorek mierzonych
zawarto$cig ich biatka, ani ekspresji fenotypu cholinergicznego, mierzonej
aktywnoscia ChAT. Natomiast w obecnosci insertow, zawarto§¢ TNF-o w
srodowisku, wzrastala 9-cio krotnie, przy niezmienionym poziomie IL-6 (Ryc. 33).
Dodanie LPS w obecnosci N9 powodowato dalszy wzrost TNF-a do wartosci 27
razy wyzszych, a IL-6 6 razy wyzszych od poziomdéw kontrolnych (Ryc. 33). Zn
dodany do hodowli SN56 obnizat zarowno poziom biatka komoérek SN56, jak i
aktywnos$¢ specyficzng ChAT odpowiednio o 45 1 53%. W tych warunkach inserty
N9 odwracaty czeSciowo te supresyjne dzialania przy 14-krotnie podwyzszonym
poziomie TNF-a i niezmienionym poziomie IL-6. Dodanie LPS w obecnosci Zn i
insertow z komorkami N9, znosito cytoprotekcyjny wplyw tych ostatnich, obnizajac
zawartos¢ biatka SN56 1 aktywno$¢ ChAT, do poziomdéw stwierdzanych w
srodowisku zawierajagcym Zn, bez insertow NO. Jednocze$nie w tych warunkach
stwierdzano obnizenie poziomu IL-6 o 56%, przy ponad 400-krotnym, w

poréwnaniu z kontrola, wzro$cie stezenia TNF-a w Srodowisku.
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5.3. Neurotoksycznos¢ ostra

Zmiany histopatologiczne, obserwowane w mozgach pacjentow z AD stanowig
raczej zejscie, niz przyczyne neurodegeneracyjnych uszkodzen neuronow, gtownie
cholinergicznych (Selkoe 1994). Dlatego w przedstawianej rozprawie doktorskiej
zweryfikowalismy hipoteze o ekscytotoksycznym mechanizmie wczesnych zmian
neurodegeneracyjnych.
W badaniach neurotoksycznosci/neuroprotekcji ostrej, komorki po zebraniu z ptytki
hodowlanej przenoszono do $rodowiska depolaryzujacego, zawierajacego 20 mM
bufor HEPES, pH 7.4, 1.5 mM bufor fosforanowo-sodowy, pH 7.4, 90 mM NaCl,
30 mM KCI, 2.5 mM pirogronian, 2.5 mM jablczan, 0.01 mM chlorek choliny.
Srodowisko nie zawierato ptodowej surowicy wotowej. Zgodnie z wczesniejszymi
wynikami, do badan neurotoksycznosci ostrej uzywano nizszego niz w badaniach
toksycznos$ci przewleklej 0.1 mM stezenia Zn (Ronowska 1 wsp. 2010). Wynikato to
z nieobecno$ci w tym $rodowisku biatek osocza, kompleksujacych i przez to
neutralizujacych jony Zn®. Takie stezenie Zn w czasie 30 min ekspozycji w
temperaturze 37°C, w $rodowisku nie zawierajacym surowicy powodowato

uszkodzenie okoto 40% komorek neuronalnych SN56 (Ronowska i wsp. 2010).

5.3.1. Ostry wplyw Zn i RES na ywotnosé komorek SN56

Inkubacja komoérek SN56 w warunkach kontrolnych, przez 30 min w
srodowisku depolaryzujacym, nie powodowala wzrostu frakcji komorek
uszkodzonych. Natomiast dodanie do niego 0.1 mM Zn zwigkszato ja do 44% (Ryc.
34). Zarowno 5, jak 1 10 umol/L stezenia RES nie zapobiegaty, wywotanemu przez
Zn, ostremu wzrostowi S$miertelnosci komorek SN56. Natomiast 50 uM RES
znaczaco zmniejszat wielko$¢ frakcji komorek nie wydalajacych blekitu trypanu w

obecnosci Zn, obnizajac ja do 8% (Ryc. 34).
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Ryc. 34. Ostry wplyw Zn i RES na zdolno$¢ komoérek SN56 do wydalania biekitu trypanu.
Wyniki sg warto$ciami $rednimi £ SEM z 3 doswiadczen. Znamiennie rézne od:
kontroli ***p<0.001; od 0.1mM Zn *p<0.5, **p<0.001.

5.3.2. Ostry wplyw Zn i RES na aktywnos¢ kompleksu dehydrogenazy
pirogronianowej w komorkach SN56

Po 30 minutowej inkubacji komoérek SN56 w warunkach kontrolnych,
aktywnos$¢ PDHC wynosita 6.44+0.7 nmola/min/mg biatka catkowitego. Dodanie 0.1
mM Zn do srodowiska inkubacyjnego, spowodowato spadek aktywnosci PDHC do
3.8+0.3 nmola/min/mg biatka catkowitego (Ryc. 35). RES w stezeniu 5 i 20 uM
dodany do $rodowiska inkubacyjnego, zawierajacego 0.1 mM Zn nie zabezpieczat
komorek przed spadkiem aktywnosci PDHC. Natomiast 50 uM RES utrzymywat
aktywnos$¢ PDHC na poziomie 6.0+0.5 nmola/min/mg biatka (Ryc. 35).

84



L
]

H#

_I
_I

_I
_I

**

(nmole/min/mg biatka)
NOW AR A

Dehydrogenaza pirogronianowa

[a—
2

<

e\‘)

K @ @9 @9 @f*y @19 o ‘15)

Q‘ % >< '» %“
‘\)Q (‘)Qx (\)Q

$

Ryc. 35. Ostry wptyw Zn i RES na aktywno$¢ dehydrogenazy pirogronianowej w
komorkach SN56. Wyniki sg warto$ciami $rednimi +SEM z 3 doswiadczen.
Znamiennie rézne od : kontroli **p<0.01; 0.1mM Zn *p<0.01.

5.3.3. Ostry wplyw Zn i RES na catkowity poziom acetylo-CoA w komdrkach
SN56

Zn dodany do $rodowiska depolaryzacyjnego w stezeniu 0.1 mM powodowat
po 30 min znaczny spadek poziomu acetylo-CoA catkowitego z 25.44+1.7 do 8.2+2.8
pmoli/mg biatka (Ryc. 36). Zaréwno 5, jak 1 10 uM RES dodany do $rodowiska
inkubacyjnego tacznie z 0.1 mM Zn, nie odwracal supresyjnego dzialania tego
kationu. Natomiast, bardzo wysokie, 50 uM, stezenie RES, ktore w warunkach
przewlektej ekspozycji powodowalo wzrost $miertelnosci komorek 1 obnizenie
poziomu acetylo-CoA (Ryc. 18), dziatato ochronnie na komodrki SN56, zapewniajac
utrzymanie acetylo-CoA catkowitego na poziomie 18.0+1.3 pmoli/mg biatka (Ryc.
36).
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Ryc. 36. Ostry wptyw Zn i RES na poziom acetylo-CoA caltkowitego w komodrkach SN56.
Wyniki sg warto$ciami $rednimi+SEM z 3 do$wiadczen. Znamiennie rézne od:
kontroli ***p<0.001; 0.1mM Zn **p<0.001.

Zmiany poziom acetylo-CoA w komorkach SN56 w opisywanych wyzej warunkach
ostrej ekspozycji na Zn, wykazywat znamienng statystycznie prosta korelacje z ze
zmianami aktywnosci PDHC (Ryc. 37 A). Rowniez $miertelnos¢ komorek
zmieniata si¢ bardzo szybko przy ostrych zmianach aktywnosci PDHC i poziomu
wewnatrzneuronalnego acetylo-CoA. Wskazujg na to wysoce znamienne odwrotne

korelacje migdzy tymi parametrami (Ryc. 37B, C).
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Ryc. 37. Korelacje pomigdzy (A): catkowitym poziomem acetylo-CoA a aktywnoS$cia
PDHC(B): $miertelnoscia komoérek SN56 a aktywnoscia PDHC (B) i poziomem
acetylo-CoA (C) przy ich ostrej ekspozycji na Zn i resweratrol. Wykresy
obliczone z danych zawartych w Ryc.27, 28 1 29).

