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Tytut osiggnigcia:

Enzymy metabolizmu acetylo-CoA i cytrynianu jako cel sygnaléw neurotoksycznych

w degeneracji neuronow cholinergicznych

4.1 Wprowadzenie

Mozg jest tkanka cechujaca si¢ najbardziej zrdznicowang strukturg morfologiczna,
metaboliczng 1 czynno$ciowg sposrod wszystkich tkanek organizmu. Wynika to z
istnienia  roznorodnych klas komodrek nerwowych wydzielajacych kilkadziesiat
zwigzkéw neuroprzekaznikowych i modulujacych wzajemnie wtasng aktywnos$¢ poprzez
potaczenia  synaptyczne. O  wysokiej  zlozonosci  strukturalnej  funkcji
neuroprzekazniczych u czlowieka $wiadczy obecno$¢ kilku do kilkunastu tysiecy
polaczen synaptycznych w jednej komodrce nerwowej. Rdznorodno$¢ wykazuja réwniez

rozne klasy komorek astroglejowych, mikroglejowych i oligodendroglejowych, ktére
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odpowiednio wspomagaja metabolizm energetyczny neuronéw 1 ich funkcje
neuroprzekaznicze; petnig role nadzoru immunologicznego, czy tez zapewniaja fizyczna
ostong dla procesow neuroprzewodnictwa aksonalnego.

Mozg w stosunku do swojej masy wytwarza 1 zuzywa relatywnie wielokrotnie wigcej
energii, niz tkanki obwodowe. W warunkach spoczynkowych mozg, stanowigc jedynie
2% masy ciala, metabolizuje 20% ogolnoustrojowej puli glukozy. Z kolei neurony
zuzywaja najwigkszg, bo okoto 70% frakcje glukozy transportowanej do przestrzeni
pozakomorkowych mozgu (Rolfe and Brown 1997). Zapotrzebowanie bogatej w neurony
istoty szarej na ATP wynosi 30 umoli ATP/gram tkanki/minute co poréwna¢ mozna do
zapotrzebowania na ten metabolit miocytow mig$ni né6g w trakcie maratonu. Wysokie
tempo metabolizmu energetycznego w neuronach jest dostosowane do ich funkcji
neuroprzekazniczych  odbywajacych  si¢ z  szybkoscia od  10-50  cykli
depolaryzacji/repolaryzacji w ciagu sekundy. Powoduje to wysoka wrazliwos$¢ neuronow
na hipoksje/anoksj¢, hipoglikemi¢ oraz wiele innych czynnikow neurotoksycznych
hamujacych metabolizm energetyczny.

W warunkach spoczynkowych ponad 95% energii jest generowane w postaci ATP w
mitochondriach przez utlenienie pirogronianu pochodzacego z glikolitycznej przemiany
glukozy, w reakcjach katalizowanych przez kompleks dehydrogenazy pirogronianowej
(PDHC) oraz enzymy cyklu kwasow trojkarboksylowych (TCA) 1 tancucha
oddechowego. W zwigzku z tym aktywno$¢ enzymoéw odpowiedzialnych za metabolizm
tlenowy jest w moézgu znacznie wyzsza niz w tkankach obwodowych (Hamberger i
Hyden 1963; Bouzier-Sore i wsp. 2006; Lebon i wsp. 2002; Bélanger, Allaman, and
Magistretti 2011). Etapem taczacym glikolize z metabolizmem oksydacyjnym jest PDHC
w mitochondriach, katalizujacy oksydacyjna dekarboksylacje pirogronianu do acetylo-
CoA, ktory nastepnie jest zuzywany w cyklu kwasow trojkarboksylowych sprzezonym z
tancuchem oddechowym. Wysoka aktywno§¢ PDHC, szczegdlnie w neuronach, zapewnia
utrzymanie odpowiedniej do potrzeb syntezy gtownej puli mitochondrialnego acetylo-
CoA pochodzacej z glikolitycznej przemiany glukozy. Tak wiec acetylo-CoA nalezy
traktowac jako bezposredni prekursor cyklu TCA (Szutowicz i wsp. 2013). Okoto 2%
acetylo-CoA jest zuzywanych do zachodzacej wytacznie w mitochondriach wszystkich
neuronow syntezy N-acetylo-asparaginianu. Oprocz tego kilku procentowa frakcja
acetylo-CoA jest transportowana z mitochondriow i zuzywana w kilkuset reakcjach
acetylacji zlokalizowanych we wszystkich pozostatych kompartmentach wewnatrz

neuronalnych (reticulum endoplazmatyczne, rybosomy, jadro komorkowe). Z kolei w
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cytoplazmie neuronéw cholinergicznych dodatkowa okoto 3% frakcja acetylo-CoA jest
zuzywana do syntezy acetylocholiny. Jest to unikalna cecha komorek tego uktadu
neuroprzekazniczego (Ryc 1). Wydajnos¢ tych droég zalezy od dostegpnosci tego
metabolitu w mitochondriach wptywajacej bezposrednio na szybkos¢ jego transportu do
cytoplazmy. Wskazuje to, ze acetylo-CoA petni kluczowg role w utrzymaniu homeostazy
metabolicznej we wszystkich subkompartmentach neuronalnych (Szutowicz i wsp. 2014).

Pobudzenie ekscytotoksyczne jest najwczesniejszym etapem reakcji neuronow na
bodzce cytotoksyczne. Wynika ono z przedtuzonej depolaryzacji zakonczen neuronow
glutaminianergicznych, stanowigcych 50% frakcje wszystkich neuronéw modzgu.
Nadmiar glutaminianu w szczelinie synaptycznej poglebia depolaryzacje neurondow
postsynaptycznych poprzez pobudzenie réznych klas receptoréw glutaminianergicznych.
Powoduje to naptyw Ca i Zn do neurondéw 1 wzrost szybkosci syntezy wolnych rodnikow
tlenowych, nitrozylowych 1 kwasow tluszczowych, ktore hamuja TCA 1 synteze ATP
oraz aktywuja apoptoz¢ 1 inne procesy Kkataboliczne (Ryc. 1). Odwracalne i
nicodwracalne ostre uszkodzenia ekscytotoksyczne stanowig zwykle poczatkowy etap
przewlektych zespotéw neurodegeneracyjnych takich jak choroba Alzheimera (AD),

Parkinsona, encefalopatia pourazowa i poalkoholowa; stany padaczkowe i inne.

Charakterystycznym objawem klinicznym w AD 1 innych encefalopatiach sg ubytki
funkcji poznawczych. Wynikaja one z preferencyjnego uszkodzenia neuronow
cholinergicznych jader podstawy mozgu. W badaniach po$miertnych mozgow
dotknigtych ta chorobg stwierdzono obnizenie aktywno$ci 1 poziomu markeréw
cholinergicznych: acetylotransferazy cholinowej (ChAT), transportera choliny o
wysokim  powinowactwie, pecherzykowego transportera acetylocholiny oraz
autoreceptorow muskarynowych M2 (Tucek 1993). W badaniach
immunohistochemicznych zaobserwowano preferencyjny zanik cial 1 zakonczen
neurondw cholinergicznych, odpowiednio jadrach podkorowych i1 korze modzgowe;.
Stopien ubytkéw markerow cholinergicznych stwierdzany post mortem w korze
moézgowe] korelowal z cigzko$ciag demencji ocenianej przed $miercig pacjentoéw z AD
(Gil-Bea i wsp. 2005). Zmianom tym towarzyszylo réwnoczesne obnizenie tempa
metabolizmu energetycznego w moézgach dotknigtych AD stwierdzane post mortem w
korze przedklinka tej grupy chorych (Bubber i wsp. 2004).

Nasze wczesniejsze badania wykazaly, ze przedtuzona ekspozycja na Zn lub/i inne

neurotoksyny powodowala spadek aktywnosci PDHC. Prowadzilo t0 do obnizenia



poziomu acetylo-CoA w mitochondriach i powodowato zwigkszong $miertelnos¢ wysoko
réznicowanych komorek cholinergicznych SN56  przegrody moézgu. Komorki
niezroznicowane o niskiej ekspresji fenotypu cholinergicznego takiej wrazliwosci nie
wykazywaly (Szutowicz 1 wsp. 2000). Wynikalo to z ich niskiej aktywnos$ci
neuroprzekazniczej, ktérej towarzyszylo male zuzycie acetylo-CoA do syntezy
acetylocholiny (Szutowicz i wsp. 2006; Ronowska i wsp. 2007). Natomiast neurony o
wysokiej ekspresji fenotypu cholinergicznego byly bardziej wrazliwe na czynniki
cytotoksyczne, gdyz zuzywaly acetylo-CoA nie tylko do produkcji energii, ale tez do
syntezy acetylocholiny (Szutowicz i wsp. 2000) (Ryc. 1). W procesach
neurodegeneracyjnych w zaleznos$ci od rodzaju encefalopatii moga bra¢ udzial
réwnoczesnie lub kolejno réznorodne, liczne sygnaty cytotoksyczne (Szutowicz i wsp.