5.3.4. Ostry wplyw Zn i RES na aktywnosé liazy ATP-cytrynianowej

W warunkach kontrolnych aktywno$¢ ACL wynosita 15.0+1.2 nmola/min/mg
biatka. Aktywnos$¢ tego enzymu oznaczona po 30 minutowej inkubacji w srodowisku
depolaryzujacym, zawierajacym 0.ImM Zn obnizata si¢ do 8.6+0.7 nmoli/min/mg
biatka (Ryc. 38). RES dodany do $rodowiska inkubacyjnego w st¢zeniach 5120 uM
nie zabezpieczal komorek przed spadkiem aktywnosci ACL, wywotanym 0.1 mM
Zn. Natomiast RES 50 uM znosit inhibicyjne dziatanie Zn, utrzymujac aktywno$¢
enzymu na poziomie wykazywanym po inkubacji w warunkach kontrolnych tj. do

14.6£2.1 nmola/min/mg biatka (Ryc. 38).
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Ryc. 38. Ostry wptyw Zn i RES na aktywnos$¢ liazy ATP-cytrynianowej w komorkach
SN56. Wyniki sa warto§ciami +SEM z 3 doswiadczen. Znamiennie rézne od:
kontroli **p<0.01; 0.1 mM Zn *p<0.05.

Dane te wskazuja, ze zmiany metabolizmu acetylo-CoA moga pojawia¢ si¢ juz na

wczesnych etapach dziatania sygnatow neurodegeneracyjnych.
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6. DYSKUSJA

6.1. Komorki neuronalne SN56 jako komorkowy model encefalopatii

cholinergiczych

Badania przedstawione w przedktadanej rozprawie doktorskiej dotycza,
zaleznych od acetylo-CoA, mechanizméw cytoprotekcyjnego dziatania RES i
ochronnej, parakrynnej aktywnosci komorek mikroglejowych. Do weryfikacji tej
hipotezy uzyto homogennej linii klonalnej, zréznicowanych, neuronalnych,
hybrydowych komorek cholinergicznych SN56 z przegrody mozgu myszy
(Hammond 1 wsp. 1990). Stanowig one kontynuacj¢ ponad dziesi¢cioletnich badan
nad mechanizmami preferencyjnego uszkodzenia neurondéw cholinergicznych
przegrody mozgu, w przebiegu rdéznych otepiennych chordb neurodegeneracyjnych —
encefalopatii cholinergicznych. Wykazaty one, ze szczegdlna wrazliwos¢ neuronow
cholinergicznych na neurotoksyny, jest spowodowana wysoka ekspresja ich fenotypu
cholinergicznego. Wysoka aktywno§¢ ChAT 1 zwigzana z tym wysoka szybko$¢
syntezy 1 kwantowego wydzielania ACh w tych neuronach, powoduje bowiem
zmniejszenie puli mitochondrialnego acetylo-CoA, niezbg¢dnego do produkcji energii
(Tucek 1970, Szutowicz i wsp. 1996). Natomiast niezréznicowane komorki SN56,
przy niskiej ekspresji fenotypu cholinergicznego, posiadaly wyzsza zawarto$¢
acetylo-CoA w mitochondriach, a co za tym idzie wigkszag odporno$¢ na
neurodegeneracj¢. Jednoczesnie jednak, wykazywaly one wzglgdnie niski poziom
funkcji neuroprzekazniczych (Bielarczyk i wsp. 2003, 2005 Bizon-Zygmanska i wsp.
2011, Jankowska 1 wsp. 2000, Ronowska 1 wsp. 2010, Szutowicz 2001, Szutowicz i
wsp. 2005, 2006). Dlatego W tej pracy, do badan
cytotoksycznosci/cytoprotekcyjnosci Zn i SNP uzywano wylacznie komorek SN56,
zréznicowanych poprzez 48 godzinng hodowle z dbcAMP 1 RA (Szutowicz 1 wsp.
1999). Komorki te wykazywaty dojrzata neuronalng morfologie oraz odpowiednio
wysokg aktywnos¢ ChAT (Ryc. 5, 27), jak rowniez wysoka ekspresje receptora p75,
o niskim powinowactwie do NGF, charakterystyczng dla kompetentnych
neuroprzekazniczo neurondw cholinergicznych przegrody mézgu (Szutowicz 1 wsp.
1999, 2006). Poza tym rdznicowanie, jak rowniez stan subkonfluencji, osiggany po
48 godzinach hodowli, w sposob istotny zwalniat tempo ich podziatéw (Ryc. 5).
Dzigki temu, w stosowanym w pracy modelu do$wiadczalnym, eliminowano jeden

ze zmiennych parametréw, jakim jest wzrost (podziaty), mogacy niezaleznie
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wplywa¢ na podatno$¢ na neurodegeneracj¢. Komorki SN56 stanowia czysta
populacje neuronalnych komorek cholinergicznych (Hammond i wsp. Szutowicz i
wsp. 2000, 2006). W zwiazku z tym wszelkie zmiany aktywnosci enzymow czy tez
acetylo-CoA 1 ATP mogag by¢ odnoszone do ,.czystego przedziatu neurondow
cholinergicznych” przegrody mézgu. Natomiast w preparatach calego mozgu lub w
izolowanych zakonczeniach synaptycznych kory moézgowej, udziat , komponenty
cholinergicznej” waha si¢ w zaleznos$ci od regionu moézgu od 1 do 10% (Richardson
1981). Z tego powodu liczne prace roznych badaczy, w tym i nasze, prowadzone na
preparatach mozgowych, musiaty przyja¢ zalozenie, ze zachodzace w warunkach
neurodegeneracji zmiany metabolizmu acetylo-CoA, tak energetycznego, jak i
zwigzanych z nim enzymow w neuronach cholinergicznych i innych komoérkach
neuronalnych i glejowych, powinny by¢ takie same (Bielarczyk i wsp. 1998, Bubber
1 wsp. 2004, 2005, Jankowska 1 wsp, 2010, Szutowicz 1 wsp. 1982). Jednakze, nasze
poprzednie badania, jak 1 wykonane przeze mnie w przedstawianej pracy, wykazaty,
ze metabolizm acetylo-CoA w cholinergicznym i niecholinergicznym przedziale
komorek moézgu, moze by¢ znacznie zrdéznicowany (Bielarczyk i1 wsp. 2003,
Szutowicz i wsp. 1982, 2004). Z drugiej jednak strony, wzoér zmian aktywnosci
enzymOw metabolizmu energetycznego w neuronach SN56 okazal si¢ by¢
zaskakujagco podobny do zmian obserwowanych w zmienionych chorobowo
regionach mozgu chorych na AD (Ryc. 39). Dlatego, pomimo oczywistej wady jaka
s3 klonalno$¢ i1 zdolno$¢ do podziatow, komorki neuronalne SN56, stanowig dosé
wierny model kompartmentu cholinergicznego moézgu, w szczegoélnosci po
zwiekszeniu ekspresji fenotypu cholinergicznego, poprzez roznicowanie cAMP, RA

lub NGF (Szutowicz i wsp. 1999, Blusztajn i wsp. 1992).

90



I SN56+Zn 0.175 mmol/L
I SN56+SNP 0.4 mmol/L
@ AD human brain Brodmann area 46

AKkonitaza

Wzgledna aktywno$¢ enzymatyczna
(%)
Y
=

-100-

Z
o

. 39. Zmiany aktywnos$ci enzyméw metabolizmu energetycznego i acetylo-CoA w
zrdznicowanych komodrkach SN56, wywotywane przez Zn i NO oraz w mozgach
0sOb zmartych, z chorobg Alzheimera wg. Ronowska i1 wsp., 2007; Bielarczyk i
wsp., 2003; 2006; Bubber i wsp., 2005 oraz wynikow wiasnych ( Ryc.17, 22, 23).

Dane przedstawione w tej pracy wykazaty, ze stosowane w niej hodowle komoérek
SN56 (z banku komorek Zaktadu Medycyny Laboratoryjnej GUMed), w zakresie
pasazy podanych na Ryc. 6., zachowywaly stabilne cechy fenotypowe,
charakterystyczne dla dojrzalych, cholinergicznych komorek przegrody mozgu
(Szutowicz 1 wsp. 2006). Zarowno ich morfologia, jak i parametry metabolizmu
energetycznego i1 cholinergicznego byly zblizone do podawanych w poprzednich
pracach z naszego i innych laboratoriow (Prasad i Kumar 1974, Berse i wsp. 1997,
Bielarczyk 1 wsp. 2003, 2005, Szutowicz 2000, 2006, Szutowicz i wsp. 1999,
Bielarczyk 1 wsp. 2003, Blusztajn i wsp. 1992, Schliebs 2006). Wiadomo, ze
aktywno$¢ PDHC odzwierciedla zdolno$¢ neuronow do syntezy acetylo-CoA
(Szutowicz 1 wsp. 1982), natomiast aktywnos¢ ChAT zdolno$¢ do zuzycia acetylo-
CoA do syntezy acetylocholiny (Szutowicz 1 wsp. 1982, Szutowicz i wsp. 1981).
Nasze doswiadczenia wykazaty, Zze badane komodrki cholinergiczne SN56,
zachowywaly zdolno$¢ do utrzymania stabilnej ekspresji fenotypu cholinergicznego,
zard6wno w warunkach podstawowych, jak i1 przy réznicowaniu cAMP i RA (Ryc. 6)
(Prasad i Kumar 1974; Jankowska i wsp. 2000; Madziar i wsp. 2003). Podobnie
stabilna byta aktywno$s¢ PDHC (Ryc. 6). Dane te sa wskaznikiem wiarygodnosci

dalszych doswiadczen, w ktorych stosunek szybkosci zuzycia acetylo-CoA do
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syntezy ACh i jego zuzycia w cyklu kwaséw trojkarboksylowych, stanowi istotny
element hipotezy dotyczacej wrazliwosci neuronéw cholinergicznych na czynniki
neurodegeneracyjne (Szutowicz 1 wsp. 1996, Szutowicz 2001). W prawidlowych,
pierwotnych neuronach cholinergicznych mozgu, zard6wno aktywnos¢ PDHC jak 1
ChAT sa wyzsze niz, w badanych tutaj, komoérkach SN56, jednakze stosunek
aktywno$ci tych dwoch enzyméw do siebie w modelowej linii komorkowej,
pozostaje podobny, jak w preparatach mozgu (Bielarczyk 1 wsp. 1998, Jankowska-
Kulawy i wsp. 2010, Madziar i wsp. 2003). W zwigzku z powyzszym jest wysoce
prawdopodobne, ze ewentualne zmiany metabolizmu acetylo-CoA lub ACh pod
wptywem rdéznych czynnikow cytotoksycznych, w komorkach tej linii, mogg by¢
podobne do tych, ktéore powstalyby w dojrzatych, prawidtlowych neuronach

cholinergicznych moézgu, w podobnych warunkach.

6.2. Ekscytotoksyczno$¢ cholinergiczna
6.2.1. Zni NO jako wczesne sygnaly neurotoksyczne

Rozne sygnaty neuropatogenne powoduja nadmierng depolaryzacje
dominujagcych w mozgu (50% populacji) zakonczen glutaminianergicznych, co
prowadzi do wzrostu wydzielania i zahamowania transportu zwrotnego glutaminianu
(L-glu) ze szczeliny synaptycznej. Wskutek tego dochodzi do wzrostu stezenia L-glu
1 zwigzanego z nim Zn w szczelinie synaptycznej. W takich warunkach nadmierna
aktywacja  receptorow NMDA w neuronach  postsynaptycznych oraz
okotosynaptycznych glejocytach, powoduje ich depolaryzaje oraz aktywacj¢ syntezy
NO. Prowadzi to do akumulacji rodnikow nadtlenko-azotynowych, wywierajacych
wielokierunkowe dziatania cytotoksyczne (Ryc. 14).
W dalszej kolejnosci Zn, wydzielany do szczeliny synaptycznej wraz z
glutaminianem, jest tatwo wychwytywany przez zdepolaryzownane neurony,
wywierajac bezposredni wpltyw inhibicyjny na kluczowe enzymy metabolizmu
energetycznego (Ronowska 1 wsp. 2007, 2010). Doswiadczenia z mikrodializg in
vivo wykazaly, ze w PPK ekscytotoksycznie pobudzonego moézgu, stezenia Zn
mieszcza si¢ w granicach 0.1 — 0.5 mmola/L (Frederickson 1989, Cuajungto i Faget
2003). Uzyte w tej pracy 0.175 mmol/L stezenie Zn, odpowiada wigc warunkom
panujagcym w patologicznie zmienionym moézgu. Jest ono rOwniez porownywalne ze
stezeniami uzywanymi przez nas w poprzednich pracach badawczych (Ronowska i

wsp. 2007, 2010) oraz przez innych autorow (Religa 1 wsp. 2006, Zatta i wsp. 2003).
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Wyniki przedstawianej pracy wykazuja, Ze przyczyna neurotoksycznego dzialania
Zn jest jego inhibicyjne oddzialywanie na aktywno$ci szeregu enzymow,
odpowiedzialnych za produkcje energii, takich jak PDHC, akonitaza, NADP-ICDH,
doprowadzajace do spadku poziomu acetylo-CoA 1 ATP w zroznicowanych
neuronach cholinergicznych (Ryc. 18, 25). Wyniki te potwierdzaja nasze
wczesniejsze badania wykazujace, ze Zn dziata poprzez usuwanie liponianu z PDHC
oraz interakcje z grupami SH centréw aktywnych akonitazy i ICDH (Ryc. 22,23)
(Ronowska 1 wsp. 2007, 2010). Natomiast wydaje si¢, ze Zn nie dziatal poprzez
aktywacje endogennej syntezy NO w neuronach cholinergicznych, poniewaz nie
zmieniat on poziomu akumulacji azotynow w zadnych warunkach doswiadczalnych
(Ryc. 14) (Frederickson i wsp. 2000, Danbolt i wsp. 2001).

Zarowno nasze prace, jak i doniesienia innych autorow wykazywaty wpltyw
nadmiaru NO/NOO™ na rézne elementy metabolizmu energetycznego (Szutowicz i
wsp. 2006, Bolanos i wsp. 1997, Brown i wsp. 2010). Generatorem NO, ktéry zostat
zastosowany w przedstawianej pracy jest SNP (Ryc. 8). Nasze wcze$niejsze prace
wykazaly, ze ten typ donora NO, wywiera silnie cytotoksyczny efekt na
cholinergiczne neurony SNS56, poprzez zahamowanie aktywnosci PDHC oraz
inaktywacje/inhibicje akonitazy i dehydrogenazy a-ketoglutaranowej (Bielarczyk i
wsp. 2006, Szutowicz 1 wsp. 2001, 2006) . Zmiany te prowadzily do spadku
szybkosci syntezy oraz poziomu acetylo-CoA 1 syntezy ACh (Tomaszewicz 1 wsp.
1997, Szutowicz i wsp. 2000, Bielarczyk i wsp. 2003). Inne donory NO, takie jak S-
nitroso-N-acetylo penicylamina (SNAP), czy tez 3-morpholinosydnonimina (SIN-1),
okazaly si¢ stabszymi czynnikami cytotoksycznymi niz SNP. Przejawiato si¢ to w
przypadku SNAP, czy tez SIN-1, stabsza, anizeli w przypadku SNP, inhibicja
aktywno$ci ChAT 1 mniejsza $miertelno$cig, mierzong uwalnianiem dehydrogenazy
mleczanowej (LDH) przez cholinergiczne komoérki SN56 (Fass 1 wsp. 2004,
Bielarczyk 1 wsp. 2006). Doniesienia te pozostawaly w zgodzie z wcze$niejszymi
danymi wykazujacymi, ze SNAP 1 SIN-1, w przeciwienstwie do SNP, nie powoduja
obnizenia poziomu zredukowanego glutationu (GSH) (Wink 1 wsp. 1996, Fass 1 wsp.
2004).

W  przedstawianej pracy poziom akumulacji azotynéw w bezkomérkowym
srodowisku hodowlanym zwierajacym 0.4 mmol/L SNP, wskazuje na szybkos¢
spontanicznego uwalniania NO, rzgdu 10 nmol/ml/24 godz (Ryc. 14). Przy
stosowanej w pracy gestosci hodowli komorek SN56, wynoszacej 0.33 mln/ml (0.33
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mg bialka komorkowego/ml) daje to szybko$¢ powstawania NO rzedu 21
pmoli/min/mg biatka neuronalnego (lub 21 pmol/min/1 mln komdrek neuronalnych)
(Ryc. 13, 14, 34). Wskazuje to, ze szybko$¢ wytwarzania, jak rowniez st¢zenia NO
w naszym ukladzie doswiadczalnym byly poréwnywalne 2z parametrami
kinetycznymi tego zwiazku, ktére stwierdzano w moézgach zwierzat pobudzonych
ekscytotoksycznie przez domozgowe podanie zwigzkow aktywujacych rozne
izoformy NOS. Podobne szybko$ci wytwarzania NO stwierdzano réwniez w
hodowlach innych komorek neuronalnych.

Wybor takiego stezenia SNP wynikat rowniez z faktu, ze przy 16 godzinnej
ekspozycji powodowalo ono ponad 50% spadek liczby, przy okoto 30%
uszkodzeniu, pozostatych na ptytce, cholinergicznych komoérek SN56 (Ryc. 9, 12,
13). Takie warunki stwarzaty dobra podstawe¢ do badan skuteczno$ci czynnikow
neuroprotekcyjnych.