2017; Zadori i wsp. 2018).

4.2 Cel przeprowadzonych badan

Celem przeprowadzonych badan bylo wykazanie czy w mechanizmach wczesnego

uszkodzenia neuronéw cholinergicznych moze bra¢ udziat inhibicja przeptywu

metabolicznego acetylo-CoA przez rozne etapy cyklu kwasoéw trojkarboksylowych oraz
przez drogi syntezy acetylocholiny.

W tym celu zbadano:

1. ostry wplyw zwiekszonej wewnatrzneuronalnej akumulacji Zn na szlaki
metaboliczmu acetylo-CoA w ich mitochondriach (praca 1cyklu),

2. ostry wptyw nadmiernej akumulacji jonéw Zn na zalezng od acetylo-CoA ekspresje
fenotypu cholinergicznego (praca 1 cyklu),

3. wplyw innych czynnikow uszkadzajacych metabolizm acetylo-CoA, w tym
subklinicznej hipowitaminozy, na podprogowe sygnaty neurotoksyczne (praca 3
cyklu),

4. efekt nadmiernej akumulacji AP w mozgach myszy na metabolizm energetyczny i
synteze acetylocholiny (praca 2 cyklu),

5. efekt dzialania nowosytetyzowanych zwiazkéw przeciwnowotworowych na
parametry metabolizmu energetycznego w neuronach cholinergicznych (praca 4

cyklu).



4.3 Opis publikacji: opis osiggnigcia naukowego
W skfad osiggniecia naukowego wchodzi cykl powigzanych tematycznie artykulow

naukowych.

1. Ronowska A, Dy$ A, Jankowska-Kulawy A, Klimaszewska-Lata J, Bielarczyk H,
Romianowski P, Pawelczyk T, Szutowicz A. 2010, Short-term effects of zinc on
acetylcholine metabolism and viability of SN56 cholinergic neuroblastoma cells.

Neurochem International; 56: 143-51

Zalozenia pracy:

Jednym z wczesnych sygnatow cytotoksycznych sa jony cynku. Wysokie stezenia tego
kationu, w postaci kompleksu Zn-glutaminian znajduja si¢ w pecherzykach
wydzielniczych glutaminianergicznych zakonczen nerwowych. Podczas depolaryzacji do
szczeliny synaptycznej wydziela si¢ zarowno glutaminian jak i Zn. StgZzenie tego kationu
moze osigga¢ w niej poziom rzedu 0.30 mmol/L. W warunkach fizjologicznych Zn jest
szybko wychwytywany ze szczeliny synaptycznej gtownie przez przylegajace do niej
astrocyty oraz neurony postsynaptyczne. Neurony postsynaptyczne posiadaja specyficzne
transportery ZnT3 oraz receptory NMDA, AMPA i kanaly wapniowe bramkowane
potencjatem btonowym, ktore rowniez mogg transportowac cynk (Sensi i wsp. 2009). Jest
to mozliwe poniewaz stgzenie wolnego Zn w depolaryzowanej szczelinie synaptycznej
jest duzo wyzsze niz w cytoplazmie neurondw gdzie ulega on zwigzaniu przez,
wystepujace tam w wysokich stezeniach, biatka 1 aniony drobnoczasteczkowe (ATP,
ADP) (Sensi 1 wsp. 2009). Gloéwnym ligandem Zn w komoérkach sa z metalotioneiny
(MT) — peptydy bogate w reszty histydyny, ktore maja wysokie powinowactwo do tego
kationu. Do znacznego podwyzszenia stgzenia Zn w szczelinie Synaptycznej moze
dochodzi¢ w przypadkach przedtuzonej depolaryzacji zakonczen glutaminianergicznych
wywolujacych stan pobudzenia ekscytotoksycznego. Z taka sytuacja mamy do czynienia
w wielu patologiach osrodkowego ukladu nerwowego takich jak: padaczka, urazy
mechaniczne, hipoglikemia, hipoksja czy tez réznego typu bloki metaboliczne (Bertoni-
Freddari i wsp. 2006). Ponadto wzrost stezenia Zn w przestrzeni pozakomérkowej (PPK)
powoduje przyspieszenie powstawania oligomerow amyloidu-beta i nasilenie
cytotoksycznego dziatania tego peptydu w chorobie Alzheimera (Liu i wsp. 2019).
Wszystkie te czynniki zwiekszaja 1 wydluzaja czas ekspozycji zdepolaryzowanych

neuronéw postsynaptycznych na wysokie [Zn?*]. W efekcie akumuluja one zwiekszone



ilosci tego kationu. Wskazuje to, ze zalezne od Zn zmiany neurodegeneracyjne nie sg
wywolywane zwigkszeniem calkowitej zawarto$ci tego metalu w encefalopatycznych
moézgach, lecz jego nieprawidlowa redystrybucja miedzy pre i postsynaptycznymi
przedziatami neurondéw. Nasze wczesniejsze badania wykazaty znaczng toksycznos$c
przewlektej ekspozycji neuronalnych komorek cholinergicznych przegrody mézgu myszy
na Zn (Ronowska i wsp. 2007). Powodowata ona przy umiarkowanej akumulacji Zn
posrednig inhibicj¢ szeregu enzymow metabolizmu energetycznego takich jak PDHC i
akonitaza. Powodowalo to obnizenie syntezy acetylo-CoA w mitochondriach
neuronalnych i zmniejszenie produkcji ATP (Ronowska i wsp. 2007). W efekcie
wzrastata $miertelno$¢ neurondéw cholinergicznych. Obserwacje te nie uwzglednialy
jednak ostrej cytotoksycznosci Zn, ktora odgrywa¢ moze istotng role w krotkotrwatych
epizodach hiperaktywacji neuronéw glutaminianergicznych podczas przejsciowych
stanéw hiposji, hipoglikemii itp. Uzasadnialo to podjecie przeze mnie badan nad tym
zagadnieniem gdyz to ostre zaburzenia homeostazy tego kationu moga by¢ jedng z
przyczyn wczesnej inhibicji metabolizmu energetycznego w neuronach, do ktérych moze
dochodzi¢ podczas incydentow przejSciowej hipoperfuzji, czgsto zdarzajacych si¢ w

moézgach osob starszych.

Opis uzyskanych wynikow:

W przedstawianej pracy wykazatam, ze ekspozycja zdepolaryzowanych komorek
SN56 na Zn powoduje szybki, zalezny od st¢zenia, wyktadniczy, wzrost akumulacji tego
kationu w neuronach. Uzywane st¢zenia Zn odpowiadaty przy tym warunkom in vivo.
Zaleta tego modelu byt fakt, ze podczas 30 min. ekspozycji Zn powodowatl uposledzenie
funkcji komorek, lecz nie zmienial ich integralnosci strukturalnej. Swiadczyto o tym
utrzymanie si¢ niezmienionej liczby komorek nawet przy wysokich st¢zeniach
dodawanego Zn. Tak wigc model ten odpowiadatby krétko-czasowym stanom
ekscytotoksycznym w mézgu. Ponadto po raz pierwszy udowodnitam, ze akumulacja Zn
w zdepolaryzowanych neuronach powoduje réwnoczesny, znaczny wzrost calkowitej
akumulacji Ca, przy spadku poziomu tego kationu w mitochondriach i jego wzroscie w
kompartmencie cytoplazmatycznym. Zjawisko to moze tlumaczyé wiele zaburzen
metabolicznych takich jak wzrost przepuszczalnosci blon mitochondrialnych, aktywacje
apoptozy, wzrost akumulacji Ca w reticulum endoplazmatycznym jak roéwniez

mechanizm cytotoksycznoséci samego Zn (praca 1). I tak, zakumulowany Zn hamowatby