W pracy tej zbadano rowniez wplyw przewleklej, jednoczesnej ekspozycji komorek
cholinergicznych SN56 na zwigkszone stezenia NO 1 Zn. Wspolistnienie
zwigkszonych stezen obu tych czynnikdw neurotoksycznych w  przestrzeni
pozakomorkowej, jest zjawiskiem typowym dla pobudzenia ekscytotoksycznego w
moézgu (Frederickson i wsp. 2002). Synergistyczne dziatanie NO i1 Zn zostato
wykazane w tej pracy w postaci wzrostu frakcji uszkodzonych komorek do 80% i
jednoczesnego spadku ich catkowitej liczby do 20% warto$ci kontrolnej (Ryc. 12,
13). Wartosci te znacznie wykraczaly poza sumaryczne wyniki negatywnych
indywidualnych oddziatywan poszczegélnych neurotoksyn (Ryc. 12, 13).
Obserwacja ta wskazuje, ze wspoélistnienie dwoch lub  wigeej sygnalow
cytotoksycznych w patologicznie zmienionym mozgu, moze amplifikowaé
uszkodzenia neurondéw, a w szczegolnosci neurondow cholinergicznych. Taki
synergizm dzialania réznych sygnatow neurotoksycznych pozwala sadzi¢, ze w
mozgu, podprogowe oddziatywania poszczegdlnych neurotoksyn moga ulegaé
wzajemnemu wzmocnieniu, dajac jawny efekt neurodegeneracyjny (Ryc. 12). Istotng
role w tym zjawisku moze odgrywac¢ SNP, ktory oprocz generacji egzogennego NO
powodowat aktywacj¢ syntezy endogennego NO przez nNOS komorek neuronalnych
SN56 (Ryc. 14). Sprzyjatby temu, wywotywany przez omawiane ekscytotoksyny,
wzrost [Ca] wewnatrzkomorkowego (Ronowska i wsp. 2010, Szutowicz 1 wsp.

2000).
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Dane te uzupelniaja réwniez wczesniejsze doniesienia, wykazujace wzrost
uwalniania LDH z komoérek SN56, w warunkach ekspozycji na SNP (Bielarczyk 1
wsp. 2006).

Tak wysoka S$miertelnos¢ komorek eksponowanych na skojarzone przewlekle
dzialanie SNP i Zn mogta wynikaé, przede wszystkim z ponad 90% spadku poziomu
ATP, obserwowanego w tych warunkach. Tak wysoki spadek poziomu ATP
wskazywaé moze, ze gldwna przyczyng S$miertelnosci neurondow sg procesy
nekrotyczne (Ryc. 5, 12, 25) Niedobory ATP sa gtownym, koncowym sygnatem
powodujacym uszkodzenie i $mieré, zarowno neuronow, jak i1 innych komorek
mozgu (Ryc. 25). Wykazano, ze poziom ATP obniza si¢ juz we wczesnych fazach
neurodegeneracji (Vezzani i wsp. 1987, Tsuji 1 wsp. 1994, Kanq i wsp. 2012).
Przedstawione wyniki wskazuja, ze spadek poziomu ATP jest zjawiskiem wtornym,
wynikajagcym z niedoborow acetylo-CoA. Te ostatnie powstawaly wskutek spadku
jego syntezy, spowodowanej inhibicjg aktywnosci PDHC przez omawiane inhibitory
metabolizmu energetycznego (Ryc. 17, 25). Taki wniosek opiera si¢ na istnieniu
znamiennej korelacji migdzy poziomami acetylo-CoA i PDHC w réznych warunkach
neurotoksycznych i neuroprotekcyjnych (Ryc. 19 A). Podobne znaczenie maja
znamienne, odwrotne zaleznos$ci miedzy liczbg i stopniem uszkodzenia komorek, a
aktywnoscia PDHC 1 poziomami acetylo-CoA zarowno w warunkach
cytoprotekcyjnych jak i neurotoksycznych (Ryc. 19 C, E).

Nalezy jednak zaznaczyé, ze przy podobnym stopniu inhibicji PDHC i wzro$cie
$miertelnosci przez SNP lub Zn, poziom acetylo-CoA byt wyzszy, a poziom ATP byt
nizszy w obecno$ci SNP niz po dodaniu Zn (Ryc. 18, 25). Moze to wynika¢ z faktu,
ze SNP okazat duzo silniejszym inhibitorem akonitazy niz Zn (Ryc. 22).
Jednoczesnie wskazuje to, ze zahamowanie aktywnosci PDHC ma kluczowe
znaczenie dla stopnia nasilenia neurodegeneracji neuronéw cholinergicznch (Ryec.
12, 17) (Martin 1 wsp. 2005). Z drugiej strony oprdcz obnizenia dostgpnosci acetylo-
CoA oraz poziomu ATP, moga wystgpowaé dodatkowe czynniki, determinujace
stopien uszkodzenia tych komorek.

Z kolei istnienie wysoce znamiennej korelacji miedzy aktywnoscia PDHC 1
poziomem acetylo-CoA (Ryc. 19 A, p=0.0001) a aktywnoscia ChAT (Ryc. 31 A
p=0.0001) w warunkach cytotoksycznych oraz w obecnosci cytoprotektantow jest
zgodne z nasza hipoteza, ze ekspresja fenotypu cholinergicznego 1 zwigzana z tym

funkcja neuroprzekaznicza, zaleza od dostepnosci acetylo-CoA w przedziale
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cytoplazmatycznym neuronéw cholinergicznych. Rowniez istnienie korelacji migdzy
poziomem acetylo-CoA a aktywnoscia ACL, przemawia za tym, ze ta droga
transportu posredniego reszt acetylowych z mitochondriow do cytoplazmy podlega
regulacji, $cisle skojarzonej =z patologicznymi modyfikacjami  fenotypu
cholinergicznego (Ryc. 31 B). W ten sposob ACL regulowataby podaz czgsci reszt
acetylowych do syntezy acetylo-CoA, w przedziale cytoplazmatycznym neurondéw
cholinergicznych, w warunkach patologicznych (Ryc. 26, 31 B). Co wigcej enzym
ten podlegalby rowniez, posrednio Ilub bezposrednio, cytoprotekcyjnemu
oddziatywaniu RES 1 mikrogleju N9 (Ryc. 26).

Zn  jest uznang neurotoksyng o  udokumentowanej  preferencyjnej
cholinotoksycznosci, ktéra jednak jest raczej nastepstwem niz przyczyng znacznie
wczesniejszych sygnatéw neurodegeneracyjnych (Ronowska i wsp. 2007, 2010).
Przedstawione, badania wykazuja, ze Zn moze wywiera¢ swoje dziatanie
cholinotoksyczne juz w pierwszych minutach wzrostu jego stezenia w przestrzeni
pozakomorkowej, objawiajace si¢ obnizeniem zdolnosci komorek SN56 do
utrzymania homeostazy wewnatrzkomorkowej, jeszcze przed pojawieniem si¢ oznak
ich rozpadu. Zwraca uwagg fakt, ze stopien inhibicji aktywnosci PDHC, spadku
zywotno$ci 1 obnizenia poziomu acetylo-CoA byt po 30 min ekspozycji podobny jak
po ekspozycji 24 godz (Ryc. 17, 35). Wskazuje to, ze inhibicja PDHC przez Zn byta
skutkiem bezposredniego oddziatywania tego kationu na PDHC a nie nastgpstwem
inhibicji ekspresji gendow kodujacych poszczegdlne podjednostki tego enzymu.
Whiosek taki pozostaje w zgodzie z wczesniejszymi doniesieniami, wykazujacymi
ze w mozgach oséb z chorobg Alzheimera, spadkowi aktywnosci PDHC nie
towarzyszyl spadek poziomu biatek poszczegdlnych podjednostek tego kompleksu
(Sheu 1 wsp. 1985). Mechanizm tego inhibicyjnego dziatania polegatby na
odwracalnym wigzaniu Zn z grupami —SH cysteiny w centrach aktywnych
podjednostek E2 1 E3 PDHC, bedacych miejscami wigzania lipoamidu (Ronowska i
wsp. 2007,2010).

Wiadomo, ze tak SNP-NO, jak 1 Zn hamuja nie tylko aktywno$¢ PDHC ale
zaburzaja funkcje¢ wielu biatek istotnych dla produkcji energii 1 funkcji
neuroprzekazniczych w neuronach cholinergicznych. Neurotoksyczne dziatanie SNP
zalezalo od szybkos$ci uwalniania NO jak rowniez ze stymulacji endogennej syntezy
NO przez nNOS (Ryc. 14). Dane te pozostaja w zgodzie z oznaczeniem poziomu

azotynow uwolnionych do pozywki po tacznej ekspozycji komorek SN56 na SNP i
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Zn. Wykazano, ze poziom ten byl okoto 400 razy wyzszy anizeli w warunkach
kontrolnych (Ryc. 14).