aktywnos¢ PDHC wskutek wewnatrzmitochondrialnej hipokalcemii, spowodowanej
zahamowaniem aktywno$ci wymiennika Na-Ca, powodujacej inhibicj¢ aktywnosci
fosfatazy PDH. Druga przyczyng inhibicji PDHC moglo by¢ stwierdzane przez nas
wczesniej, usuwanie lipoamidu z centrum aktywnego podjednostki E2 PDHC
(Ronowska 1 wsp. 2007). Kolejnymi czynnikami powodujagcymi obnizenie zywotnosci
komoérek neuronalnych przez nadmiar Zn moze by¢ bezposrednia inhibicja szeregu
enzymoéw odpowiedzialnych za przeptyw metaboliczny acetylo-CoA w cyklu TCA. | tak
okazato si¢, ze Zn?>* hamowat aktywnosci akonitazy i ICDH-NADP 10 razy silniej niz
aktywnos¢ PDHC. Nie ograniczalo to jednak istotnie przeplywu acetylo-CoA przez te
etapy TCA, gdyz Vmax dla tych enzymow byla 5 razy wyzsza niz aktywnos¢ PDHC. Z
drugiej strony chroniczne zahamowanie ich aktywno$ci stanowi¢ moze istotny czynnik
prowadzacy do spadku produkcji energii i do uszkodzenia komoérek. Drugim etapem
ograniczajacym przeptyw metaboliczny acetylo-CoA w TCA jest reakcja KDHC, ktorej
warto$¢ Vmax jest Kilka-kilkunascie razy nizsza od Vmax poprzedzajacych etapow. Co
wiecej, okazalo si¢, ze w roéznicowanych komoérkach SN56 Ki dla Zn w stosunku do
KDHC jest 8 razy nizsza niz w nier6znicowanych. Tlumaczyloby to po czesci wieksza
wrazliwo$¢ réznicowanych neurondw cholinergicznych na ten bodziec cytotoksyczny.
Kolejnym czynnikiem odpowiedzialnym za znaczng wrazliwo$¢ roznicowanych
cholinergicznych SN56 na Zn bylo wigksze niz w nier6znicowanych obnizenie poziomu
mitochondrialnego acetylo-CoA. Powodowato to wtorne obnizenie poziomu acetylo-CoA
w cytoplazmie 1 inhibicje¢ zaleznych od niego drég metabolicznych. Jednoczes$nie
aktywno$¢ maksymalna ChAT-u pozostawala w tych warunkach bez zmian. Moze to
swiadczy¢ o tym, ze enzym ten 1 prawdopodobnie inne komponenty fenotypu
cholinergicznego sg oporne na ostre bezposrednie lub posrednie dziatanie Zn. Dlatego
obserwowane obnizenie poziomu ACh oraz szybko$ci jej syntezy i kwantowego
wydzielania mogly wynika¢ niemal wylacznie ze spadku poziomu acetylo-CoOA w
cytoplazmie komorek cholinergicznych. Tak wiec poszczegdlne etapy metabolizmu
acetylo-CoA i ACh w neuronach cholinergicznych tworza funkcjonalng catos¢

odpowiadajaca w sposob zintegrowany na sygnaty fizjologiczne i patogenne.



Whioski:

(@) W warunkach nadmiernej depolaryzacji neuronéw cholinergicznych dochodzi do
zwiekszenia transportu cynku do komorek, co prowadzi do obnizenia aktywnosci
PDHC i enzyméw TCA: akonitazy i ICDH.

b) Spadek aktywnosci PDHC prowadzi do obnizenia poziomu acetylo-CoOA w

mitochondriach.

c) Spadek syntezy mitochondrialnego acetylo-CoA powoduje obnizenie poziomu tego
metabolitu w cytoplazmie prowadzgc do spadku szybkosci syntezy ACh.

d) Aktywno$¢ ChAT nie jest bezposrednio hamowana przez Zn. Jednakze spadek
poziomu acetylo-CoA w cytoplazmie przez Zn prowadzi do spadku poziomu i
wydzielania acetylocholiny.

e) Poziom acetylo-CoA w przedziale mitochondrialnym komoérek cholinergicznych
determinuje ich zdolnos¢ do przezycia w warunkach cytotoksycznych.

f) Poziom acetylo-CoA w przedziale cytoplazmatycznym determinuje zdolnosé¢

komorek cholinergicznych do utrzymania ich funkcji neurotransmisyjnych.

2. Bielarczyk H, Jankowska-Kulawy A, Hofling C, Ronowska A, Gul-Hinc S, RoBner S,
Schliebs R, Pawelczyk T, Szutowicz A. APPP-transgenic 2576 mice mimic cell type-
specific aspects of acetyl-CoA-linked metabolic deficits in Alzheimer's disease. J
Alzheimers Dis. 2015; 48: 1083-94

Zatozenia pracy:

Amyloid-betai-42 (AB) jest uznanym i szeroko badanym patogenem zwigzanym
przyczynowo z powstaniem i rozwojem choroby Alzheimera. Swiadczy o tym fakt
istnienia ponad 100 000 pozycji literaturowych dotyczacych tego peptydu na
wyszukiwarkach naukowych. Jednakze istnieje niewiele doniesien odnoszgcych si¢ do
wptywu AP na poziom i kompartmentacje acetylo-CoA w neuronach i innych komorkach
modzgu. Nie ma jednak danych dokumentujacych ewentualny wptyw endogennego AP na
metabolizm acetylo-CoA i ACh w warunkach in vivo. Uzasadniato to podjecie badan in
vivo na modelu genetycznie modyfikowanych myszy z amyloidozg, spowodowang
insertem zmutowanego ludzkiego genu APP, nad dost¢pnosciag acetylo-CoA,

stanowigcego jeden z dwoch substratow do syntezy ACh, w zakonczeniach nerwowych.



Opis uzyskanych wynikow:

W przedstawianej pracy uzyto hemizygotycznych myszy Tg 2576 z insertem genu
APP695 z podwoédjng mutacja K670N/M671L, ktore w wieku 14-16 miesigcy
akumulowaly w mozgach 0.63 umola AP1-42/kg i wykazywaly znaczne ubytki
poznawcze. Grupe kontrolng stanowilo ich rodzenstwo bez mutacji. Zwierzeta te byly
hodowane w Paul Flechsig Institute for Brain Research, Medical Faculty, University of
Leipzig, Lipsk, Niemcy. W toku przeprowadzonych przeze mnie badan okazato si¢, ze w
grupie zwierzat transgenicznych, aktywnosci PDHC, akonitazy i KDHC nie byly
obnizone ani w mitochondriach zakonczen neuronalnych ani w mitochondriach catego
moézgu w pordwnaniu z mézgami zwierzat kontrolnych. Rowniez aktywnosci ChAT i
liazy ATP-cytrynianowej w synaptosomach obu grup byly podobne. Wskazywalo to, ze
pomimo akumulacji AP zaréwno neurony, w tym cholinergiczne, jak i komorki glejowe
w mozgach myszy Tg2576 zachowywaly integralno$¢ strukturalng. Roéwnolegle we
frakcji zakonczen nerwowych myszy Tg2576 zaobserwowano 46% inhibicje zuzycia
pirogronianu, oraz 33% spadek poziomu mitochondrialnego acetylo-CoA. Natomiast w
przedziale synatoplazmatycznym wykazatam spadki poziomoéw acetylo-CoA i ACh oraz
inhibicj¢ wydzielania ACh odpowiednio o 23, 36 1 33%. Wskazywatoby to na istnienie
zmian czynno$ciowych zwigzanych z akumulacja Ap. Moze to wynika¢ z faktu, ze AP
zwigksza poziom Ca w przedziale cytoplazmatycznym co z kolei indukuje synteze
reaktywnych form tlenu (Steinert i wsp. 2010). Powoduje to inhibicje PDHC, co z kolei
obniza poziom acetylo-CoA w mitochondriach i wtornie w synaptoplazmie. Ponadto
inhibicja zuzycia pirogronianu obecna byta jedynie we frakcji synaptosomalnej, a nie w
mitochondriach catego mézgu pochodzacych gléwnie z komorek glejowych. Sugeruje to
istnienie preferencyjnej akumulacji lub/i oddziatywania AP, na neurony. Wyniki te
wskazuja, ze pomimo znacznego obnizenia poziomu acetylo-CoA i ACh, AB nie
uszkadzat samego mechanizmu kwantowego wydzielania ACh, poniewaz wartosci
wspolczynnika frakcyjnego wydzielania tego neuroprzekaznika byly podobne w obu
grupach do$wiadczalnych. Z kolei wzrost zuzycia pirogronianu i utrzymanie statego
poziomu acetylo-CoA w mitochondriach glejowych Tg2576, wskazywaloby na oporno$¢
glejocytow na dziatanie AP lub/i istnienie ich kompensacyjnej aktywacji w warunkach in
vivo. O posrednim mechanizmie inhibicyjnego dziatania Ap na PDHC w zakonczeniach
synaptycznych $§wiadczy rowniez fakt, ze AP2s-35 1 AP1-42 uzyte w bardzo wysokich, 20
umol/L, stezeniach nie wywieraty zadnego bezposredniego wptywu na jego aktywnos$¢ w

lizatach mitochodriow synaptosomalnych i catego mozgu.
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Obserwacje te roznig si¢ od wynikow badan enzymologicznych post mortem kory
chorych z AD, gdzie stwierdzano znaczne spadki aktywnosci PDHC, ChAT, akonitazy i
ICDH-NADP. Te niezgodno$ci mogag wynika¢ z faktu, ze w odrdéznieniu od modelu
zwierzecego w mozgach ludzi z AD moze wspotistnie¢ wiele innych patologii i sygnatow
neurotoksycznych, ktore same lub w skojarzeniu z AP mogly powodowaé znaczne

uszkodzenie metabolizmu energetycznego i struktury neuronow.