Jednym z istotnych celéw dla czynnikow ekscytotoksycznych moze by¢ réwniez
akonitaza. Inhibicja akonitazy byla silniejsza po ekspozycji komoérek na SNP (75%)
anizeli Zn (50%) (Ryc. 22), co moze wynika¢ z faktu, Ze enzym ten jest szczegodlnie
wrazliwy na dzialanie wolnych rodnikéw. Polega ono prawdopodobnie na
uszkodzeniu przez wolne rodniki nitrozylowe komplekséw zelazowo-siarkowych w
centrum aktywnym akonitazy (Dawson i Dawson 1995), co skutkuje uwalnianiem z
nich jonéw Fe*” (Keyer i Imlay 1997). Potwierdzaja to wezesniejsze badania naszego
zespohu, ktore wykazaly zarowno posredni, jak 1 bezposredni hamujacy wpltyw Zn na
aktywno$¢ akonitazy (Ronowska i wsp. 2007, 2010). Zahamowanie aktywnos$ci
akonitazy przez Zn, obserwowano roéwniez w pierwotnych hodowlach komorek
gruczotu krokowego (Costello 1 wsp. 2005). State inhibitorowe dla akonitazy w
stosunku do Zn 1 NO byly o rzad wielkosci nizsze niz dla PDHC (Bielarczyk 1 wsp.
2006, Ronowska i wsp. 2007). Co wigcej wystgpowata silna synergistyczna inhibicja
akonitazy przez NO 1 Zn. Wskazuje to, Ze enzym ten moze by¢ istotnym elementem
w ekscytotoksycznych mechanizmach neurodegeneracji, zaleznych od uposledzenia
produkcji energii.

Z drugiej strony, aktywno$¢ akonitazy w neuronach jest o 4-10 razy wyzsza niz
aktywnos¢ PDHC (Ryc. 17, 22). W zwigzku z tym, w warunkach fizjologicznych,
nie jest ona czynnikiem regulujgcym/ograniczajagcym zuzycie acetylo-CoA w cyklu
kwasow trojkarboksylowych. Dlatego mimo duzej wrazliwosci akonitazy na
neurotoksyny, metaboliczne nastepstwa jej inhibicji ujawniajg si¢ dopiero przy
znacznym zahamowaniu jej aktywnosci (Ryc. 22).

Przewlekte niedobory acetylo-CoA, spowodowane inhibicja PDHC przez
neurotoksyny, wywoluja reakcje adaptacyjne manifestujace si¢ spadkiem
poziomu/ekspresji  biatka specyficznego oraz aktywno$ci acetylotransferazy
cholinowej (Ryc. 27, 28).

Z drugiej strony dzialanie ekscytotoksyczne, ujawnia si¢ niemal natychmiast po
zadziataniu bodZca patogennego, takiego jak hipoksja, hipoglikemia czy
neurotoksyczne ksenobiotyki, w wyniku ktoérych dochodzi do nadmiernego wzrostu
glutaminianu i Zn w szczelinie synaptycznej (Briz i Sufiol, 2011). W takich
warunkach wykazywana wcze$niej inhibicja syntezy ACh, zalezataby nie od spadku
ekspresji ACL ale od jej bezposredniej inhibicji przez Zn (Ryc. 38). Jej mechanizm
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polegatby prawdopodobnie na tworzeniu nieaktywnego kompleksu Zn-ATP,
konkurujacego z wlasciwym substratem, jakim jest kompleks Mg-ATP. Mozliwe jest
roOwniez wigzanie z grupami —SH centrum aktywnego ACL. Uposledzeniu ulegata
rowniez dostgpnos¢ acetylo-CoA, wskutek bezposredniej inhibicji PDHC przez Zn.
W ten sposob dochodzitoby do zahamowania, zar6wno bezposredniego, jak i
posredniego ACL-zaleznego transportu reszt acetylowych do cytoplazmatycznego
przedzialu syntetyzujacego ACh (Ryc. 35, 36, 38). W dalszej kolejnosci
dochodzitoby do omoéwionych wyzej zmian adaptacyjnych. Tak wigc, przy
przewlektych zmianach neurodegeneracyjnych, supresja neuroprzekaznictwa
cholinergicznego bylaby wypadkowa bezposredniego dziatania cytotoksycznego i
zmian adaptacyjnych, zwigzanych z obnizeniem ekspresji enzymdéw 1 biatek

metabolizmu cholinergicznego.

6.3. Resweratrol — neuroprotekcja?

Uzycie RES jako zmiatacza wolnych rodnikéw wynikato z licznych doniesien,
Ze jest on uwazany za istotny czynnik, powodujacy zmniejszenie ryzyka wystapienia
choréb uktadu naczyniowego u 0sob, ktore zwyczajowo uzywaja czerwonego wina
(w ilosciach od 150 do 300 ml dziennie), jako skladnika codziennej, czgsto
wysokottuszczowej diety. Ta obserwacja, znana réwniez jako ,, francuski paradoks”
(Renaud 1 wsp. 1992), =znalazta potwierdzenie w naszych obserwacjach,
wykazujacych nieobecno$¢ cytotoksycznosci nawet wysokich stezen RES w
krotkoczasowym dziataniu na komorki cholinergiczne w warunkach podstawowych
(Ryc. 34). Dane te jednak pozwalajg jedynie na wniosek, ze RES jest zwigzkiem
bezpiecznym lub obojetnym, w szerokim zakresie stezen, dla ,,zdrowych” neuronow
cholinergicznych w kontrolnych warunkach doswiadczalnych, lub u zdrowych
zwierzat. Wynikatoby to z faktu, ze RES nie zmienial aktywno$ci kluczowych
enzymow metabolizmu energetycznego, ani poziomu acetylo-CoA 1 ATP (Ryc. 17,
18, 22, 23, 24, 25). Z drugiej jednak strony w warunkach ekscytotoksycznych
wywotanych nadmiarem NO, przedzial cytoprotekcyjnego dziatania RES, mierzony
wzrostem liczby catkowitej 1 spadkiem frakcyjnej zawartosci komorek
uszkodzonych, okazat si¢ waski — okoto 0.005 mmol/L (Ryc. 10). Wskazuje to, ze w
warunkach neurodegeneracyjnych, stosowanie RES jako zmiatacza wolnych
rodnikow moze by¢ obarczone znacznymi dziataniami ubocznymi. Takg tez¢ zdaja

si¢ potwierdza¢ badania, wykazujace wzrost szybkosci powstawania tlenu
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singletowego w synaptosomach eksponowanych na mikromolowe stezenia
resweratrolu (Fotiou 1 wsp. 2010).

Tymczasem badania farmakokinetyczne na ludziach wykazuja, ze przy dawkach
dziennych rzedu 0.03 mg/kg m.c., stezenie RES w osoczu osiggato wartosci okoto
0.005 mmol/L, a wigc podobne do tych, ktéore wykazywaly dziatanie
neuroprotekcyjne przed cytotksyczno$cig SNP w warunkach in vitro (Alarcon i wsp.
2005). Dlatego obserwowane przez nas neuroprotekcyjne dziatanie 0.005 mmol/L
RES odpowiada rzeczywistym warunkom farmakoterapeutycznym in vivo u zwierzat
1 czltowieka. Jednym z mechanizméw tego zjawiska byloby zahamowanie
endogennej nadprodukcji NO wywotanej przez SNP (Ryc. 14). Natomiast RES nie
mial zdolno$ci zapobiegania inhibicyjnemu dzialaniu SNP (NO) na aktywnosci
PDHC i enzymow cyklu kwasow trojkarboksylowych (Ryc. 17, 22, 23, 26).
Ttumaczytoby to jedynie czeSciowe odwracanie przez RES neurotoksycznego efektu
SNP (ryc. 12).

Z kolei, badania ostrego wptywu Zn na cholinergiczne neurony SN56 wykazaty, ze
w jego obecnosci RES nie wykazywat efektu cholinotoksycznego az do st¢zenia 0.05
mmol/L  (Ryc. 34). Co wiecej w tym stezeniu wykazywal on dzialanie
cholinoprotekcyjne przed Zn, wynikajace z jego zdolnosci do zapobiegania inhibicji
PDHC i utrzymania zawarto$ci acetylo-CoA na poziomie kontrolnym (Ryc. 35, 36).
Co wigcej, to wysokie stezenie RES moze mie¢ rowniez krotkoczasowy wplyw
protekcyjny na fenotyp neuroprzekazniczy SN56, poniewaz zapobiegato spadkowi
aktywnosci ACL, ktora dostarcza reszty acetylowe do cytoplazmatycznego
przedziatu syntezy ACh (Ryc. 38). Jednakze przyczyna -cholinotoksycznosci
dhugoczasowego stosowania wysokich stezen RES pozostaje niewyjasniona (Ryc.
10, 12, 13, 26). Dane te sa jednak zgodne z doniesieniami wykazujacymi
cytotoksyczne dziatania wysokich stezen 1 dawek resweratrolu w stosunku do
réznych nowotworow zardwno in vivo jak i in vitro (Zhang i wsp. 2013).

Podobny mechanizm protekcyjny mialby miejsce przy 10-cio krotnie nizszych
stezeniach RES przy dtugoczasowej ekspozycji SN56 na Zn (Ryc. 18, 19). Mniejszy
zakres cytoprotekcyjnego dziatania RES w stosunku do SNP wynikalby
prawdopodobie z jego nizszego, 0.005 mmol/L, stezenia uzywanego Ww
doswiadczeniach nad tosyczno$cig dlugoczasowa. Z kolei catkowity brak
ochronnego dziatania 0.005 mmol/L RES w stosunku do przewleklego

ekscytotoksycznego wptywu Zn na komoérki SN56 mozna tlumaczy¢ niezdolnoscia
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do zapobiezenia inhibicji, powodowanej przez ten kation, kluczowych enzymow
metabolizmu energetycznego, przy nieobecnosci zmian w syntezie NO (Ryc. 10, 11,
13.). Tak wiec w warunkach in vivo w mozgu, przy istnieniu kilku sygnaléw
ekscytotoksycznych moze by¢ niemozliwe znalezienie skutecznego stezenia
terapeutycznego dla RES. Wynika to z faktu, ze st¢zenie RES skuteczne w
zapobieganiu neurotoksycznosci Zn, byloby jednoczesnie neurotoksyczne w
przypadku wspdtobecnosci zwickszonego poziomu NO (Ryc. 12). RES nie
modyfikowat réwniez przewlektych, parakrynnych efektow mikrogleju NO,
poniewaz nie nasilal cytoprotekcyjnego dziatania IL-6 (Ryc. 12, 16).

Nasze poprzednie badania wykazaty, ze inhibicjc PDHC, przez badane tu
neurotoksyny, mozna odwrdci¢ lub jej zapobiec za pomoca wzglednie wysokich
stezen liponianu badz lipoamidu (Ronowska i wsp. 2007). Natomiast RES okazat si¢
zwigzkiem nieskutecznym w niwelowaniu przewlektego inhibicyjnego wptywu tak
Zn, jak 1 SNP zaréwno na aktywno$ci PDHC, akonitazy czy tez ICDH-NADP (Ryc.
17, 22, 23). Wskazuje to, ze RES nie moze zabezpiecza¢ PDHC przed spadkiem
aktywnos$ci w warunkach neurodegeneracyjnych, poprzez ochron¢ grup —SH centrow
aktywnych (Ryc. 17, 23). Z tego wynikaltby rowniez brak jego wptywu na przewlekle
obnizony przez te neurotoksyny poziom acetylo-CoA (Ryc. 19). Nasze dane
wskazuja rowniez, ze RES nie wzmacnial parakrynnego cholinoprotekcyjnego
dziatania mikrogleju, poniewaz nie zmienial poziomu IL-6 w §rodowisku w

warunkach cytotoksycznych (Ryc. 15).

6.4. Mikroglej N9 a neuroprotekcja.

Liczne doniesienia ostatnich lat wskazuja na zaangazowanie mikrogleju w
mechanizmy neuroprotekcji (Bernardino 1 wsp. 2005, Carlson 1 wsp. 1999).
Parametry czynno$ciowe mikrogleju N9, uzytego w tej pracy, odpowiadaly ogolnej
charakterystyce tych komorek, ktore w warunkach kontrolnych wydzielaty 20 razy
wyzsze ilosci TNF-a 1 20 razy nizsze ilosci IL-6 (Ryc. 15, 16.) W zwiazku z tym,
zmiany w komodrkach neuronalnych, obserwowane po dodaniu komorek
mikroglejowych N9, moga by¢ odnoszone do skutkéw dzialania mikrogleju w
moézgu w rdznych warunkach patologicznych 1 fizjologicznych (17, 18, 22, 23, 26,
27, 28, 33).
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6.4.1. Wplyw na przeiywalnosé¢ komorek cholinergicznych

W naszym modelu do$wiadczalnym, komodrki mikrogleju N9, zabezpieczaly
komorki neuronalne SN56 przed, wywolywanym przez neurotoksyny (NO, Zn),
wzrostem ich $miertelnosci 1 spadkiem potencjalu wzrostowego (Ryc. 12, 13).
Przedstawione dane potwierdzaja nasze poprzednie obserwacje, ze warunkach
cytotoksycznych, spadek aktywnosci PDHC 1 wynikajace z tego niedobory acetylo-
CoA, byty kluczowymi czynnikami zwigkszajacymi $miertelno$¢ zréznicowanych
komorek cholinergicznych (Ryc. 17, 18) (Szutowicz i wsp. 2006). Nie wyklucza to
mozliwosci, ze inhibicja lub ochrona innych enzyméw cyklu kwasow
trojkarboksylowych rowniez majg pewiem wplyw na S$miertelno$¢, czy tez
przezywalno$¢ neurondw cholinergicznych w warunkach patologicznych (Ryc. 22,
23) (Bielarczyk i wsp. 2006, Ronowska i wsp. 2007; 2010). Wskazuja na to wysoce
znamienne korelacje migdzy Smiertelnoscig komorek SN56 a aktywnosciami PDHC,
ICDH-NADP 1 akonitazy (Ryc. 19 C, E, Ryc. 24 A, C). Ustalenie frakcyjnego
udzialu zmian aktywnos$ci poszczegdlnych enzyméw w ogdlnym efekcie
cytotoksycznym, czy tez cytoprotekcyjnym, wymagatoby dalszych badan.
Niemniej dane kliniczne i do$wiadczenia na zwierzetach i innych modelach
uszkodzen neurondéw cholinergicznych wskazuja, ze podstawowe znaczenie dla
przezywalnosci 1 funkcji neuronéw cholinergicznych ma synteza acetylo-CoA przez
PDHC (Bubber 2004, Sheu i wsp. 1986, Jakowska-Kulawy 1 wsp. 2010, Bizon-
Zygmanska i wsp. 2011, Szutowicz i wsp. 1996, 2006). Mozna wigc przypuszczac,
ze w tej pracy, cytoprotekcyjne dziatanie mikrogleju N9 moglo wynikaé z jego
ochronnego dziatania na aktywnos¢ PDHC w komorkach SN56 (Ryc. 17). To
cholinoprotekcyjne oddziatywanie mikrogleju N9 miato przy tym charakter
wylacznie parakrynny, ze wzgledu na jego hodowle na polprzepuszczalnych
insertach, ktorych dno byto oddalone od powierzchni zajmowanej przez neurony o 1-
2 mm (Ryc. 4). Wiadomo, ze zwiazkami tymi sa liczne cytokiny i neurotrofiny
wydzielane przez pobudzony mikroglej (Nakajima 1 Kohsak, 2004, Walz 1 wsp.
1993). Zatem mozna przypuszczaé, iz zmniejszenie stopnia uszkodzenia 1 spadku
liczby komorek SN56 hodowanych z mikroglejem w warunkach cytotoksycznych,
wynikato z wydzielania przez nie zwigzkow o charakterze cytoprotekcyjnym (Ryc.
12, 13, 15, 16). Poprzednie badania wykazaty, miedzy innymi, ze egzogenne IL-6 i
IL-1B w niskich stezeniach wywieraly dzialanie ochronne na komorki neuronalne,

eksponowane na NMDA lub amyloid- (Bielarczyk i wsp. 2005, Wang i wsp. 2009).
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Ten mechanizm ochronny polegalby na aktywacyjnej fosforylacji bialek drogi
sygnalowej STAT3 i MAPK (Wang 1 wsp. 2009). Z kolei wysokie stezenia cytokin
wykazywalyby dziatanie neurotoksyczne (Bielarczyk 1 wsp. 2005).