Whioski:
a) W mozgach Tg2576 transgenicznych myszy zwickszona akumulacja AB prowadzi do
obnizenia poziomu acetylo-CoA, w mitochondriach i cytoplazmie zakonczen

nerwowych, niezaleznego od inhibicji aktywnosci PDHC.

b) Praca ta jest pierwszym doniesieniem wykazujacym, ze w warunkach in vivo
wywotane AP niedobory acetylo-CoA i zaburzenia jego  dystrybucji
wewnatrzsynaptosomalnej moga by¢ najwcze$niejszym sygnatem uruchamiajacym

dalsze etapy degeneracji neuronéw w AD.

3. Ronowska A, Gul-Hinc S, Michno A, Bizon-Zygmanska D, Zysk M, Bielarczyk H,
Szutowicz A, Gapys B, Jankowska-Kulawy A. Aggravated effects of coexisting
marginal thiamine deficits and zinc excess on SN56 neuronal cells. Nutr Neurosci.
2019 Jul 22:1-11

Zatozenia pracy:

Subkliniczne niedobory pirofosforanu tiaminy (TPP) sa zjawiskiem stosunkowo czesto
wystepujacym w krajach rozwinigtych. Stanowig one istotny problem wsérod ludzi w
podesztym wieku, z ograniczeniami ruchowymi, poznawczymi, z uzaleznieniami od
alkoholu i chorobami przewlektymi leczonymi antymetabolitami B1 lub utrudniajacymi
przyjmowanie pelnowartosciowej diety. Nieznaczne niedobory TPP s3 czestym
zjawiskiem w réznych grupach ryzyka. Uwaza si¢, ze stany te mogg sprzyja¢ rozwojowi
AD i innych typow encefalopatii..

TPP jest kofaktorem niezb¢dnym do utrzymania optymalnej aktywnosci PDHC i
szybkosci syntezy acetylo-CoA. Wczesniejsze badania wykazaty, ze komdrki neuronalne
SN56 hodowane w §rodowisku o optymalnej zawartosci tiaminy wykazywaty opornos¢

na graniczne 0.10 mmol/L stg¢zenia Zn. Za graniczne st¢zenie Zn przyjmuje si¢ takie,
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ktore odpowiada maksymalnej zdolnosci jego wigzania z biatkami surowicy obecnej w
srodowisku hodowlanym. W tych warunkach zaden z parametrow metabolizmu acetylo-
CoA nie ulegal zmianie (Ronowska i wsp. 2007). Takie podprogowe sygnaly
neurotoksyczne wystepuja czesto w patologiach ukladu nerwowego u ludzi. Jest
prawdopodobne, ze jednoczesne wystgpienie kilku stabych bodzcéw cytotoksycznych
mogloby wzajemnie nasilaé swoje dziatanie. Nie wiadomo jednak jakie sa interakcje
miedzy stanami subklinicznej hipowitaminozy, a innymi podprogowymi sygnatami
neurotoksycznymi towarzyszacymi poczatkowym stadiom encefalopatii. Uzasadniato to
podjecie tej tematyki badawczej na naszym komoérkowym modelu encefalopatii

cholinergicznej.

Opis uzyskanych wynikow:

W przedstawionej pracy wykazatam, ze nieznaczne, okoto 20%, obnizenie poziomu
tego kofaktora w komorkach neuronalnych, przez ich hodowle w $rodowisku o niskiej
zawartosci tiaminy, nie wptywato ani na ich liczbe, ani na integralno$¢ metaboliczng. Co
wigcej, dodanie amprolium (antagonisty transportu tiaminy) (Bettendorff i wsp. 1995), do
srodowiska o obnizonej zawarto$ci tej witaminy powodowalo dalszy spadek poziomu
TPP, lecz nie prowadzato do istotnych zmian w parametrach enzymatycznych i
metabolicznych komoérek. W takich warunkach podprogowe st¢zenia Zn ujawniaty silne
dziatanie cytotoksyczne w wyniku jego nadmiernej akumulacji w komodrkach. Wskazuje
to ze, prawidlowy poziom TPP w neuronach chroni je przed nadmierng akumulacja Zn.
Co wigcej Zn akumulowany w komodrkach z niedoborem TPP powodowal dalsze
poglebienie jego niedoboru zar6wno w nieréznicowanych jak i réznicowanych SNS56.
Dlatego w tych warunkach zaznaczalo si¢ jego inhibicyjne dziatanie na aktywnosci
PDHC, KDHC, akonitazy 1 ICDH. W efekcie dochodzito do obnizenia poziomu
mitochondrialnego i wtornie do spadku cytoplazmatycznego acetylo-CoA. W efekcie w
komorkach SN56 o wysokiej ekspresji fenotypu cholinergicznego dochodzito do
obnizenia poziomu ACh pomimo niezmienionej aktywnosci ChAT. Oddzialtywania te
byly duzo stabsze lub nieobecne w komorkach nier6znicowanych. taczne dodanie
amprolium 1 granicznego st¢zenia Zn wywieralo synergistyczny supresyjny wpltyw na
wszystkie wyze] wymienione parametry pomiarowe w roznicowanych SN56 tacznie ze
spadkiem aktywno$ci ChAT 1 znacznie zwigkszong $miertelnoScig. Zaznaczat si¢ rowniez

stosunkowo nieznaczny wptyw obu zwigzkow na komorki nieréznicowane.

12



Whioski:
a) Wysoko zroznicowane neurony cholinergiczne wykazuje wyzszg wrazliwo$¢ na
niedobér TPP, wynikajaca z obnizenia poziomu acetylo-CoA w mitochondriach.

Obnizenie poziomu acetylo-CoA w cytoplazmie wynikato gtéwnie z zahamowania

aktywnosci PDHC.

b) Zahamowanie funkcji neuroprzekazniczych bedace skutkiem obnizenia poziomu
ACh w wysoko roznicowanych komorkach cholinergicznych hodowanych bez TPP,
wynika glownie z niedoborow prekursora do jej syntezy — acetylo-CoA w
cytoplazmie. Aktywno$¢ ChAT-u nie byta zmieniona w tych warunkach.

c) Centralnym punktem w mechanizmie toksycznosci Zn jest zwigkszanie przez
niedobory TPP wrazliwo$ci neurondow cholinergicznych na jego ekscytotoksyczne

dzialanie.

e) Rodzne podprogowe sygnaty cytotoksyczne mogg wzajemnie nasila¢ swoje dziatanie

prowadzac do ujawnienia procesow neurodegeneracyjnych.

4. Cichorek M, Ronowska A, Gensicka-Kowalewska M, Deptula M, Pelikant-Malecka I,
Dzierzbicka K. Novel therapeutic compound acridine-retrotuftsin action on biological

forms of melanoma and neuroblastoma. J Cancer Res Clin Oncol. 2019; 145: 165-179

Zalozenia pracy:

Akrydyny 1 ich pochodne s3 trdjcyklicznymi zwigzkami o licznych aktywnosciach
biologicznych. Stosowane s3 w lecznictwie jako preparaty przeciwzapalne,
przeciwbakteryjne, przeciwpasozytnicze, przeciwwirusowe oraz w onkologii jako
chemioterapeutyki (Kukowska 2017). Ich mechanizm polega na hamowaniu aktywno$ci
topoizomeraz i telomeraz (Gunaratnam i wsp. 2007; Ferguson and Denny 1991). Ponadto
charakteryzuja si¢ zdolnoscig do interkalacji pomiedzy komplementarne zasady w
podwojnej nici DNA (Kitchen i wsp. 1985). Jednocze$nie wptywaja na gospodarke
kwasowo-zasadowa poprzez inhibicj¢ anhydrazy weglanowej (Kukowska 2017).
Natomiast na interakcj¢ z ukladem cholinergicznym wskazuje ich inhibicyjny wptyw na
aktywno$¢ acetylocholinesterazy (Makhaeva i wsp. 2018). Szerokie zastosowanie
akrydyn jak 1 mozliwosci syntetyzowania nowych pochodnych, moga uzasadniaé

przeprowadzenie doswiadczen majgcych na celu sprawdzenie potencjalnego
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neurotoksycznego wpltywu tych zwigzkow na neurony cholinergiczne, jako

wykazujacych szczeg6lng wrazliwo$¢ na réznego typu sygnaly patogenne.