Roéwniez dane przedstawione w tej pracy wykazuja, ze cholinergiczne komorki
neuroblastoma SN56 maja zdolno$¢ do syntezy znaczacych funkcjonalnie ilosci IL-6
oraz, z¢ w warunkach spoczynkowych, mikroglej N9 wydzielat tylko nieznaczne
ilosci tej cytokiny (Ryc. 15). Wyniki te pozostaja w zgodzie z badaniami na mézgu
szczura, wykazujacymi wysoka zawarto§¢ IL-6 w neuronach i1 komorkach
neuronalnych Neuro-2a (Acarin i wsp. 2000, Cheng i wsp. 2009). Wykazano
roOwniez, ze obnizenie ekspresji IL-6 przez specyficzne miRNA w neuroblastoma
NB41A3 i Neuro-2a powodowato wzrost ich wrazliwosci na amyloid-f (Cheng i
wsp. 2009). Dlatego obserwowane przez nas obnizenie wydzielania IL-6 z
cholinergicznych komoérek SN56 przez SNP i1 Zn, moze by¢, oprocz obnizenia
zawarto$ci acetylo-CoA, dodatkowym czynnikiem zwigkszajacym ich $miertelnos¢
w tych warunkach (Ryc. 12, 15, 18). Nie wyklucza to mozliwosci syntezy
dodatkowych 1 prawdopodobnie cytotoksycznych ilosci IL-6 przez pobudzony
mikroglej (Ryc. 33) (Bielarczyk i wsp. 2005). Dane te sa rowniez zgodne z
obserwacjami na komorkach niecholinergicznych NIE115, w ktorych niskie stezenia
egzogennej IL-6 dziataty stymulujaco, a wyzsze (>100pg/ml) hamowaty ich
proliferacje (Knezevic-Cuca i wsp, 2000). Podobny efekt obserwowano rowniez w
komorkach neuroblastoma PC12 ( Satoh i wsp. 1988, Marz i wsp. 1997).

Z kolei cytoprotekcyjne dziatanie N9 moze wynika¢ ze zdolno$ci przywracania
prawidtowego wydzielania IL-6 w $rodowisku, prawdopodobnie przez SN56 (Ryc.
15). Zwigkszenie dobrostanu komorek SN56 w tych warunkach mogloby
powodowac¢ utrzymanie wysokiej aktywnosci PDHC (Ryc. 17). Na takg mozliwos¢
wskazuje istnienie istotnych dodatnich korelacji miedzy aktywnoscia PDHC,
poziomem acetylo-CoA oraz odwrotnej korelacji ze $miertelno$ciag komorek SN56 a
stezeniem IL-6 w $rodowisku hodowlanym (Ryc. 20 A B C). Z drugiej strony
dziatanie IL-6, odbywajace si¢ za posrednictwem drogi JAK-STATS3,5
uruchamiatoby mechanizmy cytoprotekcji niezalezne od zmian aktywnos$ci enzymow
metabolizmu energetycznego. Wskazuje na to brak korelacji migdzy $miertelnoscia i
zawarto$cig acetylo-CoA w komoérkach SN56 hodowanych w obecnosci komoérek
mikroglejowych (Ryc. 19 B, D). Z drugiej strony, przesunigcie wykresow w prawo

wskazuje na wyrazne dziatanie cytoprotekcyjne komorek N9. Jednoczesnie w
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izolowanych hodowlach SN56, wymienione wyzej zalezno$ci wykazywaty wysoce
znamienne korelacje (Ryc. 19 B, D).

Stwierdzane w tej pracy stezenia TNF-a w $srodowisku, w warunkach kontrolnych
rzgdu 0.2 pmol/L byly podobne do tych wykazywanych dla hodowli komoérek PC12
o podobnej gestosci (Ryc. 7, 16) (Kogo 1 wsp. 2006). Poziomy TNF-a w mikrogleju
sg o rzad wielkosci nizsze niz IL-6 (Ryc. 7) (Harms i wsp. 2012). Podobne stosunki
stezen [IL-6]/[TNF-a ]| istnialy w naszym laczonym uktadzie doswiadczalnym (Ryc.
15, 16). Jednak w naszym ukladzie doswiadczalnym nie obserwowaliSmy
cytotoksycznego dziatania IL-6, a wylacznie cytotoksycznos¢ TNF-a (Ryc. 20, 21,
33). To silniejsze dziatanie cholinotoksyczne TNF-oo mozna wytlumaczy¢ jego
wysokim powinowactwem do specyficznego receptora FasR, uruchamiajgcego
bezposrednio droge apoptozy zalezng od kaspazy 8 (Ryc. 22, 33) (Fan 1 wsp. 2005).
Gtownym zZrédlem TNF-o pozostawat mikroglej, ktory reagowatl na neurotoksyny
kilkukrotnym, a na LPS 27-krotnym zwigkszeniem jego wydzielania w warunkach
podstawowych 1 ponad 300-krotnym w warukach cytotoksycznych (Ryc. 16, 33).
Jednoczesnie, brak wyraznej korelacji miedzy aktywnosciami PDHC, poziomem
acetylo-CoA 1 $miertelno$cig SN56, a niskimi stezeniami TNF-a wskazywalby na
jego nieistotng cytotoksycznos¢ w tych warunkach (Ryc. 21 A, B ,C). Z drugiej
strony wyrazna cytotoksyczno$¢ wysokich stezen TNF wynikataby, nie tylko z jego
bezposredniego dziatania proapoptotycznego, lecz rowniez z obnizania poziomu IL-6
w tych warunkach (Ryc. 33). Tak wigc, za graniczne stezenie TNF-a, tolerowane
przez komorki cholinergiczne, nalezaloby uzna¢ poziom 40 pmol/L. Natomiast
poziomy okolo 75 pmol/L nalezatoby traktowac¢ jako cholinotoksyczne (Ryc. 21, 33).
Zatem, wykazywana przez nas cholinergiczna neurotoksycznos¢ TNF-o bylaby
znacznie nizsza od jego toksycznosci w stosunku do obwodowych paraneuronalnych
komorek PC12, eksponowanych na ekscytotoksyczne st¢zenia L-glutaminianu (Ryc.
21, 33) (Kogo 1 wsp. 2006). Jednakze, w tej ostatniej pracy, roznica miedzy
kontrolnymi a deklarowanymi, ,,cytotoksycznymi” st¢zeniami TNF-o wynosita
zaledwie 50%, co jest niekompatybilne ze znanym patomechanizmem dzialania
cytokin w ogole (Kogo 1 wsp. 2006). Dlatego tez obserwowany efekt L-glutaminianu
byt prawdopodobnie spowodowany innymi, powszechnie uznanymi NMDA-Ca-
zaleznymi mechanizmami ekscytotoksycznosci (Ronowska i wsp. 2010). Za taka

mozliwos$cig przemawiajg rowniez wyniki naszych badan, wykazujace, ze Zn czy tez
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nadmiar NO powodowaty zwigkszenie $miertelnosci SN56 przy obnizonych lub
tylko nieznacznie podwyzszonych poziomach TNF-a w srodowisku (Ryc. 12, 13, 16,
33).

Z drugiej strony, przedstawione warto$ci wydaja si¢ by¢ zgodne, a nawet nizsze od
wartos$ci cytotoksycznych stezen endogennego lub egzogennego TNF-o w stosunku
do neuronalnych komorek niecholinergicznych (Alvarez i wsp. 2011). Dane te
Swiadczg, ze komorki cholinergiczne s3, bardziej niz inne uklady
neuroprzekaznikdw, wrazliwe na cytotoksyczne dziatanie TNF-a, wydzielanego
przez mikroglej. To potwierdzatoby naszg hipotez¢ o mechanizmie szczegolnej
wrazliwosci neurondw cholinergicznych na bodzce neurodegeneracyjne, w ktoérym
decydujaca role odgrywa ograniczenie podazy acetylo-CoA 1 jego zuzycia w cyklu
kwasow trojkarboksylowych, wkutek inhibicji PDHC i1 enzyméw cyklu kwasow
trojkarboksylowych (Ryc. 17, 18) (Szutowicz 2001, Szutowicz 1 wsp. 1996, 2006).
Jednakze drogi przekaznictwa sygnalow, taczace zmiany stezen cytokin w
przestrzeni pozakomorkowej z zahamowaniem czy tez poglgbieniem inhibicji PDHC
1 uszkodzen neuronéw cholinergicznych, pozostaty niewyjasnione.

Niemniej mozna postulowac, ze przy niskiej aktywno$ci mikrogleju, wywiera on
dziatanie ochronne, przez utrzymanie wysokiego poziomu metabolizmu acetylo-
CoA 1 produkcji energii. Natomiast w stanach wysokiej aktywacji dziatalby on

cytotoksycznie poprzez mechanizmy zalezne od TNF-a i niezalezne od acetylo-CoA.

6.4.2. Wplyw na fenotyp cholinergiczny

Istotng funkcja neurondéw cholinergicznych jest utrzymanie funcji
neuroprzekazniczych, ktére w znacznym stoniu zalezg od podazy acetylo-CoA do ich
przedzialau cytoplazmatycznego. Poziom acetylo-CoA w cytoplazmie jest
wypadkowg szybkosci jego syntezy w mitochondriach 1 wydajno$ci mechanizmow
transportu przez blong mitochondrialng (Szutowicz i wsp, 1976, Tucek 1 wsp. 1993,
Szutowicz 1 wsp. 1994).
Komoérki mikrogleju N9 wykazywaly roéwniez aktywno$¢ cholinoprotekcyjna,
przejawiajaca si¢ utrzymaniem wysokiej ekspresji biatka ChAT (Ryc. 28), z czego
wynikato rowniez cze$ciowe przywrdceniem aktywnosci tego enzymu (Ryc. 27, 33).
Dane te pozostaja w zgodzie z naszymi wcze$niejszymi badaniami, ktore wykazaty,
ze niskie stezenia (10 ng/ml) egzogennej IL-1B odwracaty inhibicj¢ ChAT i

wydzielania ACh w zréznicowanych komorkach SN56, wywotane amyloidem-3,
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(Bielarczyk 1 wsp. 2005). Wigzalo si¢ to z utrzymaniem prawidlowego poziomu
acetylo-CoA zaréwno w przedziale mitochondrialnym, jak i cytoplazmatycznym
(Bielarczyk 1 wsp. 2005). Przedstawione dane wykazuja, ze parakrynna aktywnos$¢
mikrogleju N9 moze utrzymac¢ wiasciwag ekspresje fenotypu cholinergicznego,
poprzez  utrzymanie  wilasciwej]  podazy  acetylo-CoA  do  przedzialu
cytoplazmatycznego komorek SN56 (Ryc. 27, 28). Swiadczy o tym istnienie wysoce
znamiennej korelacji pomiedzy aktywno$cia ChAT a poziomem acetylo-CoA w
réznych warunkach cytotoksycznych 1 cytoprotekcyjnych (Ryc. 31 A). Z
poprzednich prac wiadomo, ze wielko$¢ puli wewngtrzneuronalnej ACh, jak 1
szybkos$¢ jej wydzielania, koreluja z aktywnoscig ChAT (Bielarczyk 1 wsp. 1989,
Blusztajn i wsp. 1992, Berse 1 Blusztajn 1995, Szutowicz i wsp. 2000). Mozna zatem
przypuszcza¢, ze zalezny od cytokin wzrost tego markera neuronow
cholinergicznych moze by¢ zjawiskiem wtornym, wynikajacym ze zwigkszonej
podazy acetylo-CoA do przedziatu cytoplazmatycznego, dzieki podwyzszaniu przez
nie aktywnos$ci PDHC (Ryc. 17).

Za cholinotropowym dziataniem cytokin przemawiaja réwniez badania Jonakait i
wsp.(2012), w ktéorych media pochodzace z hodowli mikrogleju stymulowaty
ekspresje  fenotypu cholinergicznego w  hodowli  prekursorow  komorek
cholinergicznych, pochodzacych z 15-dniowych zarodkdw szczura. Zatem,
podwyzszona ekspresja biatka ChAT 1 aktywnos$¢ tego enzymu w obecnos$ci insertow
N9 moze by¢ réwniez spowodowana réznicujagcym wplywem komodrek mikrogleju
na neuronalne komoérki SN56 (Ryc. 27) ( Marz i wsp. 1997, Kunz i wsp. 2009). I tak
Zn, powodowat 60% spadek poziomu IL-6, nie zmieniajgc stezenia TNF-a (Ryc. 15,
16). Natomiast dodanie insertu z komdrkami N9 powodowato wzrost poziomu IL-6
oraz aktywnosci 1 biatka ChAT do wartosci kontrolnych (Ryc. 15, 16, 27, 28, 33).
Tak wigc, niezaktywowany mikroglej, zabezpieczatby komoérki SN56 przed utrata
ich funkcji cholinergicznej w warunkach cytotoksycznych. Jednakze, w tych
warunkach, dodatkowe pobudzenie mikrogleju powodowatoby, poprzez wzrost TNF-
a 1 spadek IL-6, supresje fenotypu cholinergicznego (Ryc. 33).

Wiadomo, ze ekspresja ACL w neuronach cholinergicznych jest wyzsza niz w
niecholinegicznych w zwiazku z jej rola w posrednim transporcie reszt acetylowych
do syntezy ACh (Szutowicz 1 wsp. 1982, 1980). Rowniez aktywnos¢ tego enzymu
podlega ochronnemu wptywowi IL-6. Swiadczy o tym zapobieganie przez N9

supresji ACL przez Zn i SNP (Ryc. 26) oraz istnienie wysoce znamiennej korelacji
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miedzy aktywnoscig ACL i poziomem tej cytokiny w warunkach neurotoksycznych i
neuroprotekcyjnych (Ryc. 32 B).

Przedstawione dane wskazuja, ze wczesne sygnaly neurodegeneracyjne o charakterze
ekscytotoksycznym moga by¢ znoszone przez parakrynng —aktywnos¢
niepobudzonych komoérek mikroglejowych, ktora zapobiega inhibicji kluczowych
enzymOw zwigzanych z mitochondrialnym 1 cytoplazmatycznym metabolizmem
acetylo-CoA. Wydaje si¢, ze RES moze wspomagac¢ to cytoprotecyjne dziatanie za
posrednictwem mechanizmu(éw) niezaleznych od acetylo-CoA. Tak wigc oprocz
liponiandow 1 acetylo-L-karnityny, zwiekszajacych wydajnos¢ syntezy i1 zuzycia
acetylo-CoA do produkcji energii i syntezy acetylocholiny, IL-6 bylby dodatkowym
czynnikiem o tym samym punkcie uchwytu. Nalezy jednak podkreslic, ze w
warunkach in vivo dziatanie IL-6, jak i resweratrolu moze by¢ modyfikowane przez

inne cytokiny o réznym zakresie aktywnos$ci cytotoksycznych i cytoprotecyjnych.
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7. WNIOSKI

Wyniki przedstawione w pracy potwierdzaja hipotezg¢ dotyczaca wplywu
potencjalnych czynnikéw cytoprotekcyjnych na integralno$¢ strukturalng 1
funkcjonalng neurondéw cholinergicznych, poprzez popraw¢ ich metabolizmu

energetycznego.

1. Cholinotoksyczne dziatanie Zn i nadmiaru NO polega na inhibicji aktywnosci
dehydrogenazy pirogronianowej 1 kluczowych enzymdéw metabolizmu
energetycznego, co wigze si¢ z jednoczesnym spadkiem poziomu acetylo-CoA
i ATP.

2. Laczne oddziatywania Zn z NO majg charakter synergistyczny i poglebiaja
niedobory energetyczne, prowadzac do supresji funkcji neuroprzekazniczych i
zywotnos$ci neuronéw cholinergicznych.

3. Wspotistnienie dwoch lub wiecej sygnaléw cytotoksycznych w patologicznie
zmienionym mozgu in vivo, moze amplifikowac¢ uszkodzenia neurondéw, a w
szczegbdlnosci neuronow cholinergicznych.

4. W warunkach krétkoczasowej ekspozycji na Zn i SNP, wysokie stezenia
resweratrolu,  wykazywaly  dzialanie = cytoprotekcyjne,  zapobiegajac
cytotoksycznym wplywom Zn na wszystkie parametry metabolizmu
energetycznego i cholinergicznego.

5. W warunkach przewlektej ekspozycji, wysokie stgzenia resweratrolu
wywieraty dziatanie cholinotoksyczne. Natomiast cytoprotekcyjne dzialanie
niskich stgzen resweratrolu odbywalo si¢ poprzez inne, niezidentyfikowane,
niezalezne od metabolizmu energetycznego drogi wewnatrzkomorkowe;j
transdukcji sygnatu.

6. Niepobudzone komorki mikroglejowe moga wywiera¢ parakrynne dziatanie
cholinoprotekcyjne poprzez hamowanie inhibicyjnych oddziatywan Zn i NO
na kluczowe enzymy metabolizmu energetycznego w  neuronach
cholinergicznych.

7. Ochronna funkcja komoérek mikrogleju polegala na zwigkszaniu poziomu
endogennej IL-6 pochodzenia neuronalnego 1 mikroglejocytarnego w
srodowisku, ktory zapewnial utrzymanie funkcjonalnej integralnosci neuronow

cholinergicznych w warunkach cytotoksycznych.
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8. Parakrynna aktywnos$¢ mikrogleju, poprzez IL-6, oraz egzogenny resweratrol,
mogg wzajemnie wspomagaé swoje dziatania cholinoprotekcyjne w warunkach
patologicznych, dzieki modyfikacji roéznych drog metabolicznych,

wptywajacych na funkcje 1 zywotnos¢ neuronow cholinergicznych.
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