Opis uzyskanych wynikow:

W kolejnej pracy przeprowadzitam doswiadczenia, ktérym poddane zostaty ludzkie
komorki linii SHSYSY. Uzyskane wyniki potwierdzily szczeg6lng rolg drogi
metabolicznej PDHC-akonitaza-ICDH w procesach neurotoksycznosci cholinergiczne;.
Komoérki te mozna réznicowa¢ cAMP/RA w kierunku fenotypu cholinergicznego. Z
drugiej strony linia ta jest modelem nowotworu neuroblastoma, cz¢sto wystepujacego u
dzieci. Badano wptyw pochodnych akrydyn jako lekéw przeciwnowotworowych. Do
badan nad toksycznosciag wykorzystano nowo zsyntetyzowane analogi akrydyny, z
ktérych efekt cholinotoksyczny wykazywat analog 14-ART. Pochodne byly
syntetyzowane w Katedrze Chemii Organicznej Politechniki Gdanskiej. Komorki
réznicowane do fenotypu cholinergicznego wykazaty si¢ znaczng o 30% wicksza
wrazliwoscig na badany zwiazek, niz komodrki nieréznicowane. W obu typach komoérek
dochodzilo do zahamowania podziatow komodrkowych. Jednakze jedynie w
réznicowanych cholinergicznie SHSYSY stwierdzono znamienne obnizenie aktywnosci
PDHC 1 akonitazy oraz niewielkie obnizenie aktywnosci ICDH. W zwigzku z tym mozna
postawic teze, ze zwigkszona wrazliwos¢ ludzkich cholinergicznych klonalnych komoérek
SHSYS5Y na bodZce cytotoksyczne zalezy w gloéwnej mierze od ich wigkszego
zapotrzebowania na acetylo-CoA zuzywany przez nie do produkcji energii i syntezy
ACh.

Whioski:

a) Spadek zywotnosci wysoko roznicowanych komoérek cholinergicznych, przewlekle
traktowanych analogiem akrydyny-ART, byt wywotany inhibicja aktywnosci
PDHC i enzymow cyklu kwasow trojkarboksylowych: akonitazy i ICDH.

b) Niezaleznie od rodzaju komoérek neuronalnych, fenotyp cholinergiczny generuje ich
szczegblng podatno$¢ na roznorodne neurotoksyny, ktérych docelowymi

elementami sg PDHC i syntetyzowany w tej reakcji acetylo-CoA.
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Praca pogladowa powigzana z osiggni¢ciem naukowym:

5. Ronowska A, Szutowicz A, Bielarczyk H, Gul-Hinc S, Klimaszewska-Lata J, Dy$ A,
Zysk M, Jankowska-Kulawy A. The Regulatory Effects of Acetyl-CoA Distribution in
the Healthy and Diseased Brain. Front Cell Neurosci., 2018, 10; 12-16

Wyniki uzyskane z przeprowadzonych doswiadczen postuzyly do napisania pracy
pogladowej nad rola acetylo-CoA w procesach neurodegeneracji.

Acetylowany CoA pochodzacy z dekarboksylacji pirogronianu jest glownym
substratem energetycznym dla TCA w mitochondriach moézgu. Z drugiej strony komorki
neuronalne 1 komodrki glejowe posiadajg rézny profil energetyczny. Dzigki temu
dystrybucja acetylo-CoA pomigdzy nimi jest nie tylko unikalna dla danego typu komorek
ale tez dopasowana do jego potrzeb energetycznych. St¢zenia acetylo-CoA na skutek
dzialania szeregu czynnikow fizjologicznych i patologicznych moga ulega¢ zmianom.
Moze to wynika¢ a faktu, ze enzymy metabolizujace acetylo-CoA wykazujg wzglednie
niskie powinowactwo do tego substratu. Dlatego zmiany prowadzace do zaburzen
dystrybucji wewnatrzkomorkowej acetylo-CoA moga by¢ wczesnymi pierwotnymi
sygnalami, ktore gleboko si¢ modyfikuja zywotnos¢ i funkcje komodrek. Transport
acetylo-CoA z przedziatow mitochondrialnych do przedziatdéw pozamitochondrialnych
zalezy od szybkosci jego syntezy przez PDHC 1 pojemnos$ci systemow transportowych w
btonach mitochondrialnych. W neuronach cholinergicznych, mitochondrialne poziomy
acetylo-CoA sg nizsze niz w cytoplazmie. Z drugiej strony sa one sg One wyzsze niz W
odpowiednich przedziatach komoérek niecholinergicznych. Wynika to z faktu
utrzymywania syntezy acetylocholiny (ACh). Synteza i uwalnianie ACh jest
bezposrednio skorelowane z poziomami acetylo-CoA w przedziale cytoplazmatycznym
neuronu. Wywotane NGF, =zalezne od TrkA/p75NTR réznicowanie komorek
neuronalnych w kierunku cholinergicznym prowadzito do zwigkszenia ich podatnosci na
uszkodzenia. Ta zwigckszona wrazliwo$¢ byta spowodowana przez zmiany
wewnatrzkomorkowej dystrybucji acetylo-CoA. Z drugiej strony dostarczanie acetylo-
CoA do przedziatow ER 1 jadrowych moze odgrywa¢ kluczowa role w rozwoju i
utrzymaniu zywotno$¢ komorek neuronalnych poprzez zmiane poziomu acetylacji reszt
lizyny, biatek regulatorowych. Dlatego zmiany stgzenia i wewnatrzkomérkowej
kompartmentalizacji acetylo-CoOA mogg stanowi¢ znaczaca role w procesach

neurodegeneracji.
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Wielkos¢ wewnatrzkomoérkowej puli acetylocholiny (ACh) zalezy wprost od aktywnosci
acetylotransferazy cholinowej (ChAT) oraz st¢zenia jej prekursora, acetylo-CoA w
przedziale cytoplazmatycznym. Przy czym doktadny mechanizm tej pierwszej zaleznosci
pozostaje nieznany. Natomiast zalezno$¢ szybkos$ci syntezy ACh od poziomu acetyl-CoA
wynika z faktu, ze jego Km dla ChAT jest wielokrotnie wyzsza od stezenia tego substratu
w cytoplazmie/synaptoplazmie neurondéw cholinergicznych in situ. Uzyskane wyniki
doswiadczen wykazaty, ze obnizenie st¢zenia acetylo-COA w kompartmencie
mitochondrialnym 1 cytoplazmatycznym bylo spowodowane przewlektym 1 krotko
czasowym dziataniem wielu czynnikéw toksycznych na aktywno$¢ PDHC.

Z rownania szybkos$ci reakcji ChAT mozna obliczyé, ze przy nasycajacym stgzeniu
choliny i warto$ci Km dla acetylo-CoA 40 uM, spadek jego poziomu z 4.0 umol/L w
warunkach kontrolnych do 1.5 pmol/L w obecnosci 0.15 mmol/L Zn powinien hamowaé
szybko$¢ reakcji ChAT o 60% (z 9.1 do 3.6% szybkos$ci maksymalnej). Z obliczeniami
tymi sg zgodne rzeczywiste wyniki doswiadczenia, wykazujace 69% spadek szybkosci
syntezy ACh in situ w komorkach cholinergicznych w tych warunkach. Wyniki te
potwierdzaja teze o kluczowej roli spadku poziomu cytoplazmatycznego acetylo-CoA w
powstawaniu wczesnych deficytow neuroprzekaznictwa cholinergicznego w AD i
prawdopodobnie innych zespotach otgpiennych. Ttumaczy to mechanizm powstawania
zaburzen poznawczych we wcezesnych stadiach encefalopatii cholinergicznych u ludzi i
zwierzat doswiadczalnych, w ktorych zachowana jest jeszcze integralno$¢ strukturalna
neurondéw cholinergicznych przy juz uposledzonej funkcji neuroprzekazniczej. Z drugiej
strony, mozna postulowaé, ze inhibicja transportu acetylo-CoA z mitochondriow do
cytoplazmy, prowadzaca do zmniejszonej syntezy ACh, mogtaby mie¢ pewne dzialanie
neuroprotekcyjne poniewaz pozwalalaby na zachowanie puli tego metabolitu w
mitochondriach do produkcji energii pomimo zahamowania aktywnosci PDHC. Takie
zjawisko jest obserwowane w mitochondriach nier6znicowanych neuronéw SN56, w
ktérych szybkos¢ syntezy ACh jest niewielka. W tej grupie komodrek po poczatkowym
spadku acetylo-CoA w mitochondriach pod wptywem niskich i $rednich stgzen Zn,

nastepowat jego wzrost przy wysokich stgzeniach tego kationu.

W efekcie mozna postulowaé, ze zaburzenia metabolizmu acetylo-CoA, wywotane
szeregiem czynnikOw neurotoksycznych, stanowig wczesne 1 pierwotne sygnaly

prowadzace do $mierci komorek.
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WNIOSKI WYNIKAJACE Z CYKLU PRAC

1. Przedstawione wyniki wskazuja, ze ostra, zalezna od stezenia akumulacja Zn w
zdepolaryzowanych neuronach postsynaptycznych, w tym cholinergicznych, moze by¢
pierwotng przyczyng zardwno inhibicji ich metabolizmu energetycznego jak i
dalszych zmian neurodegeneracyjnych.

2. Zn wywiera natychmiastowe, zalezne od poziomu akumulacji, wysoko — skorelowane
dziatanie inhibicyjne na drogi metaboliczne zwigzane z powstawaniem i zuzyciem
acetylo-CoA do produkcji energii i syntezy ACh. W warunkach ostrej akumulacji Zn,
ekspresja fenotypu cholinergicznego (ChAT) nie ulega zmianie, a inhibicja syntezy
ACh zalezy wylacznie od spadku poziomu cytoplazmatycznego acetylo-CoA. Jest to

pierwsza tego typu obserwacja w literaturze.

3. Zmiany zalezne od Zn byly nasilane przez graniczne niedobory TPP, ktére utatwialy
akumulacje tego kationu w neuronach poprzez zwigkszenie przepuszczalnosci bton
plazmatycznych. Dane te wskazuja, ze jednocze$nie wystepujace podprogowe sygnaty
neurotoksyczne moga wzajemnie nasilaé swoje dzialanie ujawniajac procesy
neurodegeneracyjne szczegolnie wyrazne w komodrkach o wysokiej ekspresji fenotypu

cholinergicznego.

4. Akumulacja AB w moézgach myszy Tg2576, powodowata ubytki funkcji poznawczych
lecz nie zmieniata maksymalnej aktywno$ci kluczowych enzyméw zwigzanych z
metabolizmem energetycznym i syntezag ACh. Jednakze, posrednio hamowata zuzycie
pirogronianu i obnizata poziom acetylo-CoOA w mitochondriach i cytoplazmie
zakonczen nerwowych oraz zawarto$¢ ACh. Wskazuje to, ze w warunkach in vivo
najwczesniejszym sygnatem powodujagcym zaburzenia w syntezie ACh moze by¢
obnizenie poziomu acetylo-CoA w synaptoplazmie cholinergicznych zakonczen

nerwowych.

5. Szczegdlna wrazliwo$§¢ neuronalnych komorek cholinergicznych, na bodZce
cytotoksyczne zalezy od ich wigkszego, niz w innych typach neurondéw,
zapotrzebowania na acetylo-CoA. Wynika ono ze zuzycia acetylo-CoA zaréwno do
produkcji energii w cyklu TCA jak i do syntezy ACh w celu utrzymania funkcji
neuroprzekazniczych. Dane te wykazuja po raz pierwszy, ze trzy istotne sygnaly
cytotoksyczne jakimi sg nadmierna akumulacja AP, Zn oraz niedobory TPP moga
wywiera¢ synergistyczny wpltyw neurotokstyczny poprzez inhibicyjne dzialanie na

metabolizm i dystrybucje wewnatrzneuronalnego acetylo-CoA.
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6. Enzymy zwigzane z metabolizmem acetylo-CoA , a w szczegdlnosci PDHC i
akonitaza moga by¢ miejscem docelowym cytotoksycznego dzialania lekow

przeciwnowotworowych.
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Ryc.1 Enzymy metabolizmu acetylo-CoA i cytrynianu jako cel sygnatow neurotoksycznych w
degeneracji neuronow cholinergicznych

Pirogronian jest koncowym produktem szlaku glikolitycznego, a jednoczesnie glownym
prekursorem acetylo-CoA w mitochondriach poprzez reakcje katalizowana przez PDHC.
Patogeny zwigzane z AD i innymi encefalopatiami cholinergicznymi, takie jak: nadmierna
synteza/akumulacja AP, epizody hipoksji/ hipoglikemi prowadzg do przedtuzonej depolaryzacji i
pobudzenia ekscytotoksycznego synaps glutaminianergicznych. Nadmierna depolaryzacja
neurondéw postsynaptycznych (w tym cholinergicznych) przez wspotwydzielany z glutaminianem
Zn**, powoduje zwigkszong akumulacje jonow cynku i wapnia stymulujgcych synteze wolnych
rodnikoéw tlenowych, nitrylowych 1 nitrozylowych. Wszystkie te sygnaly cytotoksyczne
bezposrednio hamuja aktywnos¢ PDHC. W efekcie dochodzi do inhibicji syntezy i obnizenia
poziomu mitochondrialnego acetylo-CoA, zahamowania cyklu TCA i sprzgzonej z nim syntezy
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ATP oraz inhibicji syntezy NAA. Dochodzi réwniez do zmniejszenia transportu acetylo-CoA do
cytoplazmy (A). W neuronach cholinergicznych wigkszo$¢ puli cytoplazmatycznego acetylo-CoA
jest zuzywana do syntezy neuroprzekaznika ACh. To dodatkowe zapotrzebowanie na reszty
acetylowe powoduje, ze neurony cholinergiczne sa bardziej wrazliwe na sygnaly neurotoksyczne
niz neurony innych uktadéw neuroprzekaznikowych (B). Niedobér TPP uwrazliwia neurony na
Zn i inne czynniki cytotoksyczne poprzez zwickszenie przepuszczalnosci bton plazmatycznych
dla Zn i Ca i wspolne, zachodzace poprzez réozne mechanizmy, inhibicyjne dziatanie na PDHC.
Roéwniez, szereg ksenobiotykow w tym cytotsatyki cechuje duza neurotoksycznosé
wykorzystywana w terapii guzow mozgu. Schemat prezentuje rowniez, roéznice w zaleznych od
acetylo-CoA, mechanizmach neurotoksycznos$ci cholinergicznej (A) i niecholinergicznej (B).
Skroty wg kolejnosci opisu mechanizmdéw neurotoksycznosci mediowanej przez niedobory
acetylo-CoA. Glu — wolny glutaminian; Glu-Zn — kompleks glutaminian-cynk; Zn?* — jony
cynku; Ca?* — cytotoksyczne stezenia jondw Ca; Zn-biatka — nietoksyczny skompleksowany Zn;
NMDA — receptory N-acetylo-D-asparaginianu, ZnT — transporter cynku 3, VGCC — transporter
wapniowy bramkowany potencjatem btonowym; NO — tlenek azotu syntetyzowany przez rozne
izoformy NOS w pobudzonym mikroleju, astrocytach i samych neuronach; TPP — pirofosforan
tiaminy, kofaktor PDHC, KDHC, dehydrogenazy pirogronianowej, ketoglutaranowej; ACO-
akonitaza; ICDH - dehydrogenaza izocytrynianowa-NADP; NAAT - transferaza N-
acetyloasparaginianowa; NAA — N-acetyloasparaginian; ChAT — acetylotransferaza cholinowa;
TK — kinaza tiaminowa

4.4 Omowienie pozostalych osiagnieé

Istnieje kilkanascie hipotez dotyczacych mechanizméw powstawania i rozwoju AD.
Zwigzane sg one z licznymi zwigzkami cytotoksycznymi o r6znych punktach uchwytu w
komoérkach neuronalnych i glejowych. Dlatego oprocz wykonywania prac badawczych
bezposrednio zwigzanych z osiagnigciem naukowym bylam zaangazowana w badania
mechanizmow dzialania réznych zwiazkéw neurotoksycznych majacych na celu
sprawdzenie czy moglyby one dziata¢ poprzez wptyw na uktad PDHC-acetylo-CoA-
ACh.

a) Cytotoksyczne dzialania zwiazkéw endogennych i ksenobiotykow na komorki
neuronalne i mikrolejowe

Zbadano wplyw izolowanego niedoboru TPP na przezywalnos$¢ i parametry metabolizmu
acetylo-CoA komorek SN56 (Al). Amprolium po 24 godz ekspozycji wywolywato
zalezny od stezenia spadek zawartosci TPP w badanych komoérkach, wynoszacy przy 5
mmol/L stezeniu inhibitora 40%, niezaleznie od stopnia ich zrdéznicowania. W tych
warunkach obserwowano 50% spadek szybkos$ci redukcji MTT przy nieznacznym 15%
zmniejszeniu liczby komorek. Swiadczy to o zahamowaniu in situ aktywnosci
dehydrogenaz mitochondrialnych zaleznych od TPP, w tym PDHC. Aktywnosci ChAT w
komorkach réznicowanych byly okoto dwukrotnie wyzsze niz w nier6znicowanych.
Niedobor TPP nie wplywal na aktywno$s¢ ChAT w obu grupach. W tych samych

warunkach dochodzilo réwniez do zahamowania aktywnosci PDHC. Jednoczes$nie
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obnizaty si¢ poziomy cytoplazmatycznego acetylo-CoA w obu grupach doswiadczalnych.
Jednakze przy podobnym 50% obnizeniu poziomu acetylo-CoA w cytoplazmie znaczacy,
bo ponad 40%, spadek zawartosci ACh wykazano jedynie w komorkach réznicowanych.
Moze to wynika¢ z faktu, ze wyjsciowy poziom ACh w komoérkach nierdéznicowanych
byt 0 40% nizszy niz w ré6znicowanych. Z tego powodu te ostatnie wykazywaly mniejsze
zapotrzebowanie na reszty acetylo-CoA w przedziale cytoplazmatycznym (Al). Dlatego
komorki réznicowane, ktore zuzywaty wigcej acetylo-CoA, wykazywaly w obecnosci
amprolium okoto dwukrotnie wiekszg zdolno$¢ wydalania biekitu trypanu, niz komoérki
nier6znicowane (Al). Wyniki te sg zgodne z obserwacjami klinicznymi wykazujacymi
obecno$¢ odwracalnych ubytkow poznawczych w niektoérych postaciach awitaminozy
B1l, ktére we wczesnych stadiach nie powoduja zmian strukturalnych w uktadzie
cholinergicznym. Wykazuja one réwniez istnienie $cistej zalezno$ci miedzy stgzeniem
cytoplazmatycznego acetylo-CoA i wielkoscig puli ACh, ktora determinuje wielko$¢ jej
kwantowego wydzielania. Wyniki tej pracy zostaly rowniez przedstawione w pracach
przegladowych (A6).

Akumulacja metali ksenobiotycznych w mozgu takich jak glin, miedz czy otéw jest
uwazana za jedng z mozliwych przyczyn neurodegeneracji AD. Zwigzki wanadu s3
stosowane w lecznictwie ze wzglegdu na jego wilasciwosci przeciwnowotworowe,
obnizajace cisnienie krwi oraz przeciw cukrzycowe (Scibior and Zaporowska 2010).
Jednakze ich potencjalna toksyczno$¢ w stosunku do neurondéw cholinergiczny nie byta
dotad badana. Nasze badania wykazaly, ze rdzne izoformy zwigzkéw wanadu
wykazywaly nieco odmienne wlasciwosci neurotoksyczne. I tak ortowanadynian
powodowal wigksza $miertelnos¢ wysoko roznicowanych cholinergicznych komorek
SN56 po krotko-czasowej, 30 minutowej ekspozycji (A2, A3). Jednakze uszkodzenie
tych komorek, nie bylo spowodowane inhibicja aktywnosci PDHC 1 wynikajagcym z tego
obnizeniem poziomu acetylo-CoA. Wartosci tych parametréw pozostawaly na poziomie
kontrolnym nawet przy wysokich 0.20 mmol/L stgzeniach ortowanadynianu.
Stwierdzono jedynie jednakowo silne zahamowanie aktywnos$ci akonitazy w obu typach
komorek (Ki ponizej 0.005 mmol/L) (A3). Inhibicja tego enzymu mogta wynikaé z
usuwania przez wanad jonow zelaza z jego centréw aktywnych wskutek formowania
trwatych komplekséw Fe-ortowanadynian.

Z drugiej strony nie zaobserwowano roznic w $miertelnosci komorek SN56

réznicowanych i nier6znicowanych w przypadku ich ekspozycji na metawanadynianu
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(A3). Rowniez w przypadku tego zwigzku mechanizm $mierci wynikat z izolowanej
inhibicji aktywnos$ci akonitazy. Warto$¢ stalej inhibitorowej [ICso] metawanadynianu w
stosunku do akonitazy in situ w nietkni¢tych komorkach wynosita 0.03 mmol/L, a w ich
lizatach 0.002 mmol/L. Wyniki te wskazuja, ze komorki neuronalne posiadaja efektywne
mechanizmy zapobiegajace penetracji wanadyniandw do ich wnetrza (A2, A3). Brak
wplywu  ekspresji  fenotypu  cholinergicznego na  cytotoksyczno$¢  meta-i
ortowanadynianow moze wynika¢ z ich dziatania na dalsze etapy metabolizmu
energetycznego nie obejmujace bezposredniego wptywu na poziom acetylo-CoA.
Wiadomo, ze neurodegeneracja zalezy nie tylko od bezposredniego wpltywu czynnikéw
neurotoksycznych na neurony, ale rowniez z oddziatywania na nie réznych klas komoérek
glejowych, a w szczegdlnosci mikrogleju. Mikroglej jest zaliczany do komoérek szybko
reagujacych na warunki patologiczne zwigkszong synteza NO/rodnikow nitrozylowych i
tlenowych oraz licznych czynnikéw prozapalnych takich jak interleukiny 1f3, 6, lub
czynnik martwicy nowotworow (TNFa). Moga one wzmacnia¢ dziatanie innych
badanych przez nas zwiazkoéw cytotoksycznych na komorki neuronalne. Uzasadniato to
podjecie badan poréwnawczych reakcji komoérek neuronalnych i mikroglejowych na
podobne sygnaty cytotoksyczne.

Dlatego kolejne badania zostaty przeprowadzone na rownolegtych hodowlach komorek
mikroglejowych N9 i neuronalnych SN56 (A4). Wyniki tych prac zostaly réwniez
opisane w pracach pogladowych (A6, A7). Wiadomo, ze komorki mikrogleju
eksponujace na swojej powierzchni receptor Toll (TRL) wykazuja odpowiedzZ prozapalng
na dodanie do hodowli bakteryjnego lipopolisacharydu (LPS) (Hines i wsp., 2013). Do
takich komorek zaliczamy badane przez nas komoérki N9, w ktoérych stwierdzono 9-
krotnie wyzsza gestos¢ TRL niz w komorkach SN56 (A4). W efekcie w komorkach N9
zaobserwowano zalezne od LPS kilkukrotne zwigkszenie wydzielania NO 1
kilkudziesiecio-krotny wzrost wydzielania 11-6 oraz TNF-a. W tych warunkach
dochodzito do inhibicji aktywnosci PDHC akonitazy i KDHC oraz obnizenia poziomu
acetylo-CoA. Nie powodowalo to jednak istotnego spadku poziomu ATP ani wzrostu
smiertelnosci komoérek N9. Z drugiej strony cholinergiczne komorki SN56 nie reagowaty
nawet na wysokie st¢zenia LPS. Komodrki SN56 wykazywaly wyzsze aktywnosci
specyficzne PDHC, akonitazy, KDHC oraz wyzszy poziom ATP niz komodrki NO.
Wynika to z ich wigkszego zapotrzebowania na energie¢ zwigzanego z funkcja
neuroprzekazniczg. Rowniez wyzsze aktywnosci liazy  ATP-cytrynianowej i
acetylotransferazy karnitynowej, enzymow zaangazowanych w transport acetylo-CoA z
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mitochondriéw do cytoplazmy byly kompatybilne z ich zuzyciem do syntezy ACh.

Jednakze ekspozycja tych komoérek SN56 na zwickszone stezenia egzogennego
NO/NOO’, prowadzita do istotnej inhibicji aktywnosci enzymdéw metabolizmu

energetycznego, w tym PDHC. Zalezna od nadmiaru NO inhibicja aktywnos$ci PDHC
korelowala z obnizeniem poziomu acetylo-CoA w mitochondriach 1 zwigkszong
smiertelnoscig cholinergicznych komoérek SN56.

Réwniez w komorkach N9, egzogenny NO powodowatl podobna wzgledng inhibicje
PDHC i innych enzyméw metabolizmu energetycznego, lecz nie obnizal poziomu
acetylo-CoA i nie zwigkszatl ich $miertelnosci. Na tej podstawie przedstawiono hipoteze,
ze mniejsza wrazliwo$¢ mikroglejowych komoérek N9 na egzogenny NO moze wynikaé z
ich stosunkowo niewielkiego zapotrzebowania na energi¢. Tlumaczyloby to rowniez
utrzymanie niezmienionego poziomu acetylo-CoA w tych warunkach. Praca ta wskazuje
rowniez, ze niezaleznie od rodzaju komorek dostgpnosc acetylo-CoA odgrywa istotng
role w utrzymaniu ich zywotnosci (A4, A6, A7).

Prace przegladowe stanowia analize prac innych autorow oraz naszych prac oryginalnych
dotyczacych interakcji migdzy metabolizmem energetycznym, cholinergicznym i reszt
acetylowych w roznych przedzialach komérkowych mozgu 1 ich roli w mechanizmach
neurodegeneracji (AS, A6, A7). Wskazuja one, ze neurony charakteryzuja si¢ wyzszym
zapotrzebowaniem na glukoze z racji wyzszego tempa metabolizmu energetycznego,
niezb¢dnego do utrzymania funkcji neuroprzekazniczych. (A5). Glukoza jest glownym
zrodtem acetylo-CoA pochodzacego z dekarboksylacji oksydacyjnej pirogronianu
katalizowanej przez PDHC. Sposrod wszystkich grup neurondw, neurony cholinergiczne
wykazujg si¢ najwiekszym zuzyciem acetylo-CoA, wynikajacym z koniecznos$ci
utrzymania statej puli wewnatrzneuronalnej ACh koniecznej do zapewnienia
odpowiedniego poziomu tego neuroprzekaznictwa (A5). To dodatkowe zapotrzebowanie
na reszty acetylowe czyni neurony cholinergiczne, bardziej niz inne komoérki moézgu,
wrazliwymi na dziatanie szeregu czynnikéw neurotoksycznych takich jak nadmiar
NO/NOO', Zn, AB, Al, wolne rodniki, hipoksja, hipoglikemi¢ czy hipowitaminoza Bl
(A6, A8). Czynniki te sg wigzane z mechanizmami powstawania AD 1 innych choréb
neurodegeneracyjnych. Jedna z prac przegladowych podsumowuje dane dotyczace
potencjalnego protekcyjnego wpltywu kwasu retinowego na aktywnosci enzyméw
metabolizmu energetycznego, ktore zostaly uprzednio zahamowane przez czynniki

neurotoksyczne. Sumuje ona dane doswiadczalne wskazujace, ze potencjalnie skuteczne
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zastosowanie retinoidéw jako srodkow cholinotroficznych/neurotroficznych wymagatoby
roéwnoczesnej interwencji tagodzacej niedobory acetylo-CoA. Pozwoliloby to unikngé
wtornych uszkodzen neurondéw cholinergicznych wynikajacych z wywotanego przez
zwigkszong neurotransmisj¢ jednoczesnego wzrostu zapotrzebowania na acetylo-CoA do

produkcji energii i ACh (A7).
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b) Kanaly wapniowe a neurotoksyczno$¢ cynku

Nasze wczesniejsze do$wiadczenia wykazaty, ze nadmiar Zn w PPK wywotuje
dziatanie neurotoksyczne poprzez akumulacje i bezposredni wplyw inhibicyjny na
enzymy metabolizmu acetylo-CoA. Dlatego ten cykl prac dotyczy mechanizmow
dziatania tego kationu na poziomie neuronalnych bton plazmatycznych.

Wykazano, ze nadmiar Zn wywoluje zmiany plynnosci bton komodrkowych
wywotanych jego interakcja z ich komponentami fosfolipidowymi (B1) Zn wchodzi do
wnetrza komorek neuronalnych poprzez bramkowane napigciem kanaty wapniowe.
Thumaczylo to znaczny wzrost wykladniczy zaleznej od stgzenia akumulacji Zn w
przedzialach cytoplazmatycznym, i mitochondrialnym zdepolaryzowanych komorek
neuronalnych. Zn utawiat rowniez akumulacj¢ Ca w przedziale cytoplazmatycznym tych
komorek. Zmiany te tlumaczg inhibicj¢ metabolizmu acetylo-CoA w tych warunkach.
Rolg poszczegdlnych typow sterowanych potencjatem blonowym kanatow wapniowych
w ostrej toksycznosci Zn wyjasnity do§wiadczenia z ich specyficznymi inhibitorami. I tak
nifedypina, antagonista kanatu L, w nasycajacym ste¢zeniu zapobiegala w okolo 60%
uszkodzeniu neurondéw poprzez 70% inhibicj¢ akumulacji Zn, utrzymanie
niezmienionego poziomu acetylo-CoA i produkcji wolnych rodnikéw oraz czgsciowym
protekcyjnym dziataniom na aktywnosci ICDH 1 akonitazy. Inhibitory kanalow N 1 P/Q,
odpowiednio GVIA i MVIIC, wykazywaty okoto 20% dziatanie ochronne skojarzone ze
znacznie stabszym wpltywem na parametry metabolizmu acetylo-CoA i zywotnosci
komorek. Dane te wskazujg ze bramkowane potencjalem blonowym kanaty wapniowe
typu L odgrywaja gtowng rolg w ekscytotoksycznym dziataniu Zn. Potwierdzily one
rébwniez, ze utrzymanie poziomu acetylo-COA na optymalnym poziomie odgrywa
kluczowa role w zapobieganiu cholinotoksyczno$ci Zn (B2, A8).

Z kolei wywotane Zn obnizenie poziomu acetylo-CoA w mitochondriach prowadzito do
obnizenia syntezy N-acetylo-L-asparaginianu (NAA) (B3). Jest to pochodna acetylowa
tego aminokwasu, syntetyzowana wylacznie w mitochondriach neuronéw. NAA jest
nastepnie transportowany do oligodendrocytow, gdzie jest wykorzystywany do produkcji

kwasow tluszczowych wchodzacych w sktad lipidow mieliny. Udowodniono, ze klonalne
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komorki cholinergiczne SN56 wykazuja poziom tego aminokwasu zblizony do jego
poziomu w moézgu in situ (B2). Dzigki temu komoérki SN56 mogg stuzy¢ do dalszych
badan nad metabolizmem NAA. Wykazano réwniez, ze poziom NAA w wysoko
roznicowanych komorkach cholinergiczne SN56 jest nizszy niz w nierdéznicowanych i
ulega wickszemu obnizeniu w obecnosci Zn. Wskazuje to, ze proces syntezy NAA

konkuruje o acetyl-CoA zarowno z TCA jak i drogg syntezy ACh (B3).
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c) Poszukiwanie markerow molekularnych w diagnostyce nowotworowej. Badanie
biologicznych  wlasciwosci pochodnych akrydyny/akrydonu w lecznictwie
przeciwnowotworowym

Choroby nowotworowe sa druga po chorobach uktadu sercowo-naczyniowego
przyczyna zgonow w krajach wysoko rozwinigtych. Komorki guza nowotworowego
prezentuja zwykle liczne mutacje co powoduje, ze sg one genotypowo heterogenne.
Leczenie cytostatykami czgsto prowadzi do powstania linii opornych na leczenie. W
zwigzku z tym istnieje ciagta potrzeba poszukiwan nowych lekow o wilasciwosciach
przeciw nowotworowych i o réznych mechanizmach dziatania. Rak jelita grubego jest
drugg przyczyna zgonéw nowotworowych zar6wno u mezczyzn jak i u kobiet. Pomimo
istnienia licznych schematow terapii skierowanych przeciw temu nowotworowi, czgs¢ z

pacjentow wykazuje oporno$¢ na leczenie. Dlatego istnieje potrzeba przeprowadzenia
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charakterystyki nowotworow co prowadzitoby do personalizacji leczenia. Jednym z
genow, ktore moga by¢ potencjalnym markerem raka okr¢znicy, jest CAV1. Koduje on
kaweoling-1, biatko blonowe obecne w komodrkach nabtonkowych naczyn, fibroblastach,
adipocytach 1 komorkach mieéni gltadkich. Ten gen znajduje si¢ w regionie
chromosomow podatnym na delecje, dlatego mozna go uznaé za gen supresorowy.
Stwierdzono, ze mutacje w genie CAV1 wystepuja w niektorych nowotworach. Ta
mutacja czyni komorke bardziej odporng na niedotlenienie poprzez aktywacje
beztlenowego metabolizmu glukozy, co sprzyja wzrostowi komorek rakowych pomimo
niedoborow sktadnikow odzywczych. Dlatego zwigkszona ekspresja tego genu jest
zwigzana z opornoscig na niektore cytostatyki. Z drugiej strony nadekspresja tego genu
sprawita, ze niedrobnokomodrkowe linie komorkowe raka ptuca staly si¢ wrazliwe na
leczenie metforming. Badania przeprowadzono na 50 pacjentach cierpigcych na raka
jelita grubego. Wykazano obecnos$¢ genu CAV1 we wszystkich probkach tkanek. Jednak
poziom jego ekspresji byl wyzszy u pacjentéw z wieksza glebokoscig inwazyjnosci guza.
Dlatego uwaza si¢, ze wielko$¢ jego ekspresji moze byé wazna w rdznicowaniu
wczesnych guzow z przerzutami z poéznymi stadiami tego nowotworu (C1). Ponadto
okreslenie ekspresji genu CAV1 moze stanowi¢ podstawe do wyboru spersonalizowanej
terapii. na ten nowotwor.

Istnieje grupa lekow cytostatycznych opartych na pier§cieniu akrydyny. Wykazuja one
wlasciwosci hamujace aktywno$¢ telomeraz i topoizomeraz oraz interkalacje w DNA.
Jedna z wad tej grupy zwiazkow jest ich staby transport do wnetrza komorek. Dlatego
zsyntetyzowano pochodne akrydyn potaczone z tuftsyng 1 retrotuftsyng pozwalajace na
ich lepszy transport do komorek.

Celem badan bylo sprawdzenie toksycznego dziatania réznych pochodnych akrydyny na
komorki linii czerniaka melanotycznego (Ma) 1 niemelanotycznego (Ab) oraz komorki
ludzkiego neuroblastoma SHSY5Y (C2). Badania miaty charakter przesiewowy i miaty
na celu wybranie najlepiej dziatajacego zwigzku do dalszych badan nad jego
toksycznos$cig 1 neurotoksycznos$cig.

Akrydyna sprzegnigta z tuftsyng (analog 14) jako jedyny zwiazek obnizata Zywotnosé
komorek przy wartosciach [ICso] 61, 96, i 48 uM odpowiednio dla: linii Ab, SHSY5Y
nieréznicowanych i SHSYSY réznicowanych w testach zywotno$ci XTT. Natomiast
komorki Ma wykazywaly wrazliwo$¢ jedynie przy wysokich stezeniach,

przekraczajacych 0.10 mmol/L. Zaobserwowano rowniez aktywacj¢ kaspaz jedynie w
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komorkach Ab oraz zwigkszong eksternalizacj¢ fosfoseryny, co $wiadczy¢ moze o
indukcji procesu apapotozy (C2). Réznice w mechanizmach toksyczno$ci w liniach Ab i

SHSYS5Y zostaly przedstawione w oddzielnej publikacji (praca 4).
